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Kultivace kmenovych bunék zubni pulpy v kultivaénim médiu bez xenogennich latek
Souhrn

Uvod: Tématem piedkladané studie je kultivace kmenovych bun&k zubni pulpy (hDPSCs) v
kultivaénim médiu bez xenogennich komponent. Neni pfipustné, aby byly v klinické praxi
pouzivany bunky, které proliferovaly pod vlivem xenogennich (mimodruhovych) latek. V
piipad€ hDPSCs se jedna predevsim o fetdlni teleci sérum (FCS). Pfestoze jsou tyto suplementy
povazovany za zlaty standard kultivace mezenchymalnich kmenovych bunék (hMSCs) a
vlastnosti s nimi kultivovanych bunék byly postulovany jako charakteristické a urcujici
vlastnosti jednotlivych linii hMSCs. Tim vyvstava zakladni otazka, pokud a jak ovliviuji
xenogenni krevni derivaty vlastnosti bun¢k a jejich rlstové charakteristiky. Existuji dvé
moznosti ndhrady téchto latek jako komplexii ristovych faktord, kdy jsou do média ptidany
pouze definované rastové faktory tzv. bezsérova média, nebo nahrada zvifecich krevnich
doplikti lidskymi, idedlné autolognimi. Cilem provedené¢ho vyzkumu bylo pomoci ozfejmit
odpovédi na tyto otdzky, které jsou zdkladni pro bunécnou terapii a zavedeni do 1ékaiské praxe.
Metodika: Kultivaci 12 linii hDPSCs ze stalych, do¢asnych a natalnich zubl ve 12 riznych
médiich jsme zjistovali vliv FCS, derivatt lidské krve krevni plazmy (HP) a na desti¢ky bohaté
krevni plazmy (PRP) o riznych koncentracich (2%, 10%, 20%) na péstované bunky pomoci
rustovych charakteristik a fenotypové analyzy. Nejprve byly vSechny linie kultivovany do 15.
pasaze za standardnich kultiva¢nich podminek a diferencovany v osteogenni, chondrogenni a
adipogenni bunécnou linii k prikazu kmenovosti.

Vysledky: Dle vysledkii této studie je krevni derivat s nejvyssi podporou ristu PRP v 10%
koncentraci pro kmenové bunky zubni diené stalych zubi (hADPSCs) a natalnich zubt
(hNDPSCs). Kmenové buiiky zubni diené docasnych zubti (hDDPSCs) nejlépe rostly v médiu
s 10% koncentraci HP. Fenotypova analyza prokazala pozoruhodné rozdily v expresi
povrchovych markert, kdy bunky kultivované v médiich s derivaty lidské krve vykazovaly
vysSi neurogenni potencidl a fenotyp bliz§i embryondlnim kmenovym bunkdm (hESCs),
zatimco buiiky kultivované s FCS vyssi tendenci k expresi znakii hematopoetické fady blizsi
progenitorovym bunikam.

Zavér: V nasi studii jsme prokazali vliv druhu krevni ndhrazky na fenotyp hDPSCs s tim, ze
lidské krevni derivaty o 10% koncentraci jsou idealni ndhradou FCS, nejen s ohledem na
proliferacni aktivitu, ale pfedev$im na udrZeni nediferencovaného stavu a neurogenniho

potencidlu.

Klicova slova: Mezenchymalni kmenové buiiky, zubni dren, lidské krevni derivaty, 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.



1. Uvod

Lidské embryonalni kmenové buiiky (hESCs) jsou nediferencovanymi bunéénymi elementy, které
vytvareji prvni populace ve vznikajicim organismu. Z tohoto diivodu jsou obdaieny vyjimecnymi
vlastnostmi, tj. vysokou prolifera¢ni aktivitou, schopnosti sebeobnovy a diferenciace ve zralé
bunééné elementy'. Diky témto vlastnostem mohou hrat kli¢ovou roli béhem vyvoje organismu?.
Prvni populace hESCs se nazyva totipotentni, tyto buiiky jsou samostatné schopné vytvofit cely
organismus®. V zac¢atku organogeneze tuto schopnost ztraceji a stavaji se z nich pluripotentni
hESCs, které zakladaji zarode¢né listy*. B&éhem vyvoje zarodku hESCs a progenitorové buiiky
(vzniklé asymetrickym délenim hESCs) aktivné proliferuji, aby vytvorily tkdné a organy>S.
V dospélém organismu existuji kmenové buiky také, ovSem jako skryté a nepatrné tkanove
specifické subpopulace tzv. dospé&lych kmenovych bunék’, které diky multipotenci, schopnosti
diferencovat ve vice bunéénych typl domovské tkané nebo organu (obvykle i1 pfislusného
zarodeéného listu), hraji dileZitou tlohu v udrzeni homeostazy®. Jejich hlavnim ukolem je

regenerace a reparace poskozenych struktur®!”

za soucasného zachovani pivodni dormativni
populace!!. Jednou z populaci lidskych adultnich kmenovych bungk jsou lidské mezenchymadlni
kmenové buiiky (hMSCs)!'?. Tyto buiiky jsou schopné diferenciace (in vivo/in vitro) ve zralé

bunééné linie odvozené z mezodermu''*!3,

Avsak presnd definice vlastnosti hMSCs
neexistuje'®!’. Dlivodem je exponencidlné rostouci pocdet dat ziskanych o hMSCs a stile se
zvySujici pocet tkani, ze kterych byly tyto butiky izolovany'®. Piesto se miizeme ramcové drzet
posledni uznané definice navrzené v roce 2006 International Society for Cellular Therapy, ktera
uvadi tato kritéria a doporuceni: 1) hMSCs musi disponovat schopnosti sebeobnovy, vykazovat
adhezi k plastovému povrchu kultivaénich nadob a diferencovat alesponi ve tfi bunééné linie, a to
adipogenni, chondrogenni a osteogenni, a 2) musi na svém povrch nést tyto znaky CD105, CD73
a CD90 a zaroven nesmi nést hematopoetické znaky CD45, CD34, CD14/CD11b, CD79/CD19 a
HLA-DR!®!7, hMSCs si tyto znaky udrzuji az do dospélosti'®, coz podporuje a umoziuje vyvoj
mnohobunécéného organismu. Tyto bunky jsou také charakteristické tim, ze si udrzuji z casti
nediferencovany stav (exprimuji Oct3/4 a jiné embryonalni markery) a jsou tak pod vlivem
,vhodného* prostfedi nadchylné k nadorovému zvratu cestou dediferenciace, nebo karcinogenezi
prostiednictvim iniciace, propagace a progrese'’. Riziko, ze samotné hMSCs nebo kultivaéni média

21,22

s jejich plisobky (tzv. conditioned media)*® mohou urychlit riist nadorového populace?!??2, je tedy

nezanedbatelné a musi na néj byt vzdy pomysleno. Podobné chovani miize byt vyvoldno v



piitomnosti xenograftu?’. D¥ive byly hMSCs uzivany pouze v zakladnim vyzkumu molekularni a
bun&né biologie?*. Rozmach védeckého badani v této oblasti zapiicinily &tyfi aspekty: Zavedeni
uspésnych protokold pro bunéénou expanzi, kontrolované upravy bunécného genomu transfekci,
vyuziti exozomt lidskych adultnich kmenovych bunék jako nebunécnych latek schvalenych pro
1ékarskou klinickou praxi a moznost tvorby organoidi, coz je povazovano za nejucinngjsi pristup
k rekonstituci funkce organ po transplantaci®®. Organoidy jsou miniaturizovanymi a
zjednoduSenymi trojrozmérnymi verzemi organll vytvorené in vitro s realistickou mikroanatomii.
Jedna se o shluky vice organové specifickych bunéénych typi, které vznikaji z kmenovych nebo
progenitorovych bungk daného organu principem samoorganizované kondenzace®. Skéla pouziti

::29-31

b?728 pies regenerativni terapii®®>!,

hMSCs sahd od vyzkumu patofyziologie vybranych choro
tkanové inzenyrstvi*>>* a bunéénou terapii*>>® az po testy cytotoxicity®®. Protizanétlivy potencial
hMSCs se nyni vyuzivd ve vyzkumu boje proti infekci COVID-19%, stejn& jako jejich
imunomodulaéni efekt*!*2. hMSCs se také vyuzivaji jako prosté nosice pii cileném podéani 1é¢iv.
Léciva jsou potazena alogennimi hMSCs, aby piisobila jako télu vlastni a nevznikala proti nim

4547

nezadouci imunitni reakce**. K 16¢bé se pouzivaji také exozomy izolované z hMSCs**7 nebo

jsou hMSCs jako producenti Zaddanych exozomi vpraveny v nosi¢i piimo do mista plisobeni, aby

t48

zde zajistily delsi terapeuticky efekt™. hMSCs jsou schopny piechazet ptres hematoencefalickou

bariéru a dopravit tak chemoterapeutické protinadorové latky do mozku, coz je jinak krajné
obtizné*-!. Sekretom hMSCs je pro svou nizkou imunogenitu idedlni nebun&nou terapii
autoimunitnich a autoinflamatornich chorob nebo terapii chronickych infikovanych ran®?. Jednou
z cest cilené 1écby onkologickych onemocnéni je vyuZziti chemotaxe, diky niz jsou hMSCs jako
nosi¢e protirakovinnych latek atrahovany do mista nddorového bujeni**>®. Dokonce i samotné
hMSCs jsou schopné regulace lokalné agresivnich nadord jako je napi. osteosarkom™. V terapii
genetickych onemocnéni se uvazuje o vyuziti hMSCs s vnesenymi Useky funkéni DNA (4.
gen)®*%!, hMSCs byly uspésné pouzity pro 1é¢bu neplodnosti u Zen z anatomickych pri¢in®>%3,
Experimentalné jsou uzivany ke zpomaleni procesu starnuti® a z vitalnich indikaci pro 1é&bu
neonatalnich poruch®. Kli¢ovymi tkoly pro rozsifeni téchto terapeutickych metod jsou uréeni
idedlniho druhu mezenchymalnich kmenovych bunék pro dany cil a zavedeni standardizovanych
postupt kultivace a expanze téchto vybranych bun&énych typi®®. Dle poslednich vyzkumi se zd4,
ze hMSCs hraji uGstfedni roli v aktivaci mezibunéénych, regeneracnich, angiogennich,

antifibrotickych a protizanétlivych signalii a potencuji antioxida¢ni u¢inky a apoptdzu jako soucast



protinddorové a antimikrobialni reakce organismu®’. Bylo popsano mnoho zdrojovych tkani
hMSCs®*®°, napt. kostni dieit’’, pupeénikova krev’!, matetské mléko’* a zubni dfen’*. Ackoliv jsou
hMSCs kostni dfené nejcastéji zkoumanym typem, jejich sbér provazi uskali nizké koncentrace
zadanych bunék ve tkanich, vyskyt ocekavanych reakci organismu jako jsou bolest a stres a mozné
pooperaéni komplikace”. Ve studii Huang, Gronthos a Shi’* je pfipomenuto, Ze existuje mnoho
zdroji hMSCs, z kterych ma izolace téchto bun¢k daleko mensi dopad na darcovsky organismus a
zaroven vys§i vytéznosti, napt. dentalni tkan&’>’°. Oproti ziskdvani hESCs z embryi nevyvolava
izolace hMSCs zavazné etické otazky’”’®. Mnoha studiemi byly shledany zubni tkané vhodnym
zdrojem hMSCs”. Cenny se tento zdroj jevi z diivodu zachovani vysoké diferenciacni kapacitou
hMSCs z téchto tkani ziskanych a jejich relativné snadné dosazitelnosti. Dale jsou pozitivné
hodnoceny tyto parametry: Multipotence ziskanych bunck, jejich plasticita, rychla kinetika
bunécného cyklu, endogenni exprese nckterych faktorii pluripotence a jejich imunomodula¢ni
efekt®™8!, S rostoucim mnozstvim znalosti o hMSCs a porozuménim jejich chovani a vlastnostem
se ukazuji jako vysoce potentni zdroj pro regeneraci tkani a bunéénou terapii.

Kmenové bunky zubni diené (hDPSCs) maji oproti ostatnim hMSCs vysoky neurogenni potencial,
coZ je dano jejich embryonalnim ptivodem®?. Béhem vyvoje zubu se na tvorbé zubni dfené podili
bun&nd subpopulace kmenovych bunék migrujici z neuralni listy**. Tyto buiiky davaji v zubni
dfeni vzniknout vysoce specializovanému bunéénému typu — odontoblastim®*, dale se podili na
tvorbé Hertwigovy epitelidlni listy, vzniku periodontalni §térbiny a inervaci zubni dfen&®. Jako
vSechny adultni kmenové bunky si zachovavaji spici populaci tzv. lidskych postmigratornich
kmenovych bungk odvozenych z neuralni listy (\(NCSCs)®%%7. Tyto dospélé multipotentni kmenové
buniky ektomezenchymu jsou schopné pfispét k regeneraci mezodermadlnich, neuralnich a
ektodermalnich bunék a tkani®®®. Z vyse uvedeného je pochopitelné, Ze se vlastnosti kmenovych
bunék zubni dfené mohou lisit od zékladnich charakteristik postulovanych pro hMSCs”. Navic se
predpoklada, ze nekteré specifické charakteristiky hDPSCs odraZzi prostfedi zubni dien¢, ve kterém
se tyto buiiky formuji a ¢aste¢né vyzravaji’l. Zubni dfen je zcela odlisny a velmi specificky typ
tkang®>%3. Je zajimavé, e i u dospélych jedinct stale vykazuje charakteristiky nezralé tkané s
vysokou koncentraci somatickych kmenovych bunék v porovnani s ostatnimi zdroji hMSCs**%,
Hypotéza, ktera se snazi tuto odliSnost vysvétlit, stavi na ¢asném a skoro dokonalém ohraniceni
zubni diené od okolnich tkéani (3ifka foramen apicis dentis u tietich molart je 2 mm)®’, Giplném

odd¢leni od mikrobiadlniho prostiedi dutiny Gstni, vysoké denzité senzorické nervové sité a bohaté



mikrocirkulaci®®. Neméné dalezité je také formovani dentdlni papily na zakladé migrace a
kondenzace bun&k neuralni listy (ektomezenchymu) do mezenchymu vznikajici Gstni dutiny®-'%.
Tkén zralé zubni dfené se da svymi vlastnostmi pfirovnat k embryondlni pojivové tkani, ktera je
navic ohrani¢ena vrstvou odontoblastll (postmitotickych vysoce specializovanych bungk)!'’!.
Kmenové buiiky zubni diené (hDPSCs) jsou tedy smésnou populaci hMSCs a hNCSCs!?2. hDPSCs
ziskavame ze tkan¢ zubni diené stalych zubi (hADPSCs), nejcastéji retinovanych, s dutinou ustni
nekomunikujicich, tfetich dolnich molért, déale ze zubt docasnych (hDDPSCs) se zachovalou
zubni dfeni. Nejnové€j$im a zarovei nejranéjSim typem hDPSCs jsou kmenové buniky zubni dfené
natalnich/neonatélnich zubi (\(NDPSCs)!%. Kmenové buriky zubni dfené stalych zubi (hADPSCs)
jsou vyvojoveé heterogenni skupinou nesouci tyto spole¢né vlastnosti — vietenovitou morfologii
(podobn¢ jako lidské fibroblasty) a vysokou proliferaéni aktivitu béhem dlouhodobé
kultivace!®*!% hADPSCs exprimuji na svém povrchu mezenchymalni znaky, stejné jako nékteré
povrchové znaky embryonalnich kmenovych bunék — Nanog, Oct4, specific embryonic antigen-3
a 41% coz podporuje teorii o jejich pluripotentni kapacité!®”1%® Vysokému diferencia¢nimu
potencialu  odpovidd schopnost hADPSCs vyzravat v osteogennim, chondrogennim,
dentinogennim, adipogennim, neurogennim a myogennim médiu ve zralé bun&fné typy
odpovidajici charakteru daného média'®. Od roku 2000, kdy byly hADPSCs prvné izolovéany a
popsany’®, jsou intenzivné studovany. Zisadni vyhodou pfi ziskdvani hADPSCs je snadna
dosazitelnost zubni diené a eticky akceptovatelny odbér zdroje, tedy zubu. Dokonce byly

hADPSCs jiz izolovany i zneextrahovaného zubu!'*!!

zaveden byl také protokol
imunomagnetické separace, ktery umoznuje oddélit jednotlivé subpopulace hADPSCs jiz béhem
izolace!'>!3, Zdroj hDPSCs, pii kterém se chovame nejméné invazivné, nam poskytuji pravé
lidské docasné zuby blizké stadiu exfoliace (hDDPSCs). hDDPSCs odpovidaji svym fenotypem,
stejné jako kapacitou sebeobnovy a multilinedrni diferenciaci’>!'*!1> postnatalnim hMSCs’*. Diky
ektomezenchymalnimu ptivodu vykazuji nékteré odliSené charakteristiky od obecné postulovanych
pro hMSCs’. Dle Kerkise a kol.!%” nesou hDDPSCs tyto typické povrchové znaky OCT3/4, CD29,
CD31, CD44, CD73, CD90, CD105, CD146 a CD166 a neexprimuji CD14, CD34, CD45. Dale
byla prokézana jejich klonogennost!''* a kapacita diferencovat v adipogenni, neuralni’® a svalové
buiiky!">. Dle Miury a kol.'"* jsou do¢asné zuby piistupny zdroj velmi kvalitnich postnatalnich

kmenovych bunék schopnych poskytnout dostatek materialu pro potencialni klinické aplikace'!S.

hDDPSCs jsou v porovnani s hADPSCs ontogeneticky casnéj$i bunécnou populaci vykazujici



07.UT18 5 yys$si telomerazovou aktivitu!!'®. Z téchto

krat$i dobu potiebnou pro zdvojeni populace
diivodti jsou podle nékterych autori hDDPSCs nejslibngjSim zdrojem hMSCs pro humanni
bun&nou terapii a regenerativni medicinu’®. Linie kmenovych bun&k zubni diené ziskanych
z natalnich/neonatalnich zubti (hNDPSCs) jsou ojedinéle zkoumanymi bunécnymi linie, nebot’ se
natdlni a neonatdlni zuby s ohledem na region a etnikum manifestuji s ¢etnosti 1:800 v Asii az
1:3500 7ivé narozenych déti v Evrop&!'?®'?!, Dile pouze malé procento z nich vykazuje morfologii
docasnych zubii s pritomnou pulpélni tkdn€, kterd obsahuje hNDPSCs. Nalez takového druhu je
pomémé vzicny'?2. Tyto buiiky vykazuji charakteristiky blizké embryondlnim kmenovym
buiikdm!2*1?* coz piisuzujeme velmi Sasné izolaci téchto bunék z nejrangj$iho postnatidlniho
vyvojového stadia lidského organismu a zaroven z vyvijejici se tkan&!'?>. Jiz v roce 2009 Huang,
Gronthos a Shi’* predpovédéli existenci kmenovych bunék také v zubni dfeni kongenitalnich zubi.
hNDPSCs byly izolovany, kultivovany (v kultivaénim médiu s 15% FCS) a charakterizovany
Karadzem a kol. v roce 2010'?® a Akpinarem a kol. v roce 2014!!°. Obé& skupiny popsaly hNDPSCs
jako metabolicky aktivni kmenové buiiky, které exprimuji na svém povrchu mezenchymalni znaky,
znaky embryondlnich kmenovych bun€k a nevykazuji hematopoetické markery. hNDPSCs byly
diferencovany ve tii standardni bunéfné linie (adipogenni, chondrogenni a osteogenni).
V porovnani s hADPSCs a hDDPSCs vykazovaly vy3§i prolifera¢ni a telomerazovou aktivitu'?’,
Aby bylo mozno ziskat dostatecné mnozstvi validnich dat, musi byt nejprve hNDPSCs
expandovany (koncentrace in vivo je pro ucely vétSiny méteni nedostateCnd). Dle zavedenych
standardi (2004/23/EC a cGMP) 1ze ptedchozi studie na hNDPSCs v dasledku uZiti xenogenniho
séra oznacit pouze jako indikativni'?®,

Terapie kmenovymi buitkami je zajimava a slibna cesta k regeneraci ztracenych, ¢i poskozenych
tkani. Zatimco na védeckém poli kultivace bun€k doslo od roku 1968, kdy byla provedena prvni
isp&sna transplantace kostni dfen&'?, k velkému pokroku, stale se potykdme s nepiiznivym
mnozstvim neznamych, coZ neumoziuje bezpecné provedeni klinickych studii. Jedind mozZnost,
jak se vyhnout selhani terapie a jejim nezadoucim uc¢inkiim, je dokonalé porozuméni zméndm,

130

kterym podléhaji vlastnosti hMSCs za ménicich se vlivil prostiedi . V soucasnosti rozpoznavame

dva hlavni faktory ovliviijici vlastnosti kultivovanych hMSCs: 1) interindividudlni rozdily

darca'?!

a 2) slozeni kultiva¢niho média'*2. Z tohoto pohledu se jednd piedeviim o xenogenni
slozky kultiva¢nich médii, které s sebou nesou medicinské a etické namitky ohledné jejich pouziti

k expanzi bun&énych populaci pro humanni pouziti'****>. Aby bylo mozné vyzkumna data mezi



sebou porovnavat, potvrdit jejich vérohodnost a umoznit tak jejich aplikaci v bunécné terapii byly
vytvofeny pravné zdvazné predpisy — v Evropské unii platnda smérnice EU Tissues and Cells
Directive (2004/23/EC) a ve Spojenych statech americkych U. S. current good manufacturing
practice guidelines (cGMP), které urcuji a popisuji, za jakych podminek by méla byt pivodni
bun&én4 linie expandovana a déle kultivovana. Uéelem je minimalizovat rozdily mezi bunéénymi
liniemi stejného pivodu, minimalizovat riziko kontaminace, imunitni reakce a imunizace
v dtisledku virové infekce nebo internalizace xenogennich proteini'*®!*’. Aby byly splnény
pozadavky téchto nafizeni, musi byt zaveden systém kontroly kvality a Cistoty vstupniho
biologického materialu, stejné jako platnost a spravnost samotného vyzkumného protokolu!3:13°,
Z tohoto divodu se pozornost ¢asti védecké komunity obraci k ndhradé¢ xenogennich doplikt
arteficialnimi, nebo alogennimi krevnimi komponentami'#*-!4*. Agkoliv neni ani alogenni dopliiky
mozné standardizovat, jejich pouzitim se vyhneme internalizaci mimodruhovych latek — pfedevsim
vylougime riziko zoonéz a imunogenicity'3!!32, Pfes viechny uvedené argumenty naprosta vétsina
preklinickych a zejména klinickych studii vyuzivda média s 10% az 20% koncentraci fetalniho
teleciho séra (FCS), coz pravdépodobné odpovidd variabilit¢ v ziskanych vysledcich (od
proliferacni aktivity, pfes viabilitu, az po rozdily v expresi povrchovych znakl). Ukazuje se, Ze
hMSCs vystavené vysokych koncentraci FCS spontanné diferencuji, a to tim rychleji, ¢im vyssi je
koncentrace FCS!*137, Tento vliv neni omezen pouze na hMSCs, byl pozorovan také napiiklad u
prekurzorii adipocyti. Pouziti FCS v tomto ptipadé¢ vedlo ke zvySené aktivit¢ glycerolfosfat-
dehydrogenazy a diferenciaci ve zralé bun&né elementy!'*3!*!. Prolifera¢ni aktivita neuralnich
progenitord je redukovéna, pokud jsou kultivovany bez pfidani cytokinii, v kultivaénim médiu
s FOS142-145.

Fetalni teleci sérum (FCS) se diky vysokému obsahu ristovych stimulacnich faktori, a naopak
nizkému podilu inhibi¢nich ristovych faktorG v kombinaci s neschopnosti védy vytvofit
odpovidajici arteficialni nahradu, stalo nejvice vyuZivanym ristovym doplitkem v kultivacnich
médiich. Dosud se pii izolaci a expanzi hDPSCs (obecné hMSCs) Casto spoléhd na média
obsahujici vysoké koncentrace FCS (= 10%), coZ umoziuje lepsi adhezi bunék primokultury ke

73,107,108

kultivaénimu povrchu . FCS ptedstavuje zatim jedinou moznost, jak udrzet vysokou

proliferaéni aktivitu bunéénych linii bez nutnosti ptidavat dalsi doplitkové riistové faktory!'#®.

Avsak pouziti vysokych koncentraci FCS béhem dlouhodobé kultivace hADPSCs miize vést ke

+149-151

147198 " nebo maligni transformaci .V ptedchozich studiich jsme

spontanni diferenciaci



prokézali, ze hADPSCs mohou byt tspésné dlouhodob¢ kultivovany se zachovanim stabilniho
karyotypu i v nizko-sérovych médiich (2% FCS), doplnénych o epidermal growth factor (EGF) a
platelet-derivated growth factor BB (PDGF-BB)!32. Pouziti t&chto riistovych faktord bylo popsano
pro buiiky kostni diené a multipotentni progenitorové buiiky'>>!>*. Déle nase skupina prokazala,
ze 1 pti tomto slozeni média si hADPSCs uchovavaji Sirokou diferenciacni kapacitu vyzravat v

155 Hlavni slozkou

osteogenni, chondrogenni, endotelidlni, neurogenni a myogenni buné¢énou linii
standardné uzivaného kultivaniho média pro somatické mezenchymalni kmenové buiky zubni
dfené je alfa varianta Eaglova zékladniho minimalniho média (alfa MEM)!3%15%:15 MEM obsahuje
aminokyseliny, soli (chlorid vépenaty, chlorid draselny, siran hofe¢naty, chlorid sodny a
jednosytny fosforec¢nan sodny), glukézu a vitaminy (kyselinu listovou, nikotinamid, riboflavin a
vitamin B12. Alfa modifikace MEMu navic obsahuje vice neesencidlnich mastnych kyselin,
pyruvat sodny a vice vitaminli (kyselina askorbova, biotin a kyanokobalamin) nez varianta
zakladni'>’. Dle Suchdnka a kol.!>? odpovida zékladni slozeni kultivaéniho média patentu & US
7,015,097 B1'%7, tj. 2% FCS, komplexu ristovych faktord s velmi nizkymi hladinami protilatek,
10 ng/ml EGF, 10 ng/ml PDGF-BB, 50 nM dexametazonu, ktery zlepSuje pteziti a dlouhovékost
bun&k!%!1% Aviak je dale obohaceno o vyssi koncentraci antioxidantu kyseliny askorbové,
konkrétné 0,2 mM L-askorbat-2-fosfatu a 2 mM L-glutaminu, ktery je dulezity pro rist a funkci
bunék'¢®!®! Pro vyloudeni preriistani bakterialni mikroflérou (vzhledem k nesterilnimu prostiedi
dutiny Ustni, ze kterého se materidl ziskava) k tomuto médiu ptidavame 100 [U/ml penicilinu a
100pg/ml streptomycinu. V piipadé€ nizké koncentrace FCS obohacujeme médium o komplement
inzulinu, transferinu a selenu (ITS) v koncentraci 10 pl/ml (inzulin zvySuje transport glukozy z
krve do bunék a syntézu proteinti, transferin a selen se pouzivaji jako antioxidanty)'®>!63. Toto
sloZzeni nazyvame ,,Standardnim kultivacnim médiem* (SKM). S ohledem na plvod séra neni
mozné zarucit stabilitu a neménné slozeni jednotlivych Sarzi pro rozdilné sloZeni endokrinnich
parametrii a jinych biologicky aktivnich latek, odlisné mnoZstvi proteind atd.!!®!26164  Ptesto
mnoho soucasnych klinickych studii vyuziva kultivacni média obohacena prave o FCS, ptehlizejice
nejen nestabilni sloZeni, ale pfedevSim potencialni nebezpeci, které s sebou nese pouzivani
xenogennich komponent (tj. jiného zivoc¢isného druhu) a zdroven opomijeji nutnost verifikovat vliv
takovych doplikti na kultivované buiiky. Zejména hovézi sérové proteiny mohou byt snadno
internalizovany kmenovymi bunikami a stimulovat tak imunogenitu v organismu piijemce

nasledovanou zivaznymi komplikacemi'®'%, Dokonce viak miZe dojit k virovému nebo



prionovému pienosu zoondz!'4>143:16-172 ygechny tyto vedlejsi ucinky jsou dobie popsany, piesto
jsou v odborné literatuie Casto piehlizeny. Studii, kterd ilustruje tuto praxi, muze byt naptiklad
lécba infarktu myokardu myoblasty kultivovanymi v médiu doplnéném FCS, ktera vyustila ve
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vznik smrtelné maligni ventrikularni arytmie pacienta’”°. Dal§im ptikladem je 1écba nedostatku

adenozinové deamindzy autolognimi T lymfocyty kultivovanymi v médiu s FCS, ktera vedla ke

vzniku specifickych protiltek proti fetalnimu telecimu séru'’

. Nelze také opomenout skutecnost,
ze FCS se ziskdva z nenarozenych, avsak jiz dobie vyvinutych telat béhem porazky biezich
krav!7>176_ Tato etické otdzka je o to paléivéjsi, Ze dochazi k prodlevé mezi usmrcenim matei'ského
organismu a smrti fétu. Pfi tomto procesu neni uzito analgetik, ani anestetik, nebot’ se jedna o
vedlejsi produkt produkce masa v potravinafském pramyslu'”’. PouZiti xenogennich suplementi
neni pouze v rozporu s dobrou laboratorni a vyrobni praxi'’®!8. Ale bylo také popsano
nezanedbatelné mnozstvi klinickych pfipadi, kdy se po aplikaci hMSCs kultivovanych
v xenogennim médiu u pifjemce vyskytly vazné zdravotni problémy. Kocaoemer a kol.'®!
upozornil na piipady popsané v literatuie, kdy aplikace takto pfipravenych bunék vyvolaly vazné
imunologické reakce zplisobené pravdépodobné internalizaci bovinnich proteini'®>1%. Suchanek
a kol.'* také poukdzali na nestabilitu karyotypu, ktera miize zpiisobit maligni transformaci bungk.
Bruinink!'” a Dictus'* pozorovali metabolické a morfologické zmény, které vedly k vétsi
variabilit¢ v chovani hMSCs. Halme a Kassler'*® a WHO!** upozornili na nebezpe&i transferu
zoondz, predevsim virovych a prionovych infekei, na lidského piijemce!'®>!%. Z vyse uvedenych
diivodli mezinarodni 1ékatska komunita usiluje o zdkaz pouZzivani xenogennich suplementti béhem
klinickych testi na lidech a v medicing obecn&!#>1417817 Pres vie vyse uvedené ziistava stile

fetalni teleci sérum'3%!%7

zdaleka nejrozsifenéjSim suplementem v experimentalnich in vitro
kultivacich hMSCs, predevsim pro vysokou koncentraci ristovych faktort!®”188. Z toho diivodu je
vétSina védeckych poznatkli o hMSCs zalozena na jejich kultivaci v médiich obohacenych o
FCS'7. Z uvedeného vyvstava potieba objektivizovat vlastnosti hMSCs. Nejlepsim kandidatem je
piimo Cerstvy bunécny izolat, ale nizka koncentrace bun€k primokultury neumoziuje provést nutné
testy pro nedostatek substratu. NejlepSim vychodiskem, jak vyfeSit tuto situaci, se zda nahrada
dosud pouzivaného FCS nékterou z komponent lidské krve (alogenniho, Iépe autologniho ptivodu),
nebo piimo bezsérovym médiem!06-18%1%,

Avsak ani alogenni a bezsérova média nejsou prosta problémil. Pfestoze slozeni bezsérového média

muze byt standardizovano a pln¢ chemicky definovano, ¢imz bude umoznéna plna kontrola nad



kultivacnimi podminkami pfi eliminaci potencialniho zdroje infekce, ukéazala se pro nékteré typy
hMSCs méné vhodna!'41:14216518LI9L192 " ygtging studii, které srovndvaji bezsérova média mezi
sebou nebo obecné se sérovymi médii o rizném ptivodu, vyuzivaji buiikky expandované v sérovém
médiu s FCS o 10-20% koncentraci, které po dostate¢né expanzi presadi do testovanych médii.
Tuto pasaz oznacuji jako nultou. Diky této kontroverzni terminologii se daii dezinterpretovat
ziskané vysledky ve prospéch uziti bezsérovych médii pro kultivaci hMSCs!**"17, FCS ovliviiuje

vlastnosti bungk, které jsou v ném kultivovany, a to jiz v ranych pasazich!82-1841%8

, proto nelze brat
vysledky takto koncipovanych studii jako smérodatné. Obecné buiiky v bezsérovych médiich
vykazuji nizsi proliferacni aktivitu. Testovanim takto expandovanych bunék vznikla doporuceni
pro kultivaci riiznych bunéénych typt, kterd nebylo zatim mozné ovéfit'”. Nékterd bezsérova

t290 ngktera naopak zvysuji expresi prozanétlivych plisobki

média vykazuji imunosupresivni efek
a podporuji angiogenezi?’!. Piestoze by chemicky definované bezsérové médium mélo byt,
v disledku vylouceni nekontrolovatelnych proménnych, idedlni pro pionyrskou védeckou praci,
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jako je charakterizace novych bunéénych linii nebo snazsi reprodukovatelnost vysledkti'”>, nebyl

dosud vyvinut arteficidlni produkt, ktery by byl schopen 1épe nez krevni derivaty pokryt pozadavky
somatickych kmenovych buné&k pii kultivaci in vitro?*>2%,

DalSim suplementem, kterym lze nahradit xenogenni doplngk, je alogenni sérum, které je levnéjsi
variantou nez bezsérové dopliiky a je univerzalné pouzitelné pro vSechny typy hMSCs (166). Tato
séra jsou derivaty lidské krve zahrnujici autologni, nebo poolované lidské sérum, sérum
z pupeénikové a menstruaéni krve a derivaty krevnich desticek!®”2%42% diky ¢emuz jsou lehce
dosazitelnd. Agkoliv, jak poznamenava Zhang a kol.?°®, miZe i alogenni suplement vyvolat
imunitni reakci, byt zdrojem kontaminace organismu a rozdily mezi ddrcem a darcem, ¢i darcem a
pfijemcem, mohou branit aplikaci kultivovanych hMSCs, vétSina vyzkumnik se shoduje, ze
alogenni séra jsou jedinou Siroce pfijatelnou ndhradou FCS?°’2'2, Existuje mnoho druhii
alogennich sér, lidskd krevni plazma (HP) a lidské krevni plazma obohacena o krevni desticky
(PRP) jsou dva nejsnadnéji izolovatelni zastupci této Siroké skupiny. Pokud se jedna o alogenni
séra bylo prokazano, ze PRP prekona v mnohém FCS a je tedy jeho adekvatni nahradou?!*2!>. HP
a PRP séra obsahuji stejné riistové faktory a cytokiny, ovSem s rozdilnou koncentraci, které je ddna
degranulaci krevnich desti¢ek v PRP, kdy dojde k uvolnéni téchto latek do vné&jSiho prostiedi.
Z toho plyne 3,5 az Skrat vyssi mnozstvi volnych ristovych faktort a cytokin v PRP, nez které se

nachazi v HP?'¢218 Konkrétné se jedna o tyto ristové faktory — riistovy faktor z krevnich desticek



(PDGF), transformacni rastové faktory betal a beta2 (TGF betal, beta2), vaskuladrni endotelialni
rustovy faktor (VEGF), endotelidlni ristovy faktor z krevnich desti¢ek (EGF), interleukin 1 (IL-
1), zékladni fibroblastovy riistovy faktor (bFGF), krevni desti¢ky aktivujici faktor 4 (PAF-4)*!6,
Dle Bernarda a kol.?'7 a Kiliana a kol.?" vede vétsi podil krevnich desti¢ek v PRP ke zvyseni

prosperity kultivovanych bunék, intenzivnéj$i migraci a pomaha potlacit moznou imunitni reakci.
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2. Cile

Hlavnim cilem na$i studie bylo vybrat nejvhodngjsi derivat lidské krve k nahradé¢ FCS,
standardniho zakladniho doplitku alfa modikované¢ho Eaglova minimalniho esencidlniho média pro
kultivaci hMSCs?2%-22%, Konkrétné jsme se v nasi praci zaméfili na kultivaci hDPSCs v sérovych
expanznich médiich. Nasim cilem bylo posoudit vliv alogenich krevnich derivatd (PRP, HP) a
xenogenniho krevniho derivatu (FCS) na hNDPSCs, hDDPSCs a hADPSCs. Ke splnéni tohoto cile
byly vybrany 2%, 10% a 20% koncentrace testovanych krevnich derivati. Divodem byla zjisténi
tykajici se koncentrace FCS, nejdéle pouZivaného krevniho suplementu Zivnych médii
eukaryotnich bun&k?*'%, 2% koncentrace obohacena o ITS je dle recentni literatury i nasich
ptedchozich studii optimalnim kompromisem mezi bezsérovou variantou ristového média a
sérovym typem. 10% koncentrace je standardné pouzivana k expanzi hMSCs a povazuje se za zlaty
standard. A 20% koncentrace vede Casto ke spontanni diferenciaci, coZ je mozné interpretovat jako

ditkaz cytotoxicity??*

. V prvni fad€ bylo nasim ukolem prokazat kmenovost izolovanych bunék.
Buiiky jsem vystavily dlouhodobé kultivaci prekracujici pocet populacnich zdvojeni somatickych
bunék bez znidmek senescence’’??°. Dal$im ukazatelem byla jejich schopnost diferencovat
v osteoblasty, chondroblasty a adipocyty. Zkoumana ptitomnost STRO-1 v bunééné membrané
kultivovanych bunék (single pass cell membrane protein) je specifickym znakem hMSCs.
K piimému prikazu sebeobnovy jsme pouzili prikkaz telomerazy jako pfimého dikazu schopnosti
sebeobnovy. Abychom byli schopni provést validni srovnani, zaméfili jsme se na porovnani
bunéénych charakteristik prostfednictvim proliferacni aktivity, viability, morfologie, schopnosti
diferenciace, pfitomnosti znakl pluripotence a Siroké analyzy povrchovych znaka

charakteristickych obecné pro hMSCs, zeji pro hDPSCs a jejich podtypy hADPSCs, hDDPSCs a
hNDPSCs.
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3. Material a metodika

Izolovano bylo 12 linii hDPSCs (hADPSC1-4, hDDPSCs1-4 a hNDPSCsl1-4), které byly
kultivovany do 3. pasdze ve SKM (v této pasazi byl ziskan dostatek bunék pro pokraCovani v
experimentu), vétSina bunék byla zamrazena. Nezamrazené bunky byly podrobeny testim k
prukazu kmenovosti. Poté, co byla kmenovost pokdzana, byly zamrazené bunécné linie rozmrazeny
a nasazeny v kvadriplikatu do 12 experimentalnich médii (EKM). Kazdou z téchto bunécnych
populaci jsme kultivovali od 4. do 9. pasaze. V 9. pasazi byla hodnocena viabilita a morfologie
bunécnych populaci. S ohledem na moznosti pracovisté byla provedena fenotypova analyza u
hADPSCs1-4 ve vSech médiich, u hDDPSCs1-4 v 6 médiich a u hNDPSCs1-4 ve 2 médiich.

Ke statistické analyze rovnomérné distribuovanych dat byl pouzit parametricky statisticky test
analyzy rozptylu (ANOVA), u nerovnomérn¢ distribuovanych dat neparametricky test porovnani
sttednich hodnot pro vice souborii dat (Friedmantv test) na PASS Sample Size Software (NCSS
LLC, USA).

3.1 Izolace hDPSCs

Po ctyfech liniich od kazdého nami porovndvaného typu hDPSCs (hADPSCs, hDDPSCs,
hNDPSCs) bylo izolovano ze zubni pulpy natalnich, doCasnych a stalych zubi. VSichni darci byli
mladsi 30 let — primérny veék darce natalniho zubu byl 3 dny, darce doasného zubu 12 let a stalého
zubu 18 let, mezi darci byli 4 muzi a 8 Zen (tj. v poméru 1:2). Extrahovanymi natalnimi zuby byly
zuby v misté dolnich stiednich fezaktl, z do¢asnych zubt se jednalo vzdy o prvni doasné molary
a mezi stalymi zuby se jednalo o dolni tfeti stalé molary (Tab. 1). Indikaci k extrakci dolnich tietich
stalych molard jsou obtize spojené s jejich profezdvanim nebo vztahem k okolnim strukturdm
(retence, semiretence, opakujici se zanéty perikoronarniho vaku, t€sny kontakt s distdlnim kofenem
dolnich druhych molari), u déti je nejcastéjSim diivodem extrakei do¢asnych zubt pied eliminacni
fazi prevence vzniku ortodontickych vad, u natdlnich zubi komplikace spojené s piijmem
matefského mléka. Extrakce byly provedeny na zdkladé medicinské indikace a na zdklad¢
pisemného souhlasu. Pfed ddnim informovaného souhlasu byli pacient, nebo jeho zdkonny
zastupce obeznameni s teorii kmenovych bunék a planovanym experimentem. Izolace kmenovych
bun¢k zubni pulpy pro védecké ucely, vcetné textu informovaného souhlasu a pouceni, byla
schvalena Etickou komisi Fakultni nemocnice Hradec Kralové ref. ¢. 200712 SO1P. Extrakce zubti
byla provedena dle standardniho operac¢niho protokolu (SOP) za aseptickych kautel v lokalni
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anestezii na Stomatologické klinice Lékarské fakulty v Hradci Kralové a Fakultni nemocnice
Hradec Kralové. Zuby byly poté osetfeny dezinfekénim roztokem 0,2% chlorhexidinu (Sigma-
Aldrich, Némecko) a transportovany plné¢ ponofené do transportniho média o teploté¢ 4 °C do
Laboratofe tkafovych kultur Ustavu histologie a embryologie LFHK UK. Transportni médium se
sklada z 1 ml Hankova balancovaného solného roztoku (Sigma-Aldrich, Némecko), 9 ml
fyziologického roztoku ve formé aqua pro injectione (B. Braun Medical, Némecko), 100 1U/ml

penicilinu a 100pg/ml streptomycinu (Gibco TM, USA).

darci zubu a identifikace buné¢nych linii hDPSCs

bunécna linie darce

hDPSCs oznacenti linie zub oznaceni pohlavi vék
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 121
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 bunécnych linii hDPSCs dle darce (XY — muz, XX — Zena, L — let, D — den).

Odbér zubni diené a izolace kmenovych bun¢k byly provedeny v laminarnim boxu II. bezpe¢nostni
ttidy biohazard (Alpina, Polsko) s vertikalnim proudénim vzduchu jako ochranou pied ¢asticovou
a bakteridlni kontaminaci. Lamindrni box byl tésné pred pouZitim dekontaminovan germicidni
lampou (ultrafialové zateni ve spektru C o vlnové délce 253,7 nm) (Luxera, Slovensko) pro
sterilizaci vzduchu a povrchu. Vkladané laboratorni pomucky byly dezinfikovany 15% roztokem
chlornanu sodného (Thermo Fisher Scientific, USA). Laboratorni pracovnik pouZzival pfi praci
jednorazovych sterilnich bariérovych ochrannych pomiicek — operaéni odév (PANEP s.r.o., CR),
operaéni plast’ (SR PLUS Immunity, BATIST Medical Group, CR) operaéni ¢epici (Polly, PANEP

s.r.0., CR), chirurgickou ustenku s avazky (PANEP s.r.o., CR), sterilni nepudrované chirurgické
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rukavice (Sempermed Supreme latex, Lohmann & Rauscher, s.r.o., Némecko), navleky na
zdravotnickou obuv piimo uréenou ke vstupu do této laboratore (PANEP, s.r.o., CR). Samotné
vyjmuti zubni dfen¢ z dfefiové dutiny se lisilo dle vyvojového stadia koteni. Klinicka korunka byla
(pokud byla jiz uzaviena) rozlomena Luerovymi klestémi (Witter GmbH, Némecko), anatomickou
pinzetou (Witter GmbH, Némecko) byla vyjmuta pulpalni tkan, exstirpacni jehlou (STERILE
Barbed Broaches, VDW Dental, Némecko) vedenou kotenovymi kandlky byla ziskdna kofenova
cast pulpy. Izolace kmenovych bun¢k zubni dien€ byla provedena dle SOP (Suchanek J., 2007), tj.
metodou piimého nasazeni enzymaticky rozvolnéné extracelularni matrix pulpy, kdy bunky
spontanné prisedly na plastovy povrch standardni kultivacni nddoby TC Dish 60, Cell+ (Sarstedt,
USA) (SKN) (. Tkan pulpy jsme rozstiihali sterilnimi chirurgickymi ntizkami s rovnou ¢epeli (IRIS
TC, DIMEDA, Némecko) na dilky o velikosti cca 1 mm? pro snazsi natraveni enzymy. Nasledna
enzymatickd disociace v nemichané vodni 1azni (JB Nova, GRANT, Velka Britanie) probihala po
dobu 70 minut pfti teploté 37 °C v roztoku sestavajiciho z kolagendzy typu I (Gibco TM, USA),
dispazy (Gibco TM, USA), Hankova balancovaného solné¢ho roztoku (HBSR) (Sigma-Aldrich,
Némecko) a Dulbeccova fosfatového pufru (DFP) (Sigma-Aldrich, Némecko) v poméru 1:1:1:1.
Vznikla smés (zbytky tkang, bunky, slozky disocia¢niho €inidla) byla neutralizovana inaktivacnim
médiem (alfa MEM s 20 % FCS/HP/PRP). Po centrifugaci vzniklé bunécné suspenze dle
standardnich podminek centrifugace (SPC) (rychlosti 2000 ot. /min, s relativni centrifuga¢ni silou
600 g, po dobu 5 min.) v centrifuze (M-240, Boeco Germany, Némecko) jsme ziskali sediment

bohaty na burky, tzv. bunéénou peletu.

3.2. Kultivace hDPSCs

Pti zachovani pravidel asepse a antisepse a standardnich podminek kultivace za 90% vlhkost,
teplote 37 °C a atmosféra s 5 % CO> dle SOP (SKP) bylo buitkam primokultury po 24 hodinach
vyménéno Standardni kultivacni médium (SKM) s odstranénim zbytkti mékkych tkani. Vzniklou
bunéénou peletu jsme resuspendovali v Sml SKM a nasadili v denzité 5300 bunék/cm? (v celkovém
poctu 112 500 bun€k/21 cm?) do kultiva¢nich nadob s povrchem pro rist citlivych adherentnich
bunék primokultury. SKN s bunénou nasadou byly umistény do inkubétoru (CO2 CB 220, Binder,
USA) za dodrzeni SKP. Pro zajisténi optimalni vyZivy bylo dvakrat v tydnu odstranéno vycerpané
SKM i s neadherovanymi buiikami a vyménéno za ¢erstvé. Ctvrty den po nasazeni (primokultura,

0. pasaz), byla zjiStovana ptitomnost adherovanych bunék pomoci inverzniho mikroskopu
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(AXIOVERT, Zeiss, Némecko). Po 7 dnech byly bunky prvné pasazovany, v nasledujicich pasazich
pti dosazeni 70% splyvavosti (pfi vyssi splyvavosti dochazi k inhibici ristu). Vyéerpané médium
bylo stazeno, aniz by byla poruSena vrstva ptisedlych bunék. Bunéény monolayer byl oplachnut
DFP, poté byly buniky na 5 min. vystaveny pisobeni 3 ml 0,025% trypsinu (Sigma-Aldrich,
Némecko) v inkubatoru za SKP, aby doslo k jejich uvolnéni z povrchu kultiva¢ni nadoby. Pisobeni
trypsinu bylo inaktivovano nafedénim 3 ml SKM. Vznikla suspenze byla nékolikrat ode dna
resuspendovana a centrifugovéana dle SPC v centifugacni zkumavce (KartellLABWARE, Itélie).
Takto byly vSechny hDPSCs expandovany do 3. pasaZe. Ve 3. pasaZzi byla vétsi ¢ast linii hDPSCs
zamrazena v kryokonzerva¢nim médiu, které se skladadlo z 10 % dimethylsulfoxidu (Sigma-
Aldrich, Némecko) a 20% FCS (Sigma-Aldrich, Némecko) v poméru 2:8. Bunééna suspenze ve
SKM byla resuspendovana s kryokonzerva¢nim médiem v poméru 1:1 pii teploté 4 °C, poté byla
zkumavka uloZena na 2 hod. do - 20 °C a oznacena datem a finalné uloZena pii teploté - 80 °C.
Nezamrazené hDPSCs byly pouzity k prikazu kmenovosti a schopnosti jednotlivych subtypii
diferencovat ve zralé bunécné linie (osteogenni, chondrogenni a adipogenni diferenciace) (tzv.
trojlinearni diferenciace). SKM se skladd zalfa MEM (Sigma-Aldrich, Némecko), 2% FCS
(Sigma-Aldrich, Némecko), 10 ng/ml EGF (PeproTech, USA), 10 ng/ml PDGF-BB (PeproTech,
USA), 50 nM dexametazonu (Sigma-Aldrich, Némecko), 0,2 mM L-askorbat-2-fosfatu (Sigma-
Aldrich, Némecko), 2 mM L-glutamine (Gibco TM, USA), 100 IU/ml penicilinu a 100 pg/ml
streptomycinu (Gibco TM, USA) a 10 ul/ml ITS (Sigma-Aldrich, Némecko).

3.3. Biologické vlastnosti, kmenovost a schopnost diferenciace hDPSCs

Viabilita byla hodnocena pomoci zobrazovaciho systému automatického cytometru Vi-Cell XR
Cell Viability Analyzer (Beckman Coulter™, USA). Bunécnd suspenze (kterd vznika béhem
pasdzovani po centrifugaci, stazeni supernatantu a resuspendovani v 1 ml kultivaéniho média) o
objemu 250 pl byla zfedéna 250 pl fosfatem pufrovaného fyziologického roztoku (PBS) (SAFC,
Némecko) a smisena v poméru 1:1 s 0,4% roztokem trypanové modfi (Sigma-Aldrich, Némecko),
pro niZ jsou permeabilni pouze bunééné membrany mrtvych bunék. Kazdy vzorek byl hodnocen
pomoci 50 obrazkli, coz umoznilo stanovit bunéénou koncentraci a viabilitu. Viabilitu jsme
hodnotili ve 3. a 10. pasazi. Velikost bun¢k a proliferacni aktivitu jsme méfili pfistrojem Z2 Coulter
Counter (Beckman Coulter™, USA), kdy je méfena zména elektrické impedance pii prichodu

jednotlivé bunky (bunika zde plsobi jako izolant) tunelem mezi dvéma elektrodami. Bunécna
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suspenze o objemu 100 ul byla zfedéna 9,9 ml izotonického roztoku fosfatového pufru Isoton II
diluent (Beckman Coulter™, USA) v méfici kyveté. 1zotonicky roztok zde slouzil jako elektrolyt.
Mnozstvi bunék na 1 ml je ndsobkem poétu bunék na miizce 25 cm? krat 10*. Celkovy pocet bunék
byl ziskan vynasobenim poctu bunc¢k/ml celkovym objemem bunécné suspenze. Dle tohoto
vypoctu, po opetovném resuspendovani obsahu centrifuga¢ni zkumavky, jsme nasadili 112 500
bun¢k do SKN. Hodnoceni morfologie probihalo pfed kazdym pasazovanim a tfeti den po nasazeni.
V inverznim mikroskopu BX51 Olympus vybaveném kamerou (DP71, Olympus, Japonsko) jsme
hodnotili pfedevSim tvar bunck a jejich schopnost adherovat k povrchu kultiva¢ni nddoby, popf.
mozné patologické zmény.

K trojlinearni diferenciaci byly hDPSCs ze 3. pasaZe nasazeny do 6 SKN v mnoZstvi 2,5krat 10°
bun¢k a kultivovany v SKM do dosazeni 70% splyvavosti. Nasledné byly rozdéleny na
experimentalni a kontrolni skupinu (v poméru 1:1), po vyméné za diferencia¢ni média a SKM dle
pfislusnosti ke skupiné¢ byly uloZzeny do inkubatoru za SKP. Diferenciaéni médium u
experimentalni skupiny a SKM u kontrolni skupiny bylo ménéno kazdy 3. den. Experiment trval v
tomto schématu 4 tydny. Kontrolni skupiny pro osteodiferenciaci a chondrodiferenciaci byly
kultivovany ve 4 ml SKM, osteodiferenciacni testovaci skupiny ve smési 2 ml SKM a 2 ml
osteogenniho média, chondrodiferencia¢ni testovaci skupiny ve 4 ml chondrogenniho média; vyse
uvedené skupiny byly nasazeny do SKN. Osteogenni médium obsahovalo alfa MEM, 50ng/ml
TGF-betal (Stem Cell Technologies, Kanada), 0,5 mM askorbové kyseliny, 10 mM pB-
glycerolfosfatu (Sigma-Aldrich, Némecko), 0,1pM dexametazonu. Chondrogenni médium
obsahovalo bylo alfa MEM, 50 ng/ml TGF-betal. K adipodiferenciaci byly vSechny buniky ze SKN
resuspendovany s 24 ml SKM a nasazeny do dvou 6jamkovych kultiva¢nich desticek (CC Plate 6
well Cell+, 9,07 cm2/jamka, Sarstedt, USA) o vysledném objemu 2ml/jamku. Ctyfi dny po
dosazeni 100% splyvavosti byla jedna desticka ponechana jako kontrolni, na druhé desticce byla
indukovana diferenciace nahrazenim SKM adipogennim médiem. Adipogenni médium obsahovalo
SMK, 100 nM dexametazonu (Sigma-Aldrich, Némecko), 100 ng/ml inzulinu (Sigma-Aldrich,
Némecko) a 100 ng/ml indometacinu (Sigma-Aldrich, Némecko). Po 4 tydnech byly bunky
kontrolnich i1 experimentalnich skupin histologicky barveny. Buiiky byly fixovany pii pokojové
teploté 10% formaldehydem (Sigma-Aldrich, Némecko). Ziskany material byl prelit ptes filtracni
papir, ktery byl nasledné vlozen do kapsle a zpracovan v autotechnikonu (TP 1020 Automatic

Tissue Processor, Leica Microsystems, Némecko), kde probéhl proces odvodnéni stoupajici fadou
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alkoholti (Ethanol, Sigma-Aldrich, Némecko), prosyceni methysalicylatem (Sigma-Aldrich,
Némecko) k projasnéni tkdn€¢ a parafinem (Sigma-Aldrich, Némecko). Po zpracovani
v autotechnikonu  byly buiikky wuvolnény zpovrchu nosi¢e a v zalévaci komiirce
(KartelLABWARE, Italie) zality parafinem (Sigma-Aldrich, Némecko) rozehiatym na 56 °C a
rychle schlazeny. Sériové fezy (5-6 um) z rotacniho mikrotomu (Leica Biosystems, Némecko) byly
zamontovany pomoci chromové Zelatiny (Newcomer, USA) na podlozni skli¢ka pfedptipravena
siranem draselno-chromitym (Sigma-Aldrich, Némecko) a ponechany pii pokojové teploté
uschnout. Druhy den byly fezy vymyty xylolem (Sigma-Aldrich, Némecko) a rehydratovany v
etanolu (Sigma-Aldrich, Némecko). Nasledné byly fezy histologicky barveny, dehydratovany a
montovany DPX (Sigma-Aldrich, Némecko). Osteodiferenciaci jsme prokazali barvenim dle von
Kossy (Sigma-Aldrich, Némecko) k prikazu vapniku, v kombinaci s barvenim alizarinovou
cerveni (Sigma-Aldrich, Némecko) pro kvantifikaci vapniku. K pritkazu chondrodiferenciace bylo
vyuzito histologické barveni modrym Massonovym trichromem (Sigma-Aldrich, Némecko) k
detekci kolagenu typu I a alcidnovou modii (Sigma-Aldrich, Némecko) k detekci kyselych
mukopolysacharidt. K pritkazu adipogenni diferenciace jsme pouzili olejovou ¢erven O (Sigma-
Aldrich, Némecko) barvici intracelularni tukové kapénky. Barveni bylo provedeno dle protokolu
Kraus a kol.??’. K verifikaci adipodiferenciace byly intraceluldrni tukové vakuoly bezprostfedng
pozorovany ve svételném mikroskopu Olympus (BX50 Fluorescence Microscope BX50F-3 Pred
BX53 — AV, Olympus Corporation, Japonsko).

Imunocytochemické barveni znakl pluripotence hDPSCs probihalo dle protokolu Siriboon a
kol.??8, Abychom zvysili nabidku antigennich struktur, deparafinizovali jsme fezy xylolem a
rehydratovali snizujici se koncentraci etanolu (96, 80 a 70%) a dvakrat oplachli destilovanou
vodou. Pro revitalizaci tkanovych antigent byly v roztoku citronanu sodného o pH = 6,02 (Sigma-
Aldrich, Némecko) deparafinizované fezy vystaveny dvakrat 5 minut pisobeni mikrovinného
zafeni o vlnové délce 12,24 cm pii vykonu 700 W. Abychom zabranili fale$né pozitivni
nespecifické vazbé primérni protilatky, bylo tfeba saturovat bunécnou peletu bilkovinami. K
blokovani nespecifickych vazeb jsme ptipravili roztok DFP s 1% hovézim sérovym albuminem
(Sigma-Aldrich, Némecko) a 1% sérem stejného zivocisného druhu, od kterého byla ziskana
primarni protilatka (Sigma-Aldrich, Némecko). Uginek tohoto média byl po 30 minutach ukonéen
oplachem fezii roztokem PBS s 0,3 % hovéziho sérového albuminu. Pokud jsme pouzivali pro

prukaz vazby antigenu s protilatkou znaCenou peroxiddzu, blokovali jsme endogenni aktivitu
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enzymu piirozen¢ se vyskytujiciho ve tkani, abychom tak zabranili faleSn¢ pozitivni reakci. Po
intenzivnim oplachu vodou byla aktivita endogenni peroxidazy zastavena vysycenim 3% roztokem
peroxidu vodiku (Sigma-Aldrich, Némecko) po tiikrat 10 minut. K vazbé protilatky a detekéniho
systému za vzniku chromogenu v misté specifické vazby jsme nejprve pres noc pii teploté 4 °C
vystavili vzorek pisobeni primarni protilatky (Tab. 2) v roztoku s komponenty redukujicimi signal
pozadi (Dako, Dénsko). Jako negativni kontroly bylo pouzito vhodné mysi isotypové kontroly,
nebo byla primdrni protilatka vynechdna. Pfi imunoenzymové vizualizaci byly protilatky znaceny
konjugaci s kfenovou peroxidazou uzitim peroxiddzového kitu EnVision + System-HRP (DAB)
(Dako, Déansko) dle ndvodu vyrobce. Chemicka reakce kienové peroxidazy a jejiho substratu —
peroxidu vodiku byla ozfejména oxidaci chromogenu DAB (2 pg/ml 3,3"- diaminobenzidin
tetrachlorid) (CN/DAB SUBSTRATE KIT, Thermo Fisher Scientific, USA), ktery se této reakce
také Uicastni. Po omyti destilovanou vodou se viditelnost hnédych precipitath DAB zintenzivnila
piisobenim 3% roztoku siranu méd’natého (Sigma-Aldrich, Némecko) po dobu 5 minut. Rezy byly
kontrastné zbarveny bud’ Mayerovym hematoxylinem (Sigma-Aldrich, Némecko), nebo barvenim
Light green (BDH Stains, Poole, UK), dehydratovany a montovany do DPX (p-xylen-bis-
pyridinium bromid, Invitrogen, USA). V pfipadé¢ imunofluorescencni detekce byly bunécéné
membrany po dikladném vymyti fixativa permeabilizovany pii pokojové teploté po dobu 10 minut
0,1% roztokem Tritonu X-100 (Sigma-Aldrich, Némecko), buiiky byly ponotfeny do blokovaciho
roztoku a inkubovany s primarni protilatkou. Po omyti byly inkubovany s odpovidajicim
fluorochromem konjugovanym s druhové specifickou sekundarni protilatkou pii pokojové teploté
45 minut. Z fluorochromt byly uZity Alexa Fluor (488 nm, Invitrogen, USA) a Cy3 (488 nm,
Invitrogen, USA). Bunécnd jadra byla kontrastné obarvena 4’-6-diamidino-2-phenyl-indolem
(DAPI, Sigma-Aldrich, Némecko). Jako uzaviraci médium jsme pod kryci sklicko pouzili
polyvinylalkohol/glycerol ~ (Sigma-Aldrich, Némecko). Vzorky jsme odecitali pomoci
fluorescenéniho mikroskopu BX51 Olympus (Olympus, Japonsko) s digitalnim fotoaparatem
DP71 Olympus. Ziskané forografie byly zpracovdny programem Adobe Photoshop (Adobe
Systems, USA). Pro prikaz vysoké koncentrace alkalické fosfatazy v cytoplazmatickych
membranach jako typického znaku pro hESCs bylo pouzito histologické barveni Fast violet B
(Sigma-Aldrich, Némecko) (viz. vyse).

18



zak pluripotence  nazev primarni protilatky klonalita ¢islo produktu vyrobce

STRO-1 Anti-STRO-1 Antibody mono MAB4315 Sigma-Aldrich, Némecko
TELOMERAZA Anti-Telomerase Antibody  poly SAB4502944  Sigma-Aldrich, Némecko
NANOG Anti-Nanog Antibody mono MABD24 Sigma-Aldrich, Némecko
SOX-2 Anti-SOX-2 Antibody mono MAB4343 Sigma-Aldrich, Némecko
OCT-4 Anti-OCT-4 Antibody poly AB3209 Sigma-Aldrich, Némecko

Tab. 2: Protilatky k prikazu pluripotence hDPSCs.

3.4. Kultivace hDPSCs v experimentalnich kultiva¢nich médiich

Poté, co byla kmenovost téchto bunéénych populaci prokdzana, byly zamrazené buniky rozmrazeny
a kazdy subtyp hDPSCs nasazen v kvadruplikatu do dvanacti riznych kultiva¢nich médii, kde byl
kultivovan od 4. — 9. pasaze. Podstatou vSech experimentalnich kultiva¢nich médii (EKM) bylo
Zakladni kultivaéni médium (ZKM). To se sklada z alfa MEM jako zakladni slozky, ktera byla
obohacena o 10 ng /ml EGF, 10 ng /ml PDGF-BB, 1 ng/ml FGF-2 (Sigma-Aldrich, Némecko,) 50
nM dexametazonu, 0,2 mM L-askorbat-2-fostatu, 2 mM L-glutaminu a 100 [U/ml penicilinu s 100
pg/ml streptomycinu. Odbér a piiprava derivati lidské krve (HP, PRP) a jejich pouziti v
kultivaénim médiu byly schvéleny Etickou komisi Fakultni nemocnice Hradec Kralové pod ref. ¢.
201011 S14P. Kazdy krevni derivat byl ziskan smisenim vzorki péti darct. Krevni derivaty byly
pfipraveny ve spolupraci s Transfuznim oddélenim Fakultni nemocnice Hradec Kralové. Nize
uvedeny vycet uzitych experimentalnich kultivacnich médii obsahuje mimo oznaceni média

pismenem, piedevSim hlavni slozky, kterymi se mezi sebou lisi (Tab. 3).

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 . ZKM + 20% PRP
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FCS HP PRP ITS
2% 10% 20% 2% 10% 20% 2% 10% 20%

médium  xenogenni alogenni

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

1 X X

J X X

K X X

L X X

Tab. 3: Slozeni kultivaénich médii pouzitych v experimentu.
3.5. Priikaz povrchovych znakiit hDPSCs po kultivaci v EKM

Cilem byla detekce specifickych antigennich determinant s vyuzitim imunologické vazby na
principu antigen-protilatka. V naSich experimentech jsme pouZivali pouze monoklonalni protilatky
— specifické proti jedné antigenni determinant€. K prikazu povrchovych antigenti byly pouZity
bunky, které jsme standardné fixovali v jedné vrstvé 10 minut pomoci neutralniho pufrovaného 4%
vodného roztoku paraformaldehydu (Sigma-Aldrich, Némecko), diky ¢emuz se podaftilo zachovat
cast enzymatické a imunoglobulinové aktivity. Pfitomnost, tj. mnoZstvi pozitivnich bunék pro
sledované povrchové znaky (CD, Cluster of Differentiation) bylo métfeno pritokovou cytometrii
ptistrojem Cell Lab QUANTA (Beckman Coulter™, USA). Nastaveni pfistroje a strategie jeho
propustnosti byly stanoveny pomoci isotypové kontroly, data byla analyzovana pomoci FlowJo
software (TreeStar, Ashland, USA). hDPSCs byly uvolnény z povrchu kultivacni nadoby roztokem
trypsinu, po inaktivaci trypsinu a centrifugaci (5 min, 300 g) jsme inkubovali pii 4 °C po dobu 30
minut 100 pl bunééné suspenze (10° bungk) s imunofluorescenénimi protilatkami, tj.
monoklondlnimi protilatkami proti sledovanému povrchovému znaku (CD), na niz byl navazan
fluorochrom (FITC, nebo PE) (Tab. 4). Po fixaci 0,5% paraformaldehydem a vymytim piebytecné
protilatky pomoci PBS jsme vzorek analyzovali priutokovym cytometrem, ktery zaznamenava
pozitivitu detekovaného znaku znazornéného fluorescencni intenzitou fluorochromu na néj

navazaného (Tab. 4). Bylo pozadovano 10,000 signala na kazdy vzorek zpracovany v pritokovém
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cytometru. Abychom byli schopni detekovat nezivé bunky v bunééné suspenzi béhem priatokové

cytometrie, vizualizovali jsme je pomoci nuklearniho kontrastniho barviva propidium jodidu

(Sigma-Aldrich, Némecko) v mnozstvi 2,5 pg/ml bunééné suspenze, ktery neni schopen prostoupit

bunécné membrany zivych bunék. Procento pozitivnich bunék bylo stanoveno jako procento bunék

s vy$si fluorescencni intenzitou nez 99,5 % negativni isotopové imunoglobulinové kontroly, ktera

urcuje uroven nespecifického signdlu pozadi. Vyjadreni povrchovych znakd jsme hodnotili dle

téchto klasifika¢nich kritérii: <10 % jako zadna, 11-40 % nizka exprese, 41-70 % mirna exprese,

>71 % vysoka exprese povrchového znaku. Fenotypovou analyzu jsme provedli v 9. pasazi.

protilatka fluorochrom klon protilatka fluorochrom klon protilatka 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 1Gl11 anti-CXCR4 PE 12G5
anti-CD33 PE D3HL60.251 anti-CD106 PE 51-10C9  anti-HLA I FITC Til49
anti-CD34 PE 581 anti-CD117 PE YBS.B8 anti-INF FITC MMHB-3
anti-CD44 PE MEM-85 anti-CD119 PE GIR-208 nti-HLA-DF PE Immu-357
anti-CD45 FITC 133 anti-CD133 PE EMKO8 anti-OCT3/4 PE EM92
anti-CD49d FITC HP2/1 anti-CD140 PE 16A1  anti-STRO-1  FITC STRO-1

Tab. 4: Pouzité imunofluorescencni protilatky s navazanym cytochromem.
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4. Vysledky

Vsechny linie hDPSCs byly nejprve kultivovany pro prikaz kmenovosti do 15. pasaze (v¢.) ve
SKM, podrobeny trojlinearni diferenciaci a pritkkazu piitomnosti STRO-1. Poté byly nasazeny do

experimentalnich médii, kde byly sledovany rastové charakteristiky a exprese povrchovych znak.
4.1.Kultivace hDPSCs ve SKM

Median kumulativniho poctu zdvojeni bunéénych linii hADPSCs1-4 za 15 pasazi byl 54,10 cPDs
a jejich aritmeticky pramér byl 53,95 + 6,12 cPDs (Tab. 5 A, Graf 1). Median casu zdvojeni
bunéénych linii hADPSCs1-4 za 15 pasazi byl 43,68 h a jejich aritmeticky primér byl 43,68 +
18,58 h (Tab. 5 B).

Tab. 5 A: Kumulativni pocet populac¢nich zdvojeni hADPSCs1-4 v prubéhu 1. — 15. pasaze

1.p 2.p 3.p 4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p 10.p 1lp 12p 13p 14p 15p
cPDs_SKM hADPSCsl 16,22 19,20 23,17 25,15 27,14 30,22 33,36 36,82 39,13 42,71 45,10 47,97 50,25 53,00 54,94
cPDs_SKM hADPSCs2 15,69 21,03 24,42 28,97 31,07 33,44 37,05 40,73 44,31 46,97 50,41 52,95 56,09 58,47 61,25
cPDs_SKM_hADPSCs3 15,11 17,70 20,76 22,72 23,98 26,17 28,46 30,61 32,33 34,31 36,45 39,60 41,97 44,60 46,36
cPDs_SKM_hADPSCs4 16,15 20,68 24,68 27,25 29,03 30,96 33,14 35,38 37,97 40,09 43,56 46,01 49,01 51,25 53,25

av cPDs/pasaz 15,79 19,65 23,26 26,02 27,81 30,20 33,00 35,89 38,44 41,02 43,88 46,63 49,33 51,83 53,95
SD av cPDs/pasaz 0,51 1,52 1,79 2,70 3,01 3,02 3,52 4,18 492 530 576 552 580 572 6,12
m cPDs/pasaz 15,92 19,94 23,80 26,20 28,09 30,59 33,25 36,10 38,55 41,40 44,33 46,99 49,63 52,13 54,10

ve SKM. Uveden aritmeticky primér se smérodatnou odchylkou a median pocitano na jednotlivou

pasaz.
Tab. 5 B: Cas zdvojeni bun&éné populace hADPSCs1-4 v pribéhu 1. — 15. pasaze kultivace

lp 2p 3p 4p Sp 6p 7Tp 8p 9p 10p 1lp 12p 13p 14p 15p
DT_SKM hADPSCsl (h) 20,72 3221 18,14 4848 4824 31,17 23,68 27,75 40,69 4022 8033 50,17 73,68 5236 86,60
DT _SKM hADPSCs2 (h) 2141 1798 2124 21,10 4571 4051 1994 26,09 2626 54,14 5581 56,69 53,50 60,50 6043
DT SKM hADPSCs3 (h) 22,24 37,07 23,53 4898 76,19 46,84 3144 4465 54,65 72,73 89,72 4571 7089 54,75 9545
DT_SKM_hADPSCs4 (h) 20,80 21,19 18,00 3735 5393 49,74 33,03 4286 36,29 67,92 5533 5878 56,00 6429 84,00

av DT/pas ¥ 2129 27,11 2023 3898 5602 42,07 2702 3534 3947 58,75 7030 52,84 63,52 57,98 81,62
SD av DT/pasaz 070 901 266 1307 1388 822 624 977 1178 1465 1743 600 1024 542 1495
m DT/pasiz 21,11 2670 19,69 4292 51,09 4368 27,56 3531 3849 61,03 68,07 5343 6345 57,63 8530

ve SKM. Uveden aritmeticky pramér se smérodatnou odchylkou a medidn pocitano na jednotlivou

pasaz.
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Proliferacni aktivitu jednotlivych linii hADPSCs vyjadiuji tyto hodnoty:
cPDs/avDT (hADPSCs1) 54,94 PDs/44,96 + 21,32 hod.

cPDs/avDT (hADPSCs2) 61,25 PDs/38,75 + 17,08 hod.

cPDs/avDT (hADPSCs3) 46,36 PDs/54,32 + 22,5 hod.

cPDs/ avDT (hADPSCs4) 53,25 PDs/46,63 + 19,02 hod.

KUMULATIVNI POCET POPULACNICH ZDVOJENI BEHEM
KULTIVACE hADPSCs VE SKM (1. - 15. p)

—+—cPD_hADPSCs] ——cPD_hADPSCs2 cPD_hADPSCs3
cPD _hADPSCs4 m cPD/pasaz

70

60

50

cPD

Ilp 2p 3p 4p 5p 6p 7.p 8p 9p 10pllpl2pl13.pldpls5p

Graf 1: Vyvoj kumulativniho poctu populacnich zdvojeni SKM_hADPSCs1-4 za 15 pasazi ve
vztahu k medidnu kumulativniho poctu zdvojeni bunéénych populaci SKM_hADPSCs1-4 za 15

pasazi.
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Median kumulativniho poc¢tu zdvojeni bunéénych populaci hDDPSCs1-4 za 15 pasazi byl 51,74
cPDs a jejich aritmeticky pramér byl 52,24 + 4,68 cPDs (Tab. 6 A, Graf 2). Medidn ¢asu zdvojeni

s~

bunécnych populaci hDDPSCs1-4 za 15 pasazi byl 43,68 h a jejich aritmeticky primér byl 43,68
h =+ 18,58 h (Tab. 6 B).

1.p 2.p 3.p 4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p 10.p 1lp 12p 13p 14p 15p
cPDs_SKM hNDPSCsl 15,86 19,43 23,75 27,36 32,31 36,96 39,77 43,04 46,99 50,60 53,91 57,20 59,55 62,11 65,92
cPDs_SKM hNDPSCs2 14,00 18,50 22,00 27,90 30,01 34,96 38,90 41,00 45,60 49,30 49,99 55,02 58,36 60,00 63,22
cPDs_SKM hNDPSCs3 16,03 20,55 24,78 30,00 33,05 36,10 40,00 42,36 46,88 49,00 51,00 54,08 60,07 61,34 64,95
cPDs_SKM hNDPSCs4 14,99 18,25 24,00 29,03 32,00 36,30 39,99 43,25 47,00 51,06 54,00 57,09 60,20 62,58 66,01

av cPDs/pasaz 15,22 19,18 23,63 28,57 31,84 36,08 39,67 42,41 46,62 49,99 52,23 55,85 59,55 61,51 65,03
SD av cPDs/pasaz 0,93 1,04 1,17 1,18 1,30 0,83 0,52 1,02 0,68 1,00 204 1,5 0,84 1,13 1,30
m cPDs/pasaz 15,43 18,97 23,88 28,47 32,16 36,20 39,88 42,70 46,94 49,95 52,46 56,06 59,81 61,73 65,44

Tab. 6 A: Kumulativni pocet popula¢nich zdvojeni hDDPSCs1-4 v prubchu 1. — 15. paséze béhem
kultivace ve SKM. Uveden aritmeticky primér se smérodatnou odchylkou a median pocitano na

jednotlivou pasaz.

lp 2p 3p 4p Sp 6p 7Tp 8p 9p 10p 1lp 12p 13p 14p 15p
DT _SKM hDDPSCsl (h) 24,07 27,59 21,30 2892 34,04 49,23 2293 4948 3494 80,00 49,61 8571 84,00 4848 157,01
DT _SKM hDDPSCs2 (h) 23,55 29,81 23,68 71,64 4948 22,17 16,74 2526 2398 3495 43,74 10588 82,76 3627 54,72
DT SKM hDDPSCs3 (h) 24,31 31,17 33,64 2799 39,18 32,00 2535 5026 3629 60,00 90,14 94,12 123,53 60,00 130,23
DT SKM hDDPSCs4 (h) 23,80 2720 21,11 2455 2382 3288 34,62 4848 31,02 7024 6644 7024 83,17 44,17 7925

av DT/pas iz 23,93 2894 2493 3828 36,63 3407 2491 4337 31,56 6130 6248 8899 9337 4723 10530
SD av DT/pasaz 029 163 513 1933 925 971 643 1047 478 16,78 1801 1298 1742 857 4041
m DT/pas#? 2394 28,70 2249 2846 36,61 3244 24,14 4398 3298 65,12 5803 8992 8359 4633 104,74

Tab. 6 B: Cas zdvojeni bun&éné populace hDDPSCs1-4 v pribshu 1. — 15. pasaze béhem kultivace
ve SKM. Uveden aritmeticky primér se smérodatnou odchylkou a median pocitano na jednotlivou

pasaz.

Proliferacni aktivitu jednotlivych linii hDDPSCs vyjadiuji tyto hodnoty:
cPD/avDT (hDDPSCs1) 50,07 PDs/53,15 + 36,15 hod.
cPD/avDT (hDDPSCs2) 59,10 PDs/42,96 + 25,87 hod.
cPD/avDT (hDDPSCs3) 46,37 PDs/57,21 + 35,68 hod.
cPD/ avDT (hDDPSCs4) 53,40 PDs/45,40 = 22,41 hod.
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KUMULATIVNI POCET POPULACNICH ZDVOJENI BEHEM
KULTIVACE hDDPSCs VE SKM (1. - 15.p)
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Graf 2: Vyvoj kumulativniho poctu populacnich zdvojeni SKM_hDDPSCs1-4 za 15 pasazi ve
vztahu k medianu kumulativniho poctu zdvojeni bunécnych populaci SKM_hDDPSCs1-4 za 15

pasazi.
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Median kumulativniho poc¢tu zdvojeni bunéénych populaci ANDPSCs1-4 za 15 pasazi byl 65,44
cPDs a jejich aritmeticky pramér byl 65,03 £+ 1,30 cPDs (Tab. 7 A, Graf 3). Medidn ¢asu zdvojeni
bunéénych populaci ANDPSCs1-4 za 15 pasazi byl 43,68 h a jejich aritmeticky pramér byl 43,68h
+ 18,58 h (Tab. 7 B).

1.p 2.p 3.p 4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p 10p Ilp 12p 13p 14p 15p
cPDs_SKM_hNDPSCsl 15,86 19,43 23,75 27,36 32,31 36,96 39,77 43,04 46,99 50,60 53,91 57,20 59,55 62,11 65,92
cPDs_SKM hNDPSCs2 14,00 18,50 22,00 27,90 30,01 34,96 38,90 41,00 45,60 49,30 49,99 55,02 58,36 60,00 63,22
cPDs_SKM_hNDPSCs3 16,03 20,55 24,78 30,00 33,05 36,10 40,00 42,36 46,88 49,00 51,00 54,08 60,07 61,34 64,95
cPDs_SKM_hNDPSCs4 14,99 18,25 24,00 29,03 32,00 36,30 39,99 43,25 47,00 51,06 54,00 57,09 60,20 62,58 66,01

av cPDs/pasaz 15,22 19,18 23,63 28,57 31,84 36,08 39,67 42,41 46,62 49,99 52,23 55,85 59,55 61,51 65,03
SD av cPDs/pasaz 0,93 1,04 1,17 1,18 1,30 0,83 0,52 1,02 0,68 1,00 2,04 1,55 0,84 1,13 1,30
m cPDs/pasaz 15,43 18,97 23,88 28,47 32,16 36,20 39,88 42,70 46,94 49,95 52,46 56,06 59,81 61,73 65,44

Tab. 7 A: Kumulativni pocet populacnich zdvojeni hNDPSCs1-4 v pritbéhu 1. — 15. pasdze béhem
kultivace ve SKM. Uveden aritmeticky prumér se smérodatnou odchylkou a median pocitano na

jednotlivou pasaz.

lp 2p 3p 4p Sp 6p 7Tp 8p 9p 10p 1lp 12p 13p 14p 15p
DT _SKM hNDPSCsl (h) 21,19 26,89 16,67 26,59 1939 20,65 2562 2936 23,80 39,89 5801 43,77 7149 5625 44,09
DT _SKM hNDPSCs2 (h) 24,00 21,33 20,57 1627 4550 19,39 1827 4571 2043 3892 27826 28,63 50,30 87,80 52,17
DT SKM hNDPSCs3 (h) 20,96 2124 17,02 1839 3148 3148 4846 40,68 2080 67,92 96,00 46,75 28,05 113,29 46,54
DT SKM_hNDPSCs4 (h) 2241 2945 12,52 19,09 3232 2233 19,51 2945 2507 3547 6531 46,60 54,02 60,50 4898

av DT/pas 4z 22,14 2473 1670 20,09 32,17 2346 2797 3630 22,53 4555 12440 4144 5097 7946 47,95
SD av DT/pasaz 139 411 329 450 1067 548 1404 822 227 1503 103,89 865 1785 2653 345
m DT/pas#? 21,80 24,11 1685 18,74 3190 2149 2257 3507 2230 3941 80,66 45,19 52,16 74,15 47,76

Tab. 7 B: Cas zdvojeni bunééné populace hNDPSCs1-4 v pribshu 1. — 15. ve SKM. Uveden

aritmeticky pramér se smérodatnou odchylkou a median pocitano na jednotlivou pasaz.

Proliferacni aktivitu jednotlivych linii ANDPSCs vyjadiuji tyto hodnoty:
cPD/avDT (hNDPSCsl) 65,92 PDs/34,91 + 16,59 hod.
cPD/avDT (hNDPSCs2) 63,22 PDs/51,17 + 65,71 hod.
cPD/avDT (hNDPSCs3) 64,95 PDs/43,27 + 28,85 hod.
cPD/ avDT (hNDPSCs4) 66,01 PDs/34,87 + 16,36 hod.
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KUMULATIVNi POCET POPULACNICH ZDVOJENI
BEHEM KULTIVACE hNDPSCs VE SKM (1. - 15. p)
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Graf 3: Vyvoj kumulativniho poctu populac¢nich zdvojeni SKM hNDPSCs1-4 za 15 pasazi ve
vztahu k medianu kumulativniho poctu zdvojeni bunéénych populaci SKM_hNDPSCs1-4 za 15

pasazi.
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4.2. Trojlinearni diferenciace, znaky hESCs u hDPSCs kultivovanych ve SKM

Trojlinearni diferenciace byla provedena u vSech linii hDPSCs. K tomuto t¢elu byly pouzity buiiky
z 6. pasaze ve SKM. Dukazem uspésné osteodiferenciace byla ptitomnost osteoidu u hADPSCs
vizualizovaného barvenim dle von Kossy (Obr. 1-A), dale byl osteoid nativné pozorovaného nejen
u hADPSCs (Obr. 1-C), ale také u hDDPSCs (Obr. 2-K). Véapnikova depozit barvena alizarinovou
cerveni byla zjisténa u hADPSCs (Obr. 1-B), hDDPSCs (Obr. 2-N) a tak¢ hNDPCSc (Obr. 3-Q).
Chondrogenni diferenciace byla potvrzena pritomnosti glykosaminoglykanti chrupavcité tkané —
hADPSCs (Obr. 1-E), hDDPSCs (Obr. 2-P) a hNDPSCs (Obr. 3-S). Navic byl k verifikaci uspésné
chondrodiferenciace u hDDPSCs prokazan také kolagenu typu I, ktery byl v preparatu zbarven
modre (Obr. 2-M). Chondrogenni matrix vznikla diferenciaci hADPSCs je na Obr. 1-F snimkovana
nativné. Pfitomnost intracelularnich tukovych kapének vizualizovanych barvenim olejovou ¢erveni
O je dikazem adipodiferenciace u hADPSCs Obr. 1-D), hDDPSCs (Obr. 2-O) a hNDPSCs (Obr.
3-R). Stejné€ tak nativni snimek ostrlivku obrovskych tukovych bun€k vzniklych vyzravanim

hNDPSCs v adipogennim médiu (Obr. 2-L ).

Obr. 1. Prikaz trojlinearni diferenciace hADPSCs: A+B+C — osteogenni, D — adipogenni a E+F —
chondrogenni (méfitko 1pum).
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Obr. 2 Prikaz trilineage diferenciace hDDPSCs: K+N — osteogenni, L+O — adipogenni a M+P —

chondrogenni (méfitko 1 pm).

Obr. 3 Pritkaz diferenciace hNDPSCs: Q — osteogenni, R —adipogenni a S — chondrogenni (mé&fitko
I pm).
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Metodou imunocytochemické detekce jsme prokdzali u hADPSCs a hDDPSCs piitomnost
proteinového markeru hMSCs STRO-1 (Obr. 4-I) a enzymu telomerazy (Obr. 4-J/5-R). Obr. 4-G
jsou buiiky zachyceny nazivné a na dvojobrazku 4-H hADPSCs znacené nejen na STROI, ale také
DAPI ke zvyraznéni bunécnych jader pfed a po zaostieni a zvySeni barevného kontrastu. Na Obr.

5-Q je u hDDPSCs pritkaz ptitomnosti STRO-I s dobarvenim bunécnych jader DAPI.

Obr. 4: Znaky hESCs u hADPSCs: I — STRO-1, G — nativni, H — STRO-1+DAPI, J — telomeraza

(méfitko 1pum).

Q

Obr. 5: Znaky hESCs u hDDPSCs: Q — STRO-1+DAPI, R — telomeraza (méfitko 1um).
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Kmenové buiiky zubni diené¢ natdlnich zubii nesou nékteré transkripéni faktory a znaky
pluripotence shodné s hESCs. Imunofluorescen¢nim barvenim, doplnénym o barveni bunéénych
jader pomoci DAPI, jsme prokézali ptitomnost jaderného transkripéniho faktoru NANOG (Obr. 6-
A), zasadniho znaku pluripotence a schopnosti diferenciace, definujiciho embryonélni kmenové
bunky. Déle byly prokazany transkripcni faktory OCT-4 (Obr. 6-B) a SOX2 (Obr. 6-C). Barvenim
metodou Fast Blue byla prokazana vysoka uroven alkalické fosfatazy (ALP) (Obr. 6-D), enzymu

vysoce aktivniho v embryondlnich a neurdlnich kmenovych bunkach, ktery zdsadné zvysuje

odolnost a prezivani kmenovych bunck v primokultufe.
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Obr. 6: Transkrip¢ni faktory hECSs u hNDPSCs: A —NANOG, B-0OCT-4, C-SOX2 aR - ALP.
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4.3. Vliv kultivace hDPSCs v experimentalnich kultivaénich médiich

Vsechny linie hDPSCs po prikazu kmenovosti byly rozmrazeny ve 3. pasazi a nasazeny do 12

EMK, kde byly kultivovany od 4. do 9. pasaze. V 9. pasazi byla provedena fenotypova analyza.
4.3.1. hADPSCs

Median kumulativniho poc¢tu zdvojeni bunéénych populaci hADPSCs1-4 za 6 pasazi v médiu A
byl 12,71 c¢PDs a jejich aritmeticky pramér byl 12,34 + 0,1 cPDs. Median zdvojeni bunéénych
populaci hADPSCsl-4 vmédiu A vjedné pasazi byl 2,25 a jejich aritmeticky pramér
(av/p_PDs mA hADPSCsl1-4 4-9p) byl 2,06 + 0,17. (Tab. 8 A) Median ¢asu zdvojeni bunéénych
populaci hADPSCs1-4 za 6 pasaZzi v 1 pasazi byl 42,28 h a jejich aritmeticky pramér byl 45,41 +
5,87 h. (Tab. 8 B)

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p cPDs
PD_mA hADPSCsl 2,47 2,56 1,69 1,59 2,21 2,29 12,81
PD mA hADPSCs2 1,97 2,20 1,56 1,40 1,97 2,02 11,12
PD mA hADPSCs3 2,35 2,56 1,79 1,56 2,22 2,27 12,75
PD mA hADPSCs4 2,33 2,10 1,73 1,75 2,35 2,40 12,66
av_PD mA_ hADPSCs1-4 2,28 2,36 1,69 1,58 2,19 2,25
SDav_PD_mA_hADPSCs1-4 0,22 0,24 0,10 0,14 0,16 0,16
m_PD_mA_hADPSCs1-4 2,34 2,38 1,71 1,58 2,22 2,28

Tab. 8 A: Pocet populacnich zdvojeni hADPSCs1-4 v pribéhu 4. — 9. v médiu A. Uveden median,
aritmeticky primér se smérodatnou odchylkou a medidan pocitdno na jednotlivou pasdz a

kumulativni pocet populacnich zdvojeni/linii.

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p

DT mA hADPSCsl 38,87 37,50 56,80 4528 43,44 41,05
DT mA hADPSCs2 48,73 43,64 61,54 51,43 48,773 46,53
DT mA hADPSCs3 40,85 37,50 53,63 46,15 43,24 41,41
DT mA hADPSCs4 41,20 45,71 55,49 41,14 40,85 39,17
av DT _mA_hADPSCs1-4 42,41 41,09 56,87 46,00 44,07 42,04
SDav DT_mA_hADPSCs1-4 4,33 4,23 3,38 4,23 3,33 3,15

m DT _mA_hADPSCs1-4 41,03 40,57 56,15 45,72 43,34 41,23

Tab. 8 B: Cas zdvojeni bun&né populace hADPSCs1-4 v priibéhu 4. — 9. v médiu A. Uveden

median, aritmeticky primér se smérodatnou odchylkou a median pocitdno na jednotlivou pasaz.
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Median kumulativniho poc¢tu zdvojeni bunéénych populaci hADPSCs1-4 za 6 pasazi v médiu B
byl 25,28 cPDs a jejich aritmeticky prumér byl 25,33 + 0,88 cPDs. Median zdvojeni bunéénych
populaci hADPSCs1-4 v médiu B v jedné pasazi byl 4,23 a jejich aritmeticky primér byl 4,22 +
0,61 (Tab. 9A). Median ¢asu zdvojeni bunécnych populaci hADPSCs1-4 za 6 pasazi v 1 pasazi byl
21,07 h a jejich aritmeticky pramér byl 21,17 + 4,56 h (Tab. 9 B).

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p cPD
PD mB hADPSCsl 4,90 3,10 4,48 4,05 4,23 4,55 25,31
PD mB hADPSCs2 4,79 2,99 4,32 3,94 4,03 4,24 24,31
PD mB hADPSCs3 4,82 3,15 4,47 4,10 4,16 4,54 25,24
PD mB hADPSCs4 5,00 3,23 4,78 4,25 4,54 4,67 26,47
av_PD mB_hADPSCs1-4 4,88 3,12 4,51 4,09 4,24 4,50
SDav PD_mB_hADPSCs1-4 0,09 0,10 0,19 0,13 0,22 0,18
m _PD_mB_hADPSCs1-4 4,86 3,13 4,48 4,08 4,20 4,55

Tab. 9 A: Pocet populacnich zdvojeni hADPSCs1-4 v prubéhu 4. - 9. v médiu B. Uveden median,
aritmeticky primér se smérodatnou odchylkou a medidn pocitano na jednotlivou pasdz a

kumulativni pocet populacnich zdvojeni/linie.

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p

DT mB_hADPSCsl 19,59 30,97 21,43 17,78 22,70 20,66
DT mB_hADPSCs2 20,04 32,11 22,22 18,27 23,82 22,17
DT mB hADPSCs3 19,92 30,48 21,48 17,56 23,08 20,70
DT mB hADPSCs4 19,20 29,72 20,08 16,94 21,15 20,13
av._DT mB_hADPSCs1-4 19,69 30,82 21,30 17,64 22,68 20,92
SDav_DT mB_hADPSCs1-4 0,38 1,00 0,89 0,55 1,13 0,88

m DT mB_hADPSCs1-4 19,75 30,72 21,45 17,67 22,89 20,68

Tab. 9 B: Cas zdvojeni bun&né populace hADPSCs1-4 v priib&hu 4. — 9. v médiu B. Uveden

median, aritmeticky primér se smérodatnou odchylkou a median pocitdno na jednotlivou pasaz.
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Median kumulativniho poc¢tu zdvojeni bunéénych populaci hADPSCs1-4 za 6 pasazi v médiu C

byl 14,80 cPDs a jejich aritmeticky primér byl 14,80 + 0,63 cPDs. Median zdvojeni bunéénych

populaci hADPSCs1-4 v médiu C v jedné pasazi byl 2,29 a jejich aritmeticky primér byl 2,47 +

0,11 (Tab. 10 A). Median casu zdvojeni bunéénych populaci hADPSCs1-4 za 6 pasazi v 1 pasazi
byl 41,89 h a jejich aritmeticky pramér byl 40,01 £ 9,59 h (Tab. 10 B).

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p cPD
PD mC hADPSCsl 2,63 4,25 2,64 1,63 2,03 2,10 15,28
PD mC hADPSCs2 2,43 3,97 2,44 1,50 1,95 2,03 14,32
PD mC_hADPSCs3 2,65 4,22 2,53 1,75 2,15 2,11 15,41
PD mC hADPSCs4 2,56 4,16 2,49 1,39 1,75 1,84 14,19
av_PD_mC_hADPSCs1-4 2,57 4,15 2,53 1,57 1,97 2,02
SDav_PD_mC_hADPSCs1-4 0,09 0,11 0,07 0,14 0,15 0,11
m_PD_mC _hADPSCs1-4 2,60 4,19 2,51 1,57 1,99 2,07

Tab. 10 A: Pocet populaénich zdvojeni hADPSCs1-4 v pribéhu 4. — 9. v médiu C. Uveden median,

aritmeticky primér se smérodatnou odchylkou a medidn pocitdno na jednotlivou pasdz a

kumulativni pocet populacnich zdvojeni/linie.

4.p 5p 6.p 7.p 8.p 9.p

DT mC hADPSCsl 36,50 22,59 36,36 44,17 47,29 4476
DT mC_hADPSCs2 39,51 24,18 39,34 48,00 49,23 46,31
DT mC hADPSCs3 36,23 22,75 37,94 41,14 44,65 44,55
DT mC hADPSCs4 37,50 23,08 38,55 51,80 54,86 51,09
av._ DT mC hADPSCs1-4 37,43 23,15 38,05 46,28 49,01 46,68
SDav_ DT mC_hADPSCs1-4 1,49 0,72 1,26 4,63 4,33 3,04

m DT mC_hADPSCs1-4 37,00 2291 38,25 46,09 48,26 45,53

Tab. 10 B: Cas zdvojeni bun&éné populace hADPSCs1-4 v priibéhu 4. — 9. v médiu C. Uveden

median, aritmeticky pramér se smérodatnou odchylkou a median pocitano na jednotlivou pasaz.

34



Median kumulativniho poc¢tu zdvojeni bunécnych populaci hADPSCs1-4 za 6 pasazi v médiu D
byl 33,91 cPDs a jejich aritmeticky primér byl 33,95 £+ 0,89 cPDs. Median zdvojeni bunécnych
populaci hADPSCs1-4 v médiu D v jedné pasazi byl 5,67 a jejich aritmeticky priimér byl 5,66 +
0,14 (Tab. 11 A). Median casu zdvojeni bunéénych populaci hADPSCs1-4 za 6 pasazi v 1 pasazi
byl 16,89 h a jejich aritmeticky pramér byl 16,35 + 1,38 h. (Tab. 11 B)

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p cPD
PD mD hADPSCsl 5,60 5,60 7,00 4,05 5,60 5,68 33,53
PD mD hADPSCs2 5,40 5,60 6,92 4,09 5,48 5,49 32,98
PD mD hADPSCs3 5,57 5,65 7,03 4,41 5,82 5,80 34,28
PD mD hADPSCs4 5,62 5,75 7,33 4,57 5,84 5,90 35,01
av_PD_mD hADPSCs1-4 5,55 5,65 7,07 4,28 5,69 5,72
SDav_PD_mD_hADPSCs1-4 0,09 0,06 0,16 0,22 0,15 0,15
m_PD_mD_hADPSCs1-4 5,59 5,63 7,02 4,25 5,71 5,74

Tab. 11 A: Pocet populacnich zdvojeni hADPSCs1-4 v priibéhu 4. - 9. v médiu D. Uveden median,
aritmeticky primér se smérodatnou odchylkou a medidn pocitdno na jednotlivou pasdz a

kumulativni pocet populacnich zdvojeni/linie.

4.p 5p 6.p 7.p 8.p 9.p

DT mD hADPSCsl 17,14 17,14 13,71 17,78 17,14 16,55
DT mD hADPSCs2 17,78 17,14 13,87 17,60 17,52 17,12
DT mD_hADPSCs3 17,24 16,99 13,66 16,33 16,49 16,21
DT mD hADPSCs4 17,08 16,70 13,10 15,75 16,44 15,93
av. DT mD_ hADPSCs1-4 17,31 16,99 13,58 16,87 16,90 16,45
SDav_ DT mD_ hADPSCs1-4 0,32 0,21 0,34 0,98 0,52 0,51

m DT mD_ hADPSCs1-4 17,19 17,07 13,69 16,97 16,82 16,38

Tab. 11 B: Cas zdvojeni bunééné populace hADPSCs1-4 v priibéhu 4. — 9. v médiu D. Uveden

median, aritmeticky pramér se smérodatnou odchylkou a median pocitano na jednotlivou pasaz.
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Median kumulativniho poc¢tu zdvojeni bunéénych populaci hADPSCs1-4 za 6 pasazi v médiu E
byl 13,14 cPDs a jejich aritmeticky primér byl 13,16 + 1,41 cPDs. Median zdvojeni bunéénych
populaci hADPSCs1-4 v médiu E v jedné pasazi byl 1,73 a jejich aritmeticky prumér byl 2,23 +
0,21 (Tab. 12 A). Median ¢asu zdvojeni bunécnych populaci hADPSCs1-4 za 6 pasazi v 1 pasazi
byl 56,24 h a jejich aritmeticky pramér byl 50,24 £ 19,95 h (Tab. 12 B).

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p cPD
PD mE hADPSCsl 3,26 4,25 2,11 1,10 1,45 1,54 13,71
PD_mE hADPSCs2 3,00 3,89 1,70 0,80 1,25 1,34 11,98
PD _mE hADPSCs3 3,30 4,36 2,29 1,45 1,83 1,95 15,18
PD mE hADPSCs4 3,10 3,99 1,89 0,97 1,24 1,39 12,58
av_PD_mE_hADPSCs1-4 3,17 4,12 2,00 1,08 1,44 1,55
SDav_PD_mE_hADPSCs14 0,12 0,19 0,22 0,24 0,24 0,24
m _PD mE hADPSCs1-4 3,18 4,12 2,00 1,03 1,35 1,46

Tab. 12 A: Pocet populacnich zdvojeni hADPSCs1-4 v pribéhu 4. — 9. v médiu E. Uveden median,
aritmeticky prumér se smeérodatnou odchylkou a median pocitdino na jednotlivou pasaz a

kumulativni pocet populacnich zdvojeni/linie.

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p

DT mE hADPSCsl 26,52 22,59 4550 @ 65,45 66,21 61,04
DT mE hADPSCs2 32,00 24,68 56,47 90,00 76,80 70,15
DT mE hADPSCs3 29,09 22,02 41,92 49,66 5246 48,21
DT mE hADPSCs4 30,97 24,06 50,79 74,23 77,42 67,63
av._DT mE_hADPSCs1-4 29,64 2334 48,67 69,83 68,22 61,75
SDav_DT _mE _hADPSCs1-4 241 1,24 6,35 16,86 11,70 9,82

m DT mE_hADPSCs1-4 30,03 23,32 48,15 69,84 71,50 64,33

Tab. 12 B: Cas zdvojeni bun&né populace hADPSCs1-4 v priibéhu 4. — 9. v médiu E. Uveden

median, aritmeticky primér se smérodatnou odchylkou a medidn pocitano na jednotlivou pasaz.
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Median kumulativniho poctu zdvojeni bunécnych populaci hADPSCs1-4 za 6 pasazi v médiu F
byl 29 cPDs a jejich aritmeticky pramér byl 28,86 + 1,46 cPDs. Median zdvojeni bunéénych
populaci hADPSCs1-4 v médiu F v jedné pasdzi byl 4,85 a jejich aritmeticky primeér byl 4,81 +
0,21 (Tab. 13 A). Median ¢asu zdvojeni bunécnych populaci hADPSCs1-4 za 6 pasazi v 1 pasazi
byl 19,94 h a jejich aritmeticky pramér byl 20,26 + 4,69 h (Tab. 13 B).

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p cPD
PD mF hADPSCsl 7,00 5,60 5,60 2,80 4,21 4,20 29,41
PD _mF_hADPSCs2 6,50 5,12 5,15 2,36 3,87 3,99 26,99
PD mF hADPSCs3 6,78 5,42 5,39 2,65 4,15 4,19 28,58
PD mF hADPSCs4 7,10 5,72 5,82 2,99 4,38 4,45 30,46
av_PD_mF hADPSCs1-4 6,85 5,47 5,49 2,70 4,15 4,21
SDav_PD_mF hADPSCs1-4 0,23 0,23 0,25 0,23 0,18 0,16
m _PD mF hADPSCs1-4 6,89 5,51 5,50 2,73 4,18 4,20

Tab. 13 A: Pocet populacnich zdvojeni hADPSCs1-4 v priibéhu 4. — 9. v médiu F. Uveden median,
aritmeticky prumér se smeérodatnou odchylkou a median pocitdno na jednotlivou pasaz a

kumulativni pocet populacnich zdvojeni/linie.

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p

DT mF hADPSCsl 13,71 17,14 17,14 25,71 22,80 2238
DT mF_hADPSCs2 14,77 18,75 18,64 30,51 24,81 23,56
DT mF hADPSCs3 14,16 17,71 17,81 27,17 23,13 22,43
DT mF hADPSCs4 13,52 16,78 16,49 24,08 21,92 21,12
av_DT mF hADPSCs1-4 14,04 17,60 17,52 26,87 23,16 22,37
SDav_DT _mF_hADPSCs1-4 0,56 0,86 0,92 2,74 1,21 1,00

m DT mF _hADPSCs1-4 13,93 17,43 17,48 26,44 2297 22,41

Tab. 13 B: Cas zdvojeni bunééné populace hADPSCs1-4 v prabéhu 4. — 9. v médiu F. Uveden

median, aritmeticky pramér se smérodatnou odchylkou a median pocitano na jednotlivou pasaz.
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Median kumulativniho poc¢tu zdvojeni bunéénych populaci hADPSCs1-4 za 6 pasazi v médiu G
byl 18,70 cPDs a jejich aritmeticky pramér byl 18,78 + 1,03 cPDs. Median zdvojeni bunécnych
populaci hADPSCs1-4 v médiu G v jedné pasézi byl 3,19 a jejich aritmeticky pramér byl 3,13 +
0,16 (Tab. 14 A). Median ¢asu zdvojeni bunécnych populaci hADPSCs1-4 za 6 pasazi v 1 pasazi
byl 29,85 h a jejich aritmeticky pramér byl 29,92 + 5,82 h (Tab. 14 B).

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p cPD
PD mG hADPSCsl 3,40 3,62 2,73 3,55 2,73 3,01 19,04
PD_mG_hADPSCs2 3,10 3,25 2,57 3,26 2,54 2,93 17,65
PD mG hADPSCs3 3,37 3,55 2,43 3,42 2,60 2,99 18,36
PD mG hADPSCs4 3,46 3,80 2,90 3,75 2,93 3,24 20,08
av_PD mG hADPSCs1-4 3,33 3,56 2,66 3,50 2,70 3,04
SDav_PD_mG_hADPSCs1-4 0,14 0,20 0,18 0,18 0,15 0,12
m _PD mG_hADPSCs1-4 3,39 3,59 2,65 3,49 2,67 3,00

Tab. 14 A: Pocet populaénich zdvojeni hADPSCs1-4 v prib¢hu 4. — 9. v médiu G. Uveden median,
aritmeticky prumér se smeérodatnou odchylkou a median pocitdino na jednotlivou pasaz a

kumulativni pocet populacnich zdvojeni/linie.

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p
DT mG_hADPSCsl 28,24 26,52 35,16 20,28 35,16 31,23
DT mG_hADPSCs2 30,97 29,54 37,35 22,09 37,80 32,08
DT mG hADPSCs3 28,49 27,04 39,51 21,05 36,92 3144
DT mG hADPSCs4 27,75 25,26 33,10 19,20 32,76 29,01

av_DT mG_hADPSCs1-4 28,86 27,09 36,28 20,66 35,66 30,94
SDav_DT _mG_hADPSCs1-4 1,44 1,79 2,76 1,22 2,22 1,34
m DT mG_hADPSCs1-4 28,36 26,78 36,26 20,67 36,04 31,33

Tab. 14 B: Cas zdvojeni bunééné populace hADPSCs1-4 v priibéhu 4. — 9. v médiu G. Uveden

median, aritmeticky primér se smérodatnou odchylkou a median pocitano na jednotlivou pasaz.
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Median kumulativniho poc¢tu zdvojeni bunéénych populaci hADPSCs1-4 za 6 pasazi v médiu H
byl 11,27 c¢PDs a jejich aritmeticky pramér byl 10,92 + 1,09 cPDs. Median zdvojeni bunéénych
populaci hADPSCs1-4 v médiu H v jedné pasézi byl 1,67 a jejich aritmeticky primér byl 1,82 +
0,17 (Tab. 15 A). Median ¢asu zdvojeni bunécnych populaci hADPSCs1-4 za 6 pasazi v 1 pasazi
byl 57,50 h a jejich aritmeticky pramér byl 56,64 £ 18,19 h (Tab. 15 B).

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p cPD
PD mH hADPSCsl 3,38 1,83 1,39 1,78 1,40 1,50 11,28
PD mH hADPSCs2 3,15 1,56 1,09 1,43 1,02 1,08 9,33
PD mH hADPSCs3 3,24 1,71 1,31 1,85 1,51 1,63 11,25
PD mH hADPSCs4 3,47 1,89 1,46 1,92 1,47 1,60 11,81
av_PD_mH hADPSCs1-4 3,31 1,75 1,31 1,75 1,35 1,45
SDav_PD_mH_hADPSCs1-4 0,12 0,13 0,14 0,19 0,19 0,22
m_PD_mH_hADPSCs1-4 3,31 1,77 1,35 1,82 1,44 1,55

Tab. 15 A: Pocet populacnich zdvojeni hADPSCs1-4 v pribéhu 4. — 9. v médiu H. Uveden median,
aritmeticky primér se smérodatnou odchylkou a medidn pocitano na jednotlivou pasdz a

kumulativni pocet populacnich zdvojeni/linie.

4.p 5p 6.p 7.p 8.p 9p
DT mH hADPSCsl 28,40 5246 69,06 4045 68,57 62,67
DT mH hADPSCs2 30,48 61,54 88,07 50,35 94,12 87,04
DT mH hADPSCs3 29,63 56,14 73,28 38,92 63,58 58,75
DT mH hADPSCs4 27,67 50,79 65,75 37,50 65,31 58,75

av_DT _mH_hADPSCs1-4 29,04 5523 7404 41,80 72,89 66,80
SDav DT mH_hADPSCsl-4 125 476 985 582 1430 13,62
m DT _mH_hADPSCs1-4 29,01 5430 7117 39,68 66,94 60,71

Tab. 15 B: Cas zdvojeni bun&ené populace hADPSCs1-4 v priibéhu 4. — 9. v médiu H. Uveden

median, aritmeticky pramér se smérodatnou odchylkou a median pocitano na jednotlivou pasaz.
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Median kumulativniho poc¢tu zdvojeni bunécnych populaci hADPSCs1-4 za 6 pasazi v médiu I byl

24,96 cPDs a jejich aritmeticky primér byl 24,83 + 0,90 cPDs. Median zdvojeni bunécnych

populaci hADPSCs1-4 v médiu I v jedné pasazi byl 4,07 a jejich aritmeticky pramér byl 4,14 +

0,13 (Tab. 16 A). Median ¢asu zdvojeni bunécnych populaci hADPSCs1-4 za 6 pasazi v 1 pasazi
byl 22,22 h a jejich aritmeticky pramér byl 22,44 + 3,37 h (Tab. 16 B).

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p cPD
PD ml hADPSCsl 4,09 5,15 3,50 3,86 4,14 4,48 25,23
PD _ml hADPSCs2 3,89 4,95 3,26 3,51 3,78 4,25 23,64
PD ml hADPSCs3 4,00 5,01 3,46 3,71 4,06 4,46 24,70
PD ml hADPSCs4 4,15 5,26 3,61 3,94 4,26 4,52 25,74
av_PD_ml hADPSCs1-4 4,03 5,09 3,46 3,76 4,06 4,43
SDav_PD_mlI_hADPSCs1-4 0,10 0,12 0,13 0,16 0,18 0,10
m_PD_ml_hADPSCs1-4 4,04 5,08 3,48 3,79 4,10 4,47

Tab. 16 A: Pocet populacnich zdvojeni hADPSCs1-4 v prubéhu 4. — 9. v médiu I. Uveden median,

aritmeticky primér se smérodatnou odchylkou a medidn pocitdno na jednotlivou pasdz a

kumulativni pocet populacnich zdvojeni/linie.

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p

DT ml hADPSCsl1 23,47 18,64 27,43 18,65 23,19 20,98
DT ml hADPSCs2 24,68 19,39 2945 20,51 2540 22,12
DT ml hADPSCs3 24,00 19,16 27,75 19,41 23,65 21,08
DT ml_hADPSCs4 23,13 18,25 26,59 18,27 22,54 20,80
av_DT ml hADPSCs1-4 23,82 18,86 27,80 19,21 23,69 21,24
SDav_DT _ml_hADPSCs1-4 0,67 0,51 1,20 0,99 1,22 0,59

m DT ml_ hADPSCs1-4 23,74 18,90 27,59 19,03 23,42 21,03

Tab. 16 B: Cas zdvojeni bun&né populace hADPSCs1-4 v pribéhu 4. — 9. v médiu 1. Uveden

median, aritmeticky primér se smérodatnou odchylkou a median pocitano na jednotlivou pasaz.
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Median kumulativniho poctu zdvojeni bunécnych populaci hADPSCs1-4 za 6 pasazi v médiu J byl
14,41 cPDs a jejich aritmeticky primér byl 14,6 = 1,01 cPDs. Median zdvojeni bunéénych populaci
hADPSCs1-4 v médiu J v jedné pasazi byl 2,15 a jejich aritmeticky primér byl 2,39 + 0,15 (Tab.
17 A). Median ¢asu zdvojeni bunéénych populaci hADPSCs1-4 za 6 pasazi v 1 pasazi byl 40,68 h
a jejich aritmeticky primér byl 41,37 + 11,00 h (Tab. 17 B).

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p cPD
PD mJ hADPSCsl 4,00 2,56 1,78 1,93 2,18 2,24 14,69
PD _mJ] hADPSCs2 3,95 2,32 1,45 1,64 1,85 1,90 13,11
PD mJ hADPSCs3 4,02 2,44 1,65 1,85 2,03 2,14 14,13
PD mJ hADPSCs4 4,19 2,73 1,91 2,06 2,27 2,36 15,52
av PD_mJ_hADPSCs1-4 4,04 2,51 1,70 1,87 2,08 2,16
SD_av PD_mJ_hADPSCs1-4 0,09 0,15 0,17 0,15 0,16 0,17
m PDs_mJ_hADPSCs1-4 4,01 2,50 1,72 1,89 2,11 2,19

Tab. 17 A: Pocet populacnich zdvojeni hADPSCs1-4 v priitbéhu 4. — 9. v médiu J. Uveden median,
aritmeticky primér se smérodatnou odchylkou a medidn pocitano na jednotlivou pasdz a

kumulativni pocet populacnich zdvojeni/linie.

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p

DT mJ hADPSCsl 24,00 37,50 53,93 37,31 44,04 41,96
DT mJ hADPSCs2 2430 41,38 66,21 43,90 51,89 4947
DT mJ hADPSCs3 23,88 39,34 58,18 38,92 47,29 4393
DT mJ] hADPSCs4 2291 35,16 50,26 34,95 4229 39,83
av DT_mJ_hADPSCs1-4 23,77 38,35 57,15 38,77 46,38 43,80
SD_av DT mJ_hADPSCs1-4 0,60 2,65 6,85 3,79 4,22 4,14

mDT _mJ_hADPSCs1-4 23,94 38,42 56,06 38,11 45,66 42,94

Tab. 17 B: Cas zdvojeni bun&éné populace hADPSCs1-4 v pribéhu 4. — 9. v médiu J. Uveden

median, aritmeticky pramér se smérodatnou odchylkou a median pocitano na jednotlivou pasaz.
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Median kumulativniho poc¢tu zdvojeni bunéénych populaci hADPSCs1-4 za 6 pasazi v médiu K
byl 47,42 cPDs a jejich aritmeticky pramér byl 47,48 = 1,05 cPDs. Median zdvojeni bunéénych
populaci hADPSCs1-4 v médiu K v jedné paséazi byl 7,68 a jejich aritmeticky pramér byl 7,91 +
0,16 (Tab. 18 A). Median ¢asu zdvojeni bunécnych populaci hADPSCs1-4 za 6 pasazi v 1 pasazi
byl 11,34 h a jejich aritmeticky pramér byl 11,71 £ 1,65 h (Tab. 18 B).

4.p 5p 6.p 7.p 8.p 9.p cPD
PD mK hADPSCsl 9,80 7,00 8,40 7,00 7,00 8,40 47,60
PD mK hADPSCs2 9,29 6,91 8,34 6,79 6,73 8,21 46,27
PD mK hADPSCs3 9,70 6,95 8,32 6,94 6,96 8,37 47,24
PD mK hADPSCs4 9,97 7,18 8,57 7,21 7,26 8,63 48,82
av_PD mK hADPSCs1-4 9,69 7,01 8,41 6,99 6,99 8,40
SDav_PD_mK hADPSCs1-4 0,25 0,10 0,10 0,15 0,19 0,15
m_PD_mK hADPSCs1-4 9,75 6,98 8,37 6,97 6,98 8,39

Tab. 18 A: Pocet populaénich zdvojeni hADPSCs1-4 v prib¢hu 4. — 9. v médiu K. Uveden median,
aritmeticky primér se smeérodatnou odchylkou a median pocitdno na jednotlivou pasaz a

kumulativni pocet populacnich zdvojeni/linie.

4.p 5p 6.p 7.p &.p 9.p
DT mK hADPSCsl 9,80 13,71 11,43 10,29 13,71 11,19
DT mK hADPSCs2 10,33 13,89 11,51 10,60 14,26 11,45
DT mK hADPSCs3 9,90 13,81 11,54 10,37 13,79 11,23
DT mK hADPSCs4 9,63 13,37 11,20 9,99 13,22 10,89

av_DT mK hADPSCs1-4 9,91 13,70 11,42 10,31 13,75 11,19
SDav_DT _mK_hADPSCs1-4 0,30 0,23 0,15 0,26 0,43 0,23
m DT mK hADPSCs1-4 9,85 13,76 11,47 10,33 13,75 11,21

Tab. 18 B: Cas zdvojeni bunééné populace hADPSCs1-4 v pribéhu 4. — 9. v médiu K. Uveden

median, aritmeticky primér se smérodatnou odchylkou a median pocitano na jednotlivou pasaz.
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Median kumulativniho poctu zdvojeni bunéénych populaci hADPSCs1-4 za 6 pasazi v médiu L
byl 19,27 cPDs a jejich aritmeticky primér byl 19,26 + 0,86 cPDs. Median zdvojeni bunéénych
populaci hADPSCs1-4 v médiu L v jedné pasézi byl 3,32 a jejich aritmeticky prumér byl 3,21 +
0,13 (Tab. 19 A). Median ¢asu zdvojeni bunécnych populaci hADPSCs1-4 za 6 pasazi v 1 pasazi
byl 28,61 h a jejich aritmeticky pramér byl 29,05 + 5,33 h (Tab. 19 B).

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p cPD
PD mL hADPSCsl 3,33 3,50 2,87 3,45 2,68 3,18 19,01
PD mL hADPSCs2 3,13 3,42 2,75 3,31 2,56 3,05 18,22
PD mL hADPSCs3 3,40 3,62 2,81 3,56 2,75 3,38 19,52
PD mL hADPSCs4 3,56 3,70 2,99 3,74 2,79 3,49 20,27
av_PD_ml_hADPSCs1-4 3,36 3,56 2,86 3,52 2,70 3,28
SDav_PD_mL_hADPSCs1-4 0,15 0,11 0,09 0,16 0,09 0,17
m_PD _ml. hADPSCs1-4 3,37 3,56 2,84 3,51 2,72 3,28

Tab. 19 A: Pocet popula¢nich zdvojeni hADPSCs1-4 v pribéhu 4. - 9. v médiu L. Uveden median,
aritmeticky primér se smérodatnou odchylkou a medidn pocitano na jednotlivou pasdz a

kumulativni pocet populacnich zdvojeni/linie.

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p

DT mL hADPSCsl 28,83 27,43 33,45 20,87 3582 29,56
DT mL hADPSCs2 30,67 28,07 34,91 21,75 37,50 30,82
DT mL hADPSCs3 28,24 26,52 34,16 20,22 3491 27,81
DT mL hADPSCs4 26,97 25,95 32,11 19,25 34,41 26,93
av_DT mL_hADPSCs1-4 28,68 26,99 33,66 20,52 35,66 28,78
SDav_DT _mL_hADPSCs1-4 1,54 0,94 1,19 1,05 1,36 1,74

m DT _mlL_hADPSCs1-4 28,53 26,97 33,81 20,55 35,36 28,69

Tab. 19 B: Cas zdvojeni bun&né populace hADPSCs1-4 v priibéhu 4. — 9. v médiu L. Uveden

median, aritmeticky pramér se smérodatnou odchylkou a median pocitano na jednotlivou pasaz.
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4.3.2. hDDPSCs

Median kumulativniho poc¢tu zdvojeni bunéénych populaci hDDPSCs1-4 za 6 pasazi v médiu A
byl 6,42 cPDs a jejich aritmeticky pramér byl 6,52 = 0,75 cPDs. Medidn zdvojeni bunécnych
populaci hDDPSCs1-4 v médiu A v jedné pasazi byl 1,16 a jejich aritmeticky pramér byl 1,09 +
0,13 (Tab. 20 A). Median ¢asu zdvojeni bunécnych populaci hDDPSCs1-4 za 6 pasazi v 1 pasazi
byl 81,95 h a jejich aritmeticky pramér byl 104,47 + 67,05 h (Tab. 20 B).

4.p S5.p 6.p 7.p 8.p 9.p cPD
PD mA hDDPSCsl 0,40 1,57 1,04 0,89 1,29 1,32 6,51
PD mA hDDPSCs2 0,34 1,30 0,90 0,71 1,22 1,26 5,73
PD mA hDDPSCs3 0,39 1,60 1,00 0,73 1,30 1,30 6,32
PD mA hDDPSCs4 0,51 1,86 1,32 0,89 1,40 1,55 7,53
av_PD mA hDDPSCs1-4 0,41 1,58 1,06 0,81 1,30 1,36
SDav_PD_mA _hDDPSCs1-4 0,07 0,23 0,18 0,10 0,07 0,13
m_PD_mA_hDDPSCs1-4 0,40 1,59 1,02 0,81 1,29 1,31

Tab. 20 A: Pocet populaénich zdvojeni hDDPSCs1-4 v priibéhu 4. —9. v médiu A. Uveden median,
aritmeticky primér se smérodatnou odchylkou a medidn pocitdno na jednotlivou pasdz a

kumulativni pocet populacnich zdvojeni/linie.

4.p 5p 6.p 7.p 8.p 9p
DT mA hDDPSCsl 240,00 61,15 92,31 80,90 74,42 71,21
DT mA hDDPSCs2 282,35 73,85 106,67 101,41 78,69 74,60
DT mA hDDPSCs3 246,15 60,00 96,00 98,63 73,85 72,31
DT mA hDDPSCs4 188,24 51,61 72,73 80,90 68,57 60,65

av_DT mA hDDPSCs1-4 239,19 61,65 91,93 90,46 73,88 69,69
SDav_DT mA_hDDPSCs1-4 38,77 9,17 14,17 11,10 4,15 6,19
m DT mA_hDDPSCs1-4 243,08 60,57 94,15 89,76 74,13 71,76

Tab. 20 B: Cas zdvojeni bun&éné populace hDDPSCs1-4 v pribéhu 4. — 9. v médiu A. Uveden

median, aritmeticky pramér se smérodatnou odchylkou a median pocitano na jednotlivou pasaz.

44



Median kumulativniho poc¢tu zdvojeni bunéénych populaci hDDPSCs1-4 za 6 pasazi v médiu B
byl 13,12 cPDs a jejich aritmeticky primér byl 13,38 + 0,84 cPDs. Median zdvojeni bunéénych
populaci hDDPSCs1-4 v médiu B v jedné pasazi byl 2,46 a jejich aritmeticky primér byl 2,23 +
0,15 (Tab. 21 A). Median ¢asu zdvojeni bunécnych populaci hDDPSCs1-4 za 6 pasazi v 1 pasazi
byl 35,45 h a jejich aritmeticky pramér byl 52,65 + 39,70 h (Tab. 21 B).

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p cPD
PD mB hDDPSCsl 0,86 2,07 2,80 2,29 2,48 2,63 13,13
PD mB_hDDPSCs2 0,50 2,00 2,60 2,30 2,55 2,71 12,66
PD mB hDDPSCs3 0,73 1,79 2,81 2,26 2,69 2,84 13,12
PD mB hDDPSCs4 1,00 2,22 3,01 2,55 2,80 3,02 14,60
av_PD_mB_hDDPSCs1-4 0,77 2,02 2,81 2,35 2,63 2,80
SDav_PD_mB_hDDPSCs1-4 0,18 0,16 0,15 0,12 0,12 0,15
m_PD_mB_hDDPSCs1-4 0,80 2,04 2,81 2,30 2,62 2,78

Tab. 21 A: Pocet populacnich zdvojeni hDDPSCs1-4 v pribéhu 4. — 9. v médiu B. Uveden median,
aritmeticky primér se smérodatnou odchylkou a medidn pocitdno na jednotlivou pasdz a

kumulativni pocet populacnich zdvojeni/linie.

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p

DT mB _hDDPSCsl 111,63 46,38 3429 31,44 38,71 35,74
DT mB_hDDPSCs2 192,00 48,00 36,92 31,30 37,65 34,69
DT mB hDDPSCs3 131,51 53,63 34,16 31,86 35,69 33,10
DT mB hDDPSCs4 96,00 43,24 31,890 2824 3429 31,13
av._DT mB_hDDPSCs1-4 132,78 47,81 34,32 30,71 36,58 33,66
SDav_DT mB_hDDPSCs1-4 42,07 4,35 2,06 1,67 1,98 2,01

m DT mB_hDDPSCs1-4 121,57 47,19 3422 3137 36,67 33,89

Tab. 21 B: Cas zdvojeni bunééné populace hDDPSCs1-4 v prabéhu 4. — 9. v médiu B. Uveden

median, aritmeticky primér se smérodatnou odchylkou a median pocitano na jednotlivou pasaz.
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Median kumulativniho poc¢tu zdvojeni bunéénych populaci hDDPSCs1-4 za 6 pasazi v médiu C
byl 4,81 cPDs a jejich aritmeticky pramér byl 4,82 + 1,25 ¢cPDs. Median zdvojeni bunécnych
populaci hDDPSCs1-4 v médiu C v jedné pasazi byl 0,77 a jejich aritmeticky primér byl 0,8 £+
0,18 (Tab. 22 A). Median ¢asu zdvojeni bunécnych populaci hDDPSCs1-4 za 6 pasazi v 1 pasazi
byl 127,33 h a jejich aritmeticky pramér byl 136,37 + 40,03 h (Tab. 22 B).

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p cPD
PD mC hDDPSCsl 0,64 1,42 0,74 0,33 0,44 0,66 4,25
PD mC hDDPSCs2 0,80 1,50 0,94 0,50 0,66 0,97 5,37
PD mC hDDPSCs3 0,40 1,20 0,53 0,36 0,39 0,54 3,42
PD mC hDDPSCs4 0,92 1,61 1,04 0,70 0,88 1,11 6,26
av_PD_mC_hDDPSCs1-4 0,69 1,43 0,81 0,47 0,59 0,82
SDav_PD_mC hDDPSCs1-4 0,19 0,15 0,20 0,15 0,19 0,23
m_PD mC hDDPSCs1-4 0,72 1,46 0,84 0,43 0,55 0,82

Tab. 22 A: Pocet populaénich zdvojeni hDDPSCs1-4 v priibéhu 4. — 9. v médiu C. Uveden median,
aritmeticky primér se smérodatnou odchylkou a medidn pocitano na jednotlivou pasdz a

kumulativni pocet populacnich zdvojeni/linie.

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p
DT mC _hDDPSCsl 150,00 67,61 129,73 218,18 218,18 142,42
DT mC hDDPSCs2 120,00 64,00 102,13 144,00 145,45 96,91
DT mC hDDPSCs3 240,00 80,00 181,13 200,00 246,15 174,07
DT mC hDDPSCs4 104,35 59,63 92,31 102,86 109,09 84,68
av_DT mC hDDPSCs1-4 153,59 67,81 126,32 166,26 179,72 124,52
SDav_DT mC_hDDPSCs1-4 60,64 8,76 39,83 52,76 63,39 41,33
m DT _mC_hDDPSCs1-4 135,00 65,80 11593 172,00 181,82 119,67

Tab. 22 B: Cas zdvojeni bunééné populace hDDPSCs1-4 v prabéhu 4. — 9. v médiu C. Uveden

median, aritmeticky pramér se smérodatnou odchylkou a median pocitano na jednotlivou pasaz.
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Median kumulativniho poc¢tu zdvojeni bunécnych populaci hDDPSCs1-4 za 6 pasazi v médiu D
byl 10,99 cPDs a jejich aritmeticky primér byl 10,84 + 0,91 cPDs. Median zdvojeni bunéénych
populaci hDDPSCs1-4 v médiu D v jedné paséazi byl 1,90 a jejich aritmeticky pramér byl 1,81 +
0,18 (Tab. 23 A). Median ¢asu zdvojeni bunécnych populaci hDDPSCs1-4 za 6 pasazi v 1 pasazi
byl 50,21 h a jejich aritmeticky pramér byl 54,05 + 12,89 h (Tab. 23 B).

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p cPD
PD mD hDDPSCsl 1,54 1,95 2,06 0,90 1,27 1,89 9,61
PD mD_hDDPSCs2 1,75 2,30 2,55 1,02 1,48 2,00 11,10
PD mD hDDPSCs3 1,90 2,49 2,19 1,07 1,29 1,94 10,88
PD mD hDDPSCs4 2,00 2,40 2,45 1,18 1,50 2,25 11,78
av_PD_mD hDDPSCs1-4 1,80 2,29 2,31 1,04 1,39 2,02
SDav_PD_mD_hDDPSCs1-4 0,20 0,24 0,23 0,12 0,12 0,16
m_PD_mD_hDDPSCs1-4 1,83 2,35 2,32 1,05 1,39 1,97

Tab. 23 A: Pocet popula¢nich zdvojeni hDDPSCs1-4 v pribéhu 4. — 9. v médiu D. Uveden median,
aritmeticky primér se smérodatnou odchylkou a medidn pocitano na jednotlivou pasdz a

kumulativni pocet populacnich zdvojeni/linie.

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p
DT mD hDDPSCsl 62,34 49,23 46,60 80,00 75,59 49,74
DT mD_hDDPSCs2 5486 41,74 37,65 70,59 64,86 47,00
DT mD hDDPSCs3 50,53 38,55 43,84 67,29 74,42 4845
DT mD hDDPSCs4 48,00 40,00 39,18 61,02 64,00 41,78

av_DT_mD_hDDPSCs1-4 53,93 4238 41,82 69,72 69,72 46,74
SDav DT mD_hDDPSCsl-4 628 475 413 792 613 349
m DT mD_hDDPSCs1-4 52,60 40,87 41,51 68,94 69,64 47,73

Tab. 23 B: Cas zdvojeni bunééné populace hDDPSCs1-4 v priibéhu 4. — 9. v médiu D. Uveden

median, aritmeticky primér se smérodatnou odchylkou a median pocitdno na jednotlivou pasaz.
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Median kumulativniho poc¢tu zdvojeni bunéénych populaci hDDPSCs1-4 za 6 pasazi v médiu E
byl 6,48 cPDs a jejich aritmeticky pramér byl 6,59 = 0,94 cPDs. Median zdvojeni bunécnych
populaci hDDPSCs1-4 v médiu E v jedné pasazi byl 0,94 a jejich aritmeticky prumér byl 1,10 +
0,14 (Tab. 24 A). Median ¢asu zdvojeni bunécnych populaci hDDPSCs1-4 za 6 pasazi v 1 pasazi
byl 94,97 h a jejich aritmeticky pramér byl 95,08 + 29,89 h (Tab. 24 B).

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p cPD
PD mE hDDPSCsl1 0,68 2,00 0,94 0,76 0,82 0,89 6,09
PD_mE hDDPSCs2 0,50 1,89 1,00 0,69 0,75 0,80 5,63
PD mE hDDPSCs3 0,80 2,14 1,10 0,80 0,99 1,05 6,88
PD mE hDDPSCs4 0,91 2,20 1,16 1,03 1,20 1,27 7,77
av_PD mE hDDPSCs1-4 0,72 2,06 1,05 0,82 0,94 1,00
SDav_PD_mE_hDDPSCs1-4 0,15 0,12 0,09 0,13 0,17 0,18
m_PD_mE_hDDPSCs1-4 0,74 2,07 1,05 0,78 0,91 0,97

Tab. 24 A: Pocet populacnich zdvojeni hDDPSCs1-4 v pribéhu 4. — 9. v médiu E. Uveden median,
aritmeticky prumér se smeérodatnou odchylkou a median pocitino na jednotlivou pasaz a

kumulativni pocet populacnich zdvojeni/linie.

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p
DT mE hDDPSCsl 141,18 48,00 102,13 94,74 117,07 105,62
DT mE_hDDPSCs2 192,00 50,79 96,00 104,35 128,00 117,50
DT mE hDDPSCs3 120,00 44,86 87,27 90,00 96,97 89,52
DT mE hDDPSCs4 105,49 43,64 82,76 69,90 80,00 74,02
av. DT mE hDDPSCs1-4 139,67 46,82 92,04 89,75 105,51 96,66
SDav_ DT mE_hDDPSCs1-4 37,84 322 8,69 14,51 21,32 18,96
m DT mE hDDPSCs1-4 130,59 46,43 91,64 92,37 107,02 97,57

Tab. 24 B: Cas zdvojeni bun&éné populace hDDPSCs1-4 v pribéhu 4. — 9. v médiu E. Uveden

median, aritmeticky primér se smérodatnou odchylkou a medidn pocitano na jednotlivou pasaz.
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Median kumulativniho poctu zdvojeni bunécnych populaci hDDPSCs1-4 za 6 pasazi v médiu F
byl 13,91 cPDs a jejich aritmeticky pramér byl 13,78 + 1,36 cPDs. Median zdvojeni bunécnych
populaci hDDPSCs1-4 v médiu F v jedné pasazi byl 2,51 a jejich aritmeticky pramér byl 2,30 +
0,23 (Tab. 25 A). Median ¢asu zdvojeni bunécnych populaci hDDPSCs1-4 za 6 pasazi v 1 pasazi
byl 36,57 h a jejich aritmeticky pramér byl 42,15 £ 12,18 h (Tab. 25 B).

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p cPD
PD mF hDDPSCsl 1,47 2,66 2,61 1,90 2,35 2,41 13,40
PD mF _hDDPSCs2 1,20 2,49 2,34 1,62 2,18 2,24 12,07
PD mF hDDPSCs3 1,65 2,90 2,88 2,30 2,72 2,76 15,21
PD mF hDDPSCs4 1,50 2,78 2,70 2,15 2,60 2,69 14,42
av_PD_mF hDDPSCs1-4 1,46 2,71 2,63 1,99 2,46 2,53
SDav_PD_mF _hDDPSCs1-4 0,19 0,18 0,23 0,30 0,24 0,24
m_PD_mF _hDDPSCs1-4 1,49 2,72 2,66 2,03 2,48 2,55

Tab. 25 A: Pocet populacnich zdvojeni hDDPSCs1-4 v prabéhu 4. — 9. v médiu F. Uveden median,
aritmeticky primér se smérodatnou odchylkou a medidn pocitano na jednotlivou pasdz a

kumulativni pocet populacnich zdvojeni/linie.

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p

DT mF hDDPSCsl 65,31 36,09 36,78 37,89 40,85 39,00
DT mF hDDPSCs2 80,00 38,55 41,03 44,44 44,04 41,96
DT mF _hDDPSCs3 58,18 33,10 33,33 31,30 3529 34,94
DT mF hDDPSCs4 64,00 34,53 3556 3349 36,92 3494
av_DT _mF hDDPSCs1-4 66,87 3557 36,67 36,78 39,28 37,71
SDav_DT mF _hDDPSCs1-4 9,28 2,33 3,23 5,80 3,94 3,42

m DT _mF _hDDPSCs1-4 64,66 3531 36,17 35,69 38,89 36,97

Tab. 25 B: Cas zdvojeni bunééné populace hDDPSCs1-4 v priibéhu 4. — 9. v médiu F. Uveden

median, aritmeticky primér se smérodatnou odchylkou a median pocitdno na jednotlivou pasaz.
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Median kumulativniho poc¢tu zdvojeni bunéénych populaci hDDPSCs1-4 za 6 pasazi v médiu G
byl 10,16 cPDs a jejich aritmeticky primér byl 10,22 + 1,22 cPDs. Median zdvojeni bunéénych
populaci hDDPSCs1-4 v médiu G v jedné pasazi byl 1,71 a jejich aritmeticky primér byl 1,7 +
0,21 (Tab. 26 A). Median ¢asu zdvojeni bunécnych populaci hDDPSCs1-4 za 6 pasazi v 1 pasazi
byl 55,56 h a jejich aritmeticky pramér byl 77,77 £ 66,61 h (Tab. 26 B).

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p cPD
PD mG hDDPSCsl 0,58 1,80 3,19 1,97 1,59 1,79 10,92
PD mG hDDPSCs2 0,30 1,42 2,94 1,68 1,20 1,45 8,99
PD mG hDDPSCs3 0,43 1,71 3,00 1,59 1,10 1,56 9,39
PD mG hDDPSCs4 0,72 1,99 3,34 2,03 1,58 1,90 11,56
av_PD_mG_hDDPSCs1-4 0,51 1,73 3,12 1,82 1,37 1,67
SDav_PD_mG_hDDPSCs1-4 0,18 0,24 0,18 0,22 0,25 0,21
m_PD_mG_hDDPSCs1-4 0,51 1,76 3,10 1,82 1,39 1,67

Tab. 26 A: Pocet popula¢nich zdvojeni hDDPSCs1-4 v pribéhu 4. — 9. v médiu G. Uveden median,
aritmeticky primér se smérodatnou odchylkou a medidn pocitdno na jednotlivou pasdz a

kumulativni pocet populacnich zdvojeni/linie.

4.p 5p 6.p 7.p 8.p 9p
DT mG_hDDPSCsl 165,52 53,33 30,09 36,55 60,38 52,51
DT mG_hDDPSCs2 320,00 67,61 32,65 42,86 80,00 64,83
DT mG_hDDPSCs3 223,26 56,14 32,00 45,28 87,27 60,26
DT mG hDDPSCs4 133,33 48,24 28,74 3547 60,76 4947

av_DT mG_hDDPSCs1-4 210,53 56,33 30,87 40,04 72,10 56,77
SDav_DT mG_hDDPSCs1-4 81,92 8,20 1,79 4,78 13,65 7,03
m DT mG_hDDPSCs1-4 194,39 54,74 31,05 39,70 70,38 56,39

Tab. 26 B: Cas zdvojeni bunééné populace hDDPSCs1-4 v pribéhu 4. — 9. v médiu G. Uveden

median, aritmeticky primér se smérodatnou odchylkou a median pocitano na jednotlivou pasaz.
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Median kumulativniho poc¢tu zdvojeni bunéénych populaci hDDPSCs1-4 za 6 pasazi v médiu H
byl 5,55 cPDs a jejich aritmeticky pramér byl 5,38 + 0,94 cPDs. Median zdvojeni bunécnych
populaci hDDPSCs1-4 v médiu H v jedné pasazi byl 0,90 a jejich aritmeticky primér byl 0,90 +
0,16 (Tab. 27 A). Median ¢asu zdvojeni bunécnych populaci hDDPSCs1-4 za 6 pasazi v 1 pasazi
byl 105,24 h a jejich aritmeticky pramér byl 114,27 +£ 42,23 h (Tab. 27 B).

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p cPD
PD mH hDDPSCsl 0,59 1,22 0,87 1,01 0,82 0,87 5,38
PD mH hDDPSCs2 0,31 0,99 0,70 0,89 0,59 0,62 4,10
PD mH hDDPSCs3 0,70 1,42 0,95 1,20 0,94 1,13 6,34
PD mH hDDPSCs4 0,64 1,19 0,90 1,10 0,91 0,98 5,72
av_PD mH hDDPSCs1-4 0,56 1,21 0,85 1,05 0,81 0,90
SDav_PD_mH_hDDPSCs1-4 0,17 0,18 0,11 0,13 0,16 0,22
m_PD_mH_hDDPSCs1-4 0,62 1,21 0,88 1,05 0,86 0,92

Tab. 27 A: Pocet populaénich zdvojeni hDDPSCs1-4 v prib¢hu 4. — 9. v médiu H. Uveden median,
aritmeticky prumér se smeérodatnou odchylkou a median pocitdno na jednotlivou pasaz a

kumulativni pocet populacnich zdvojeni/linie.

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p
DT mH_ hDDPSCsl 162,71 78,69 110,34 71,29 117,07 108,05
DT mH_hDDPSCs2 309,68 96,97 137,14 80,90 162,71 151,61
DT mH hDDPSCs3 137,14 67,61 101,05 60,00 102,13 83,19
DT mH hDDPSCs4 150,00 80,67 106,67 65,45 105,49 95,92
av._ DT mH hDDPSCs1-4 189,88 80,98 113,80 69,41 121,85 109,69
SDav_ DT mH _hDDPSCs1-4 80,54 12,11 16,02 8,94 27,98 29,73
m DT mH_hDDPSCs1-4 156,36 79,68 108,51 68,37 111,28 101,98

Tab. 27 B: Cas zdvojeni bun&ené populace hDDPSCs1-4 v priibéhu 4. — 9. v médiu H. Uveden

median, aritmeticky pramér se smérodatnou odchylkou a median pocitano na jednotlivou pasaz.
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Median kumulativniho poc¢tu zdvojeni bunécnych populaci hDDPSCs1-4 za 6 pasazi v médiu I byl
25,30 cPDs a jejich aritmeticky primér byl 25,38 £ 0,94 cPDs. Median zdvojeni bunécnych
populaci hDDPSCs1-4 v médiu I v jedné pasazi byl 4,35 a jejich aritmeticky pramér byl 4,23 +
0,16 (Tab. 28 A). Median ¢asu zdvojeni bunécnych populaci hDDPSCs1-4 za 6 pasazi v 1 pasazi
byl 20,84 h a jejich aritmeticky pramér byl 27,25 £ 16,07 h (Tab. 28 B).

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p cPD
PD ml hDDPSCsl 1,55 2,39 3,79 4,69 5,57 6,50 24,49
PD_ml hDDPSCs2 2,02 2,79 4,05 5,00 5,88 6,70 26,44
PD ml hDDPSCs3 1,63 2,29 3,72 4,77 5,68 6,61 24,70
PD ml hDDPSCs4 1,94 2,67 3,94 4,89 5,73 6,73 25,90
av_PD ml hDDPSCs1-4 1,79 2,54 3,88 4,84 5,72 6,64
SDav_PD_ml_hDDPSCs14 0,23 0,23 0,15 0,14 0,13 0,10
m PD ml hDDPSCs1-4 1,79 2,53 3,87 4,83 5,71 6,66

Tab. 28 A: Pocet populacnich zdvojeni hDDPSCs1-4 v priibéhu 4. — 9. v médiu I. Uveden median,
aritmeticky prumér se smeérodatnou odchylkou a median pocitdno na jednotlivou pasaz a

kumulativni pocet populacnich zdvojeni/linie.

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p

DT ml hDDPSCsl1 61,94 40,17 25,33 15,35 17,24 14,46
DT ml hDDPSCs2 47,52 34,41 23,70 14,40 16,33 14,03
DT ml hDDPSCs3 58,90 41,92 2581 15,09 16,90 14,22
DT ml_hDDPSCs4 49,48 3596 24,37 15,69 16,75 13,97
av_DT ml_ hDDPSCs1-4 54,46 38,11 24,80 15,13 16,80 14,17
SDav_DT _ml_hDDPSCs1-4 7,04 3,52 0,95 0,55 0,38 0,22

m DT ml_hDDPSCs1-4 54,19 38,06 24,85 15,22 16,83 14,13

Tab. 28 B: Cas zdvojeni bun&né populace hDDPSCs1-4 v pribéhu 4. — 9. v médiu 1. Uveden

median, aritmeticky pramér se smérodatnou odchylkou a median pocitano na jednotlivou pasaz.
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Median kumulativniho poctu zdvojeni bunécnych populaci hDDPSCs1-4 za 6 pasazi v médiu J byl
13,03 ¢PDs a jejich aritmeticky primér byl 12,91 + 0,87 cPDs. Median zdvojeni bunécnych
populaci hDDPSCs1-4 v médiu J v jedné pasazi byl 2,15 a jejich aritmeticky pramér byl 2,15 +
0,15 (Tab. 29 A). Median ¢asu zdvojeni bunécnych populaci hDDPSCs1-4 za 6 pasazi v 1 pasazi
byl 43,01 h a jejich aritmeticky pramér byl 48,66 + 20,61 h (Tab. 29 B).

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p cPD
PD _mJ hDDPSCsl 1,43 1,13 1,87 2,34 2,56 3,22 12,55
PD mJ hDDPSCs2 1,21 0,99 1,62 2,25 2,60 3,19 11,86
PD mJ hDDPSCs3 1,60 1,45 1,99 2,41 2,70 3,35 13,50
PD mJ] hDDPSCs4 1,59 1,45 2,03 2,51 2,75 3,40 13,73
av_PD_mJ hDDPSCs1-4 1,46 1,26 1,88 2,38 2,65 3,29
SDav_PD_mJ_hDDPSCs1-4 0,18 0,23 0,18 0,11 0,09 0,10
m _PD mJ hDDPSCs1-4 1,51 1,29 1,93 2,38 2,65 3,29

Tab. 29 A: Pocet populacnich zdvojeni hDDPSCs1-4 v pribéhu 4. — 9. v médiu J. Uveden medién,
aritmeticky primér se smérodatnou odchylkou a medidn pocitano na jednotlivou pasdz a

kumulativni pocet populacnich zdvojeni/linie.

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p

DT mJ hDDPSCsl 67,13 84,96 51,34 30,77 37,50 29,19
DT mJ hDDPSCs2 79,34 96,97 59,26 32,00 36,92 29,47
DT mJ hDDPSCs3 60,00 66,21 48,24 29,88 35,56 28,06
DT mJ hDDPSCs4 60,38 66,21 47,29 28,69 3491 27,65
av_DT mJ_hDDPSCs1-4 66,71 78,58 51,53 30,33 36,22 28,59
SDav_DT mJ_hDDPSCs1-4 9,03 15,11 5,43 1,40 1,20 0,88

m DT mJ_hDDPSCs1-4 63,75 75,58 49,79 30,32 36,24 28,63

Tab. 29 B: Cas zdvojeni bun&éné populace hDDPSCs1-4 v pribéhu 4. — 9. v médiu J. Uveden

median, aritmeticky primér se smérodatnou odchylkou a median pocitdno na jednotlivou pasaz.
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Median kumulativniho poc¢tu zdvojeni bunéénych populaci hDDPSCs1-4 za 6 pasazi v médiu K
byl 16,19 cPDs a jejich aritmeticky primér byl 16,30 + 0,87 cPDs. Median zdvojeni bunéénych
populaci hDDPSCs1-4 v médiu K v jedné pasazi byl 2,89 a jejich aritmeticky primér byl 2,72
+0,15 (Tab. 30 A). Median casu zdvojeni bunéénych populaci hDDPSCs1-4 za 6 pasazi v 1 pasazi
byl 33,33 h a jejich aritmeticky pramér byl 38,12 £ 15,95 h (Tab. 30 B).

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p cPD
PD mK_ hDDPSCsl 2,65 3,57 2,95 0,99 2,73 3,18 16,07
PD_mK_ hDDPSCs2 2,41 3,46 2,88 0,90 2,66 3,05 15,36
PD mK hDDPSCs3 2,86 3,74 3,20 1,31 2,92 3,42 17,45
PD mK_ hDDPSCs4 2,70 3,50 3,03 1,00 2,83 3,25 16,31
av_PD_mK hDDPSCs1-4 2,66 3,57 3,02 1,05 2,79 3,23
SDav_PD_mK hDDPSCs14 0,19 0,12 0,14 0,18 0,11 0,15
m PD mK hDDPSCs1-4 2,68 3,54 2,99 1,00 2,78 3,22

Tab. 30 A: Pocet populaénich zdvojeni hDDPSCs1-4 v prib¢hu 4. — 9. v médiu K. Uveden median,
aritmeticky primér se smeérodatnou odchylkou a median pocitdno na jednotlivou pasaz a

kumulativni pocet populacnich zdvojeni/linie.

4.p 5p 6.p 7.p 8.p 9p
DT mK_ hDDPSCsl 36,23 26,89 32,54 72,73 35,16 29,47
DT mK_ hDDPSCs2 39,83 27,75 33,33 80,00 36,09 30,82
DT mK_hDDPSCs3 33,57 25,67 30,00 5496 32,88 27,49
DT mK hDDPSCs4 35,56 27,43 31,68 72,00 33,92 28,92

av_DT mK hDDPSCs1-4 36,30 26,93 31,80 69,92 34,51 29,17
SDav_DT mK _hDDPSCs1-4 2,62 0,91 1,43 10,61 1,41 1,38
m DT mK hDDPSCs1-4 3589 27,16 32,11 72,36 34,54 29,20

Tab. 30 B: Cas zdvojeni bunééné populace hDDPSCs1-4 v pribéhu 4. — 9. v médiu K. Uveden

median, aritmeticky pramér se smérodatnou odchylkou a median pocitano na jednotlivou pasaz.
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Median kumulativniho poctu zdvojeni bunéénych populaci hDDPSCs1-4 za 6 pasazi v médiu L
byl 6,17 cPDs a jejich aritmeticky pramér byl 6,23 + 0,86 cPDs. Median zdvojeni bunécnych
populaci hDDPSCs1-4 v médiu L v jedné pasazi byl 0,99 a jejich aritmeticky pramér byl 1,04 +
0,15 (Tab. 31 A). Median ¢asu zdvojeni bunécnych populaci hDDPSCs1-4 za 6 pasazi v 1 pasazi
byl 97,55 h a jejich aritmeticky pramér byl 100,18 + 31,61 h (Tab. 31 B).

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p cPD
PD _mlL hDDPSCsl1 0,93 1,82 1,00 0,50 1,06 1,24 6,55
PD_mL hDDPSCs2 0,99 1,90 1,20 0,65 1,20 1,33 7,27
PD _mL hDDPSCs3 0,67 1,61 0,90 0,51 0,99 1,11 5,79
PD mlL hDDPSCs4 0,59 1,56 0,85 0,40 0,83 1,09 5,32
av PD_mlL_hDDPSCs 0,79 1,72 0,99 0,51 1,02 1,19
SD_av PD_mL_hDDPSCs 0,19 0,16 0,15 0,10 0,15 0,11
m PD_mL_hDDPSCs 0,80 1,72 0,95 0,50 1,03 1,18

Tab. 31 A: Pocet populacnich zdvojeni hDDPSCs1-4 v pribéhu 4. — 9. v médiu L. Uveden median,
aritmeticky prumér se smeérodatnou odchylkou a median pocitdno na jednotlivou pasaz a

kumulativni pocet populacnich zdvojeni/linie.

4.p 5p 6.p 7.p 8.p 9p

DT mL hDDPSCs1 103,23 52,75 96,00 144,00 90,57 75,81
DT mL hDDPSCs2 96,97 50,53 80,00 110,77 80,00 70,68
DT mL _hDDPSCs3 143,28 59,63 106,67 141,18 96,97 86,24
DT mL hDDPSCs4 162,71 61,54 112,94 180,00 115,66 86,24
av._ DT mL_hDDPSCs1-4 126,55 56,11 98,90 143,99 95,80 79,74
SDav DT mL_hDDPSCs1-4 31,66 530 14,41 28,33 14,98 7,79

m DT mL_hDDPSCs1-4 123,26 56,19 101,33 142,59 93,77 81,02

Tab. 31 B: Cas zdvojeni bunééné populace hDDPSCs1-4 v prabéhu 4. — 9. v médiu. Uveden

median, aritmeticky primér se smérodatnou odchylkou a median pocitano na jednotlivou pasaz.
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4.3.3. hNDPSCs

Median kumulativniho poc¢tu zdvojeni bunéénych populaci hNDPSCs1-4 za 6 pasazi v médiu A
byl 12,27 cPDs a jejich aritmeticky primér byl 12,22 + 0,61 cPDs. Median zdvojeni bunéénych
populaci hNDPSCs1-4 v médiu A v jedné pasazi byl 1,93 a jejich aritmeticky pramér byl 2,04 +
0,09 (Tab. 32 A). Median ¢asu zdvojeni bunécnych populaci ANDPSCs1-4 za 6 pasazi v 1 pasazi
byl 44,62 h a jejich aritmeticky primér byl 47,58 + 12,19 h (Tab. 32 B).

4.p 5p 6.p 7.p 8.p 9p cPD
PD mA hNDPSCsl 2,20 3,08 1,40 1,60 1,77 2,07 12,13
PD mA hNDPSCs2 2,01 3,00 1,23 1,58 1,63 2,00 11,45
PD mA hNDPSCs3 2,35 3,12 1,65 1,84 1,80 2,14 12,90
PD mA hNDPSCs4 2,14 3,10 1,52 1,77 1,77 2,11 12,41
av_PD_mA_ hNDPSCs1-4 2,18 3,08 1,45 1,70 1,74 2,08
SDav_PD_mA_hNDPSCs1-4 0,12 0,05 0,15 0,11 0,07 0,05
m_PD_mA_hNDPSCs1-4 2,17 3,09 1,46 1,68 1,77 2,09

Tab. 32 A: Pocet populacnich zdvojeni ANDPSCs1-4 v prubéhu 4. — 9. v médiu A. Uveden median,
aritmeticky primér se smeérodatnou odchylkou a median pocitdno na jednotlivou pasaz a

kumulativni pocet populacnich zdvojeni/linie.

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p
DT mA hNDPSCsl 43,64 31,17 68,57 45,00 54,24 4541
DT mA hNDPSCs2 47,76 32,00 78,05 45,57 58,90 47,00
DT mA hNDPSCs3 40,85 30,77 58,18 39,13 53,33 43,93
DT mA hNDPSCs4 4486 30,97 63,16 40,68 54,24 44,55

av_ DT _mA_hNDPSCs1-4 4428 3123 66,99 42,59 5518 4522
SDav DT mA hNDPSCsl-4 286 0,54 851 318 252 133
m DT _mA_hNDPSCs1-4 4425 31,07 6586 42,84 5424 44,98

Tab. 32 B: Cas zdvojeni bun&éné populace hNDPSCs1-4 v pribéhu 4. — 9. v médiu A. Uveden

median, aritmeticky pramér se smérodatnou odchylkou a median pocitano na jednotlivou pasaz.
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Median kumulativniho poc¢tu zdvojeni bunéénych populaci ANDPSCs1-4 za 6 pasazi v médiu B
byl 24,14 cPDs a jejich aritmeticky primér byl 24,18 + 1,19 cPDs. Median zdvojeni bunéénych
populaci hANDPSCs1-4 v médiu B v jedné pasazi byl 4,06 a jejich aritmeticky pramér byl 4,03 +
0,17 (Tab. 33 A). Median ¢asu zdvojeni bunécnych populaci ANDPSCs1-4 za 6 pasazi v 1 pasazi
byl 23,31 h a jejich aritmeticky pramér byl 23,05 h &+ 3,73 h (Tab. 33 B).

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p cPD
PD mB hNDPSCsl 4,61 3,95 3,65 3,91 3,17 4,00 23,29
PD_mB_hNDPSCs2 4,72 4,12 3,95 4,25 3,63 4,32 24,99
PD _mB_hNDPSCs3 4,81 4,26 4,02 4,37 3,69 4,25 25,40
PD mB hNDPSCs4 4,59 3,89 3,56 3,85 3,14 3,99 23,02
av._PD_mB_hNDPSCs1-4 4,68 4,06 3,80 4,10 3,41 4,14
SDav_PD_mB_hNDPSCs1-4 0,09 0,15 0,19 0,22 0,25 0,15
m PD mB_ hNDPSCs1-4 4,67 4,04 3,80 4,08 3,40 4,13

Tab. 33 A: Pocet populacnich zdvojeni ANDPSCs1-4 v priibéhu 4. — 9. v médiu B. Uveden median,
aritmeticky prumér se smeérodatnou odchylkou a median pocitdno na jednotlivou pasaz a

kumulativni pocet populacnich zdvojeni/linie.

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p

DT mB hNDPSCsl 20,82 2430 26,30 18,41 30,28 23,50
DT mB hNDPSCs2 20,34 23,30 24,30 16,94 2645 21,76
DT mB hNDPSCs3 19,96 22,54 23,88 16,48 26,02 22,12
DT mB hNDPSCs4 20,92 24,68 26,97 18,70 30,57 23,56
av_DT_mB_hNDPSCs1-4 20,51 23,70 25,36 17,63 2833 22,73
SDav_ DT mB_hNDPSCs14 0,44 0,97 1,50 1,09 2,43 0,93

m DT _mB_hNDPSCs1-4 20,58 23,80 25,30 17,68 2837 22,81

Tab. 33 B: Cas zdvojeni bun&né populace hNDPSCs1-4 v priibéhu 4. — 9. v médiu B. Uveden

median, aritmeticky primér se smérodatnou odchylkou a median pocitdno na jednotlivou pasaz.
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Median kumulativniho poc¢tu zdvojeni bunéénych populaci ANDPSCs1-4 za 6 pasazi v médiu C
byl 29,56 cPDs a jejich aritmeticky priamér byl 29,46 = 1,03 cPDs. Median zdvojeni bunéénych
populaci hNDPSCs1-4 v médiu C v jedné pasazi byl 4,74 a jejich aritmeticky pramér byl 4,19 +
0,15 (Tab. 34 A). Median ¢asu zdvojeni bunécnych populaci ANDPSCs1-4 za 6 pasazi v 1 pasazi
byl 17,68 h a jejich aritmeticky pramér byl 19,96 + 5,94 h (Tab. 34 B).

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p cPD
PD mC hNPSCsl 5,29 7,14 5,69 4,05 3,07 3,73 28,97
PD mC hNPSCs2 5,40 7,33 5,94 4,27 3,56 3,97 30,47
PD mC hNPSCs3 5,13 7,01 5,50 3,97 3,00 3,65 28,26
PD mC hNDPSCs4 5,37 7,26 5,89 4,26 3,49 3,89 30,16
av_PD_mC_hNDPSCs1-4 5,30 7,18 5,76 4,14 3,28 3,81
SDav_PD_mC_hNDPSCs1-4 0,10 0,12 0,17 0,13 0,25 0,13
m_PD mC hNDPSCs1-4 5,33 7,20 5,79 4,16 3,28 3,81

Tab. 34 A: Pocet populacnich zdvojeni ANDPSCs1-4 v priibéhu 4. — 9. v médiu C. Uveden median,
aritmeticky primér se smérodatnou odchylkou a medidn pocitano na jednotlivou pasdz a

kumulativni pocet populacnich zdvojeni/linie.

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p

DT mC _hNDPSCsl 18,15 13,45 16,87 17,78 31,27 25,20
DT mC hNDPSCs2 17,78 13,10 16,16 16,86 26,97 23,68
DT mC hANPSCs3 18,71 13,69 17,45 18,14 32,00 25,75
DT mC_hANPSCs4 17,88 13,22 16,30 16,90 27,51 24,16
av_DT_mC_hNDPSCs1-4 18,13 13,37 16,70 17,42 2944 24,70
SDav_DT_mC_hNPSCs1-4 0,42 0,26 0,59 0,64 2,57 0,95

m DT _mC_hNDPSCs1-4 18,01 13,33 16,59 17,34 29,39 24,68

Tab. 34 B: Cas zdvojeni bun&éné populace ANDPSCs1-4 v priibéhu 4. — 9. v médiu C. Uveden

median, aritmeticky primér se smérodatnou odchylkou a medién pocitdno na jednotlivou pasaz.

58



Median kumulativniho poc¢tu zdvojeni bunécnych populaci hNDPSCs1-4 za 6 pasazi v médiu D
byl 68,00 cPDs a jejich aritmeticky pramér byl 68,29 + 1,13 cPDs. Median zdvojeni bunécnych
populaci hNDPSCs1-4 v médiu D v jedné pasazi byl 11,06 a jejich aritmeticky prumér byl 11,38 +
0,19 (Tab. 35 A). Median ¢asu zdvojeni bunécnych populaci ANDPSCs1-4 za 6 pasazi v 1 pasazi
byl 16,89 h a jejich aritmeticky pramér byl 16,35 + 1,38 h (Tab. 35 B).

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p cPD

PD mD hNDPSCsl 11,38 9,69 15,86 11,10 8,86 10,52 67,41
PD_mD_hNDPSCs2 11,84 10,01 16,03 11,65 9,23 11,00 69,76
PD mD hNDPSCs3 11,56 10,00 15,97 11,45 8,90 10,72 68,60
PD mD hNDPSCs4 11,22 9,52 15,99 11,21 8,61 10,84 67,39
av PD_mD_ hNDPSCs1-4 11,50 9,81 15,96 11,35 8,90 10,77

SD_av PD_mD_hNDPSCs1-4 0,23 0,21 0,06 0,21 0,22 0,18

mPD _mD hNDPSCs1-4 11,47 9,85 15,98 11,33 8,88 10,78

Tab. 35 A: Pocet populacnich zdvojeni hNDPSCs1-4 v priibéhu 4. — 9. v médiu D; uveden median,
aritmeticky prumér se smérodatnou odchylkou a medidn; pocitdno na jednotlivou pasaz a

kumulativni pocet populacnich zdvojeni/linie.

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p
DT mD hNDPSCsl 8,44 9,91 6,05 6,49 10,84 8,94
DT mD_hNDPSCs2 8,11 9,59 5,99 6,18 10,40 8,55
DT mD hNDPSCs3 8,30 9,60 6,01 6,29 10,79 8,77
DT mD hNDPSCs4 8,56 10,08 6,00 6,42 11,15 8,67

av_ DT mD_hNDPSCs1-4 835 980 601 634 10,79 873
SDav DT mD hNDPSCsl-4 0,19 024 0,03 0,14 031 0,16
m DT mD_hNDPSCs1-4 837 975 601 636 10,81 872

Tab. 35 B: Cas zdvojeni bunééné populace hNDPSCs1-4 v pribéhu 4. — 9. v médiu D; uveden

median, aritmeticky pramér se smérodatnou odchylkou a median; pocitdno na jednotlivou pasaz.
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Median kumulativniho poc¢tu zdvojeni bunéénych populaci hNDPSCs1-4 za 6 pasazi v médiu E
byl 26,33 cPDs a jejich aritmeticky primér byl 26,39 £+ 1,31 cPDs. Median zdvojeni bunécnych
populaci hNDPSCs1-4 v médiu E v jedné paséazi byl 3,70 a jejich aritmeticky prumér byl 4,40 +
0,19 (Tab. 36 A). Median ¢asu zdvojeni bunécnych populaci ANDPSCs1-4 za 6 pasazi v 1 pasazi
byl 23,13 h a jejich aritmeticky pramér byl 24,71 £ 10,69 h (Tab. 36 B).

Tab. 36 A: Pocet popula¢nich zdvojeni ANDPSCs1-4 v pribéhu 4. — 9. v médiu E; uveden median,

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p cPD
PD mE hNDPSCsl 6,51 7,10 4,48 2,78 2,25 2,86 25,97
PD mE hNDPSCs2 6,37 6,85 4,23 2,55 2,14 2,75 24,89
PD mE hNDPSCs3 6,62 7,17 4,51 3,01 2,44 2,93 26,68
PD mE hNDPSCs4 7,00 7,51 4,90 3,05 2,60 2,96 28,02
av_PD _mE_hNDPSCs1-4 6,62 7,16 4,53 2,85 2,36 2,87
SDav_PD_mE_hNDPSCs1-4 0,23 0,24 0,24 0,20 0,18 0,08
m_PD_mE hNDPSCs1-4 6,56 7,13 4,49 2,90 2,34 2,89

aritmeticky prumér se smérodatnou odchylkou a medidn; pocitdno na jednotlivou pasaz a

kumulativni pocet populacnich zdvojeni/linie.

Tab. 36 B: Cas zdvojeni bun&né populace hNDPSCs1-4 v pribéhu 4. — 9. v médiu E; uveden

median, aritmeticky primér se smérodatnou odchylkou a median; po€itdno na jednotlivou pasaz.

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p

DT mE hNDPSCsl 14,75 13,52 21,43 2590 42,67 32,87
DT mE hNDPSCs2 15,07 14,01 22,770 28,24 4486 34,18
DT mE hNDPSCs3 14,50 13,39 21,29 23,92 39,34 32,08
DT mE hNDPSCs4 13,71 12,78 19,59 23,61 36,92 31,76
av_DT _mE_hNDPSCs1-4 14,51 13,43 21,25 2542 4095 32,72
SDav_DT_mE_hNDPSCs1-4 0,58 0,51 1,27 2,14 3,51 1,08

m DT _mE_hNDPSCs1-4 14,63 13,46 21,36 2491 41,01 32,47
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Median kumulativniho poctu zdvojeni bunécnych populaci hNDPSCs1-4 za 6 pasazi v médiu F
byl 24,46 cPDs a jejich aritmeticky primér byl 24,75 + 0,95 cPDs. Median zdvojeni bunéénych
populaci hNDPSCs1-4 v médiu F v jedné pasdzi byl 4,10 a jejich aritmeticky pramér byl 4,12 +
0,16 (Tab. 37 A). Median ¢asu zdvojeni bunécnych populaci ANDPSCs1-4 za 6 pasazi v 1 pasazi
byl 22,77 h a jejich aritmeticky pramér byl 22,35 £ 1,52 h (Tab. 37 B).

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p cPD
PD mF hNDPSCsl 4,55 4,15 4,71 3,09 3,72 3,81 24,03
PD_mF_hNDPSCs2 4,42 4,10 4,77 3,08 3,77 3,89 24,03
PD mF_hNDPSCs3 4,34 4,08 4,75 3,34 4,12 4,26 24,89
PD mF hNDPSCs4 4,69 4,28 4,99 3,45 4,24 4,39 26,04
av_PD_mF hNDPSCs1-4 4,50 4,15 4,81 3,24 3,96 4,09
SDav_PD_mF hNDPSCs14 0,13 0,08 0,11 0,16 0,22 0,24
m _PD mF hNDPSCs1-4 4,49 4,13 4,76 3,22 3,95 4,08

Tab. 37 A: Pocet populacnich zdvojeni hNDPSCs1-4 v pribchu 4. — 9. v médiu F; uveden median,
aritmeticky primér se smérodatnou odchylkou a medidn; pocitdno na jednotlivou pasaz a

kumulativni pocet populacnich zdvojeni/linie.

4.p 5p 6.p 7.p 8.p 9p

DT mF hNDPSCsl 21,10 23,13 20,38 23,30 25,81 24,67
DT mF hNDPSCs2 21,72 2341 20,13 23,38 25,46 24,16
DT mF_hNDPSCs3 22,12 23,53 20,21 21,56 23,30 22,07
DT mF hNDPSCs4 20,47 22,43 19,24 20,87 22,64 2141
av._ DT mF hNDPSCs1-4 21,35 23,13 19,99 2228 2430 23,08
SDav_ DT mF hNDPSCs1-4 0,72 0,49 0,51 1,26 1,57 1,58

m DT mF hNDPSCs1-4 21,41 23,27 20,17 22,43 24,38 23,12

Tab. 37 B: Cas zdvojeni bun&éné populace hNDPSCs1-4 v priibéhu 4. — 9. v médiu F; uveden

median, aritmeticky primér se smérodatnou odchylkou a median; pocitdno na jednotlivou pasaz.
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Median kumulativniho poc¢tu zdvojeni bunéénych populaci hANDPSCs1-4 za 6 pasazi v médiu G
byl 37,57 cPDs a jejich aritmeticky pramér byl 37,54 = 1,03 cPDs. Median zdvojeni bunécnych
populaci hANDPSCs1-4 v médiu G v jedné pasazi byl 6,05 a jejich aritmeticky primér byl 6,26 +
0,16 (Tab. 38 A). Median ¢asu zdvojeni bunécnych populaci ANDPSCs1-4 za 6 pasazi v 1 pasazi
byl 15,86 h a jejich aritmeticky pramér byl 15,70 + 4,87 h (Tab. 38 B).

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p cPD
PD mG _hNDPSCsl 6,84 6,12 5,96 9,09 4,19 5,59 37,79
PD_mG_hNDPSCs2 6,50 5,86 5,76 8,91 3,99 5,26 36,28
PD mG _hNDPSCs3 6,78 6,14 5,99 9,00 4,03 5,41 37,35
PD mG hNDPSCs4 6,97 6,24 6,01 9,26 4,50 5,78 38,76
av_PD mG hNDPSCs1-4 6,77 6,09 5,93 9,07 4,18 5,51
SDav_PD_mG_hNDPSCs14 0,17 0,14 0,10 0,13 0,20 0,19
m _PD mG _hNDPSCs1-4 6,81 6,13 5,97 9,05 4,11 5,50

Tab. 38 A: Pocet populacnich zdvojeni hNDPSCs1-4 v priibéhu 4. — 9. v médiu G; uveden median,
aritmeticky prumér se smérodatnou odchylkou a medidn; pocitdno na jednotlivou pasaz a

kumulativni pocet populacnich zdvojeni/linie.

4.p 5p 6.p 7.p 8.p 9p
DT mG_hNDPSCsl 14,04 15,69 16,11 7,92 2291 16,82
DT mG_hNDPSCs2 14,77 16,38 16,67 8,08 24,06 17,87
DT mG_hNDPSCs3 14,16 15,64 16,03 8,00 23,82 17,38
DT mG hNDPSCs4 13,77 15,38 15,97 7,78 21,33 16,26

av_ DT mG_hNDPSCs1-4 1419 1577 16,19 794 23,03 17,08
SDav DT mG_hNDPSCsl-4 042 043 032 013 124 0,70
m DT _mG_hNDPSCs1-4 14,10 1566 16,07 796 2337 17,10

Tab. 38 B: Cas zdvojeni bunééné populace hNDPSCs1-4 v pribéhu 4. — 9. v médiu G; uveden

median, aritmeticky primér se smérodatnou odchylkou a median; pocitdno na jednotlivou pasaz.
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Median kumulativniho poc¢tu zdvojeni bunéénych populaci hANDPSCs1-4 za 6 pasazi v médiu H
byl 22,56 cPDs a jejich aritmeticky prumér byl 22,44 + 1,05 cPDs. Median zdvojeni bunéénych
populaci hNDPSCs1-4 v médiu H v jedné pasazi byl 3,02 a jejich aritmeticky primér byl 3,74 +
0,16 (Tab. 39 A). Median ¢asu zdvojeni bunécnych populaci ANDPSCs1-4 za 6 pasazi v 1 pasazi
byl 31,83 h a jejich aritmeticky pramér byl 28,47 + 11,40 h (Tab. 39 B).

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p cPD
PD mH hNDPSCsl 6,79 3,00 2,96 4,55 2,11 2,65 22,06
PD_mH hNDPSCs2 6,54 2,94 2,85 4,31 2,02 2,49 21,15
PD mH hNDPSCs3 6,90 3,22 3,00 4,85 2,30 2,80 23,07
PD mH hNDPSCs4 7,00 3,11 3,02 4,90 2,50 2,95 23,48
av._PD_mH hNDPSCs1-4 6,81 3,07 2,96 4,65 2,23 2,72
SDav_PD_mH_hNDPSCs14 0,17 0,11 0,07 0,24 0,18 0,17
m PD mH _hNDPSCs1-4 6,84 3,06 2,98 4,70 2,21 2,72

Tab. 39 A: Pocet populacnich zdvojeni hNDPSCs1-4 v priibéhu 4. — 9. v médiu H; uveden median,
aritmeticky prumér se smérodatnou odchylkou a medidn; pocitdno na jednotlivou pasaz a

kumulativni pocet populacnich zdvojeni/linie.

4.p 5p 6.p 7.p 8.p 9p
DT mH hNDPSCsl 14,14 32,00 32,43 15,82 45,50 35,47
DT mH hNDPSCs2 14,68 32,65 33,68 16,71 47,52 35,47
DT mH_hNDPSCs3 13,91 29,81 32,00 14,85 41,74 33,57
DT mH hNDPSCs4 13,71 30,87 31,79 14,69 38,40 31,86

av_ DT mH_hNDPSCs1-4 1411 3133 3248 1552 4329 34,09
SDav DT mH hNDPSCsl-4 042 125 085 094 405 1,74
m DT _mH_hNDPSCs1-4 14,03 3143 3222 1533 43,62 34,52

Tab. 39 B: Cas zdvojeni bunééné populace hNDPSCs1-4 v pribéhu 4. — 9. v médiu H; uveden

median, aritmeticky primér se smérodatnou odchylkou a median; pocitdno na jednotlivou pasaz.
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Median kumulativniho poc¢tu zdvojeni bunécnych populaci ANDPSCs1-4 za 6 pasazi v médiu I byl
48,33 cPDs a jejich aritmeticky primér byl 48,49 £+ 1,55 cPDs. Median zdvojeni bunécnych
populaci hNDPSCs1-4 v médiu I v jedné paséazi byl 8,12 a jejich aritmeticky primér byl 8,08 +
0,23 (Tab. 40 A). Median ¢asu zdvojeni bunécnych populaci ANDPSCs1-4 za 6 pasazi v 1 pasazi
byl 11,71 h a jejich aritmeticky pramér byl 11,65 £+ 2,60 h (Tab. 40 B).

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p cPD
PD ml hNDPSCsl 8,29 8,76 7,78 9,75 6,30 8,16 49,03
PD_ml hNDPSCs2 8,50 9,01 8,00 9,99 6,50 8,40 50,40
PD ml hNDPSCs3 8,12 8,65 7,45 9,50 6,00 7,90 47,62
PD ml hNDPSCs4 7,90 8,40 7,52 9,37 5,96 7,76 46,91
av_PD ml hNDPSCs1-4 8,20 8,70 7,69 9,65 6,19 8,05
SD_av PD_ml hNDPSCs1-4 0,22 0,22 0,22 0,24 0,22 0,25
m _PD ml hNDPSCs1-4 8,20 8,70 7,65 9,62 6,15 8,03

Tab. 40 A: Pocet populacnich zdvojeni ANDPSCs1-4 v priibéhu 4. — 9. v médiu I; uveden median,
aritmeticky primér se smérodatnou odchylkou a medidn; pocitdno na jednotlivou pasaz a

kumulativni pocet populacnich zdvojeni/linie.

4.p 5p 6.p 7.p 8.p 9p

DT ml hNDPSCsl 11,58 10,96 12,34 7,38 15,24 11,52
DT ml hNDPSCs2 11,29 10,65 12,00 7,21 14,77 11,19
DT ml hNDPSCs3 11,82 11,10 12,89 7,58 16,00 11,90
DT ml hNDPSCs4 12,15 11,43 12,77 7,68 16,11 12,11
av._ DT mlI hNDPSCs1-4 11,71 11,04 12,50 7,46 15,53 11,68
SDav_ DT ml hNDPSCs1-4 0,36 0,32 0,41 0,21 0,64 0,41

m DT ml hNDPSCs1-4 11,70 11,03 12,55 7,48 15,62 11,71

Tab. 40 B: Cas zdvojeni bun&éné populace hNDPSCs1-4 v prabéhu 4. — 9. v médiu I; uveden

median, aritmeticky primér se smérodatnou odchylkou a median; pocitdno na jednotlivou pasaz.
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Median kumulativniho poc¢tu zdvojeni bunécnych populaci hNDPSCs1-4 za 6 pasazi v médiu J byl
28,09 cPDs a jejich aritmeticky primér byl 28,40 = 1,08 cPDs. Median zdvojeni bunécnych
populaci hNDPSCs1-4 v médiu J v jedné pasazi byl 4,03 a jejich aritmeticky primér byl 4,73 +
0,16 (Tab. 41 A). Median ¢asu zdvojeni bunécnych populaci ANDPSCs1-4 za 6 pasazi v 1 pasazi
byl 23,60 h a jejich aritmeticky pramér byl 21,31 £ 6,77 h (Tab. 41 B).

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p cPD
PD mJ hNDPSCsl 8,29 4,30 3,83 4,83 3,24 3,97 28,46
PD _mJ hNDPSCs2 8,26 4,00 3,71 4,79 3,12 3,83 27,71
PD mJ hNDPSCs3 8,59 4,61 4,00 5,12 3,55 4,02 29,89
PD mJ hNDPSCs4 8,10 3,99 3,77 4,70 3,11 3,85 27,52
av_PD_mJ hNDPSCs1-4 8,31 4,22 3,83 4,86 3,25 3,92
SDav_PD_mJ_hNDPSCs14 0,18 0,25 0,11 0,16 0,18 0,08
m PD mJ hNDPSCs1-4 8,27 4,15 3,80 4,81 3,18 3,91

Tab. 41 A: Pocet populacnich zdvojeni ANDPSCs1-4 v prubéhu 4. — 9. v médiu J; uveden median,
aritmeticky prumér se smérodatnou odchylkou a medidn; pocitdno na jednotlivou pasaz a

kumulativni pocet populacnich zdvojeni/linie.

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p

DT mJ hNDPSCsl 11,58 2233 25,07 14,91 29,63 23,68
DT mJ hNDPSCs2 11,62 24,00 25,88 15,03 30,77 24,54
DT mJ hNDPSCs3 11,18 20,82 24,00 14,06 27,04 23,38
DT mJ] hNDPSCs4 11,85 24,06 25,46 15,32 30,87 24,42
av_DT_mJ_hNDPSCs1-4 11,56 22,80 25,10 14,83 29,58 24,00
SDav_DT_mJ_hNDPSCs1-4 0,28 1,54 0,81 0,54 1,78 0,56

m DT _mJ_hNDPSCs1-4 11,60 23,16 25,26 14,97 30,20 24,05

Tab. 41 B: Cas zdvojeni bunééné populace hANDPSCs1-4 v pribéhu 4. — 9. v médiu J; uveden

median, aritmeticky pramér se smérodatnou odchylkou a median; pocitdno na jednotlivou pasaz.
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Median kumulativniho poc¢tu zdvojeni bunéénych populaci hNDPSCs1-4 za 6 pasazi v médiu K
byl 96,04 cPDs a jejich aritmeticky primér byl 95,92 + 0,50 cPDs. Median zdvojeni bunécnych
populaci hNDPSCs1-4 v médiu K v jedné pasazi byl 16,92 a jejich aritmeticky primér byl 15,99
+ 0,17 (Tab. 42 A). Mediéan ¢asu zdvojeni bunécnych populaci hNDPSCs1-4 za 6 pasazi v 1 pasazi
byl 5,53 h a jejich aritmeticky priimér byl 6,07 + 1,86 h (Tab. 42 B).

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p cPD

PD mK hNDPSCsl 19,90 12,04 18,90 18,10 10,87 15,44 95,26
PD _mK_ hNDPSCs2 20,00 12,40 19,00 18,22 11,00 15,73 96,35
PD mK hNDPSCs3 19,85 11,90 18,75 18,01 11,30 16,01 95,82
PD mK hNDPSCs4 20,23 12,20 19,00 18,19 10,98 15,65 96,25
av_PD_mK hNDPSCs1-4 20,00 12,14 18,91 18,13 11,04 15,71
SDav_PD_mK hNDPSCs14 0,17 0,21 0,12 0,09 0,18 0,24

m _PD mK hNDPSCs1-4 19,95 12,12 18,95 18,14 10,99 15,69

Tab. 42 A: Pocet populacnich zdvojeni hNDPSCs1-4 v priibéhu 4. — 9. v médiu K; uveden median,
aritmeticky prumér se smérodatnou odchylkou a medidn; pocitdno na jednotlivou pasaz a

kumulativni pocet populacnich zdvojeni/linie.

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p
DT mK hNDPSCsl 4,82 7,97 5,08 3,98 8,83 6,09
DT mK_ hNDPSCs2 4,80 7,74 5,05 3,95 8,73 5,98
DT mK hNDPSCs3 4,84 8,07 5,12 4,00 8,50 5,87
DT mK hNDPSCs4 4,75 7,87 5,05 3,96 8,74 6,01

av_DT_mK_hNDPSCs1-4 480 791 508 397 870 5,99
SDav DT mK_hNDPSCsl-4 0,04 0,14 003 002 0,14 0,09
m DT mK_hNDPSCs1-4 481 792 507 397 874 599

Tab. 42 B: Cas zdvojeni bunééné populace hNDPSCs1-4 v priibéhu 4. — 9. v médiu K; uveden

median, aritmeticky pramér se smérodatnou odchylkou a median; pocitdno na jednotlivou pasaz.
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Median kumulativniho poctu zdvojeni bunéénych populaci hNDPSCs1-4 za 6 pasazi v médiu L
byl 39,42 cPDs a jejich aritmeticky pramér byl 39,14 + 1,23 cPDs. Median zdvojeni bunécnych
populaci hNDPSCs1-4 v médiu L v jedné pasézi byl 6,34 a jejich aritmeticky primér byl 6,52 +
0,21(Tab. 43 A). Median Casu zdvojeni bunécnych populaci hNDPSCs1-4 za 6 pasazi v 1 pasazi
byl 15,03 h a jejich aritmeticky pramér byl 15,01 £ 4,69 h (Tab. 43 B).

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p cPD
PD mlL hNDPSCsl 6,88 6,12 6,41 9,13 4,19 6,04 38,79
PD_mL hNDPSCs2 6,50 5,90 6,25 9,03 3,99 5,87 37,54
PD mL hNDPSCs3 6,99 6,27 6,55 9,40 4,55 6,30 40,06
PD mlL hNDPSCs4 7,05 6,40 6,66 9,30 4,35 6,40 40,16
av_PD_mL_hNDPSCs1-4 6,86 6,17 6,47 9,22 4,27 6,15
SDav_PD_ml.__hNDPSCs1-4 0,25 0,21 0,18 0,17 0,24 0,24
m PD mL hNDPSCs1-4 6,94 6,20 6,48 9,22 4,27 6,17

Tab. 43 A: Pocet populacnich zdvojeni ANDPSCs1-4 v pribéhu 4. — 9. v médiu L; uveden medién,
aritmeticky primér se smérodatnou odchylkou a medidn; pocitano na jednotlivou pasdz a

kumulativni pocet populacnich zdvojeni/linie.

4.p 5.p 6.p 7.p 8.p 9.p

DT mL hNDPSCsl 13,95 15,69 14,98 7,89 2291 15,56
DT mL hNDPSCs2 14,77 16,27 15,36 7,97 24,06 16,01
DT mL hNDPSCs3 13,73 15,31 14,66 7,66 21,10 14,92
DT mL hNDPSCs4 13,62 15,00 14,41 7,74 22,07 14,69
av_DT_mL_hNDPSCs1-4 14,02 15,57 14,85 7,82 22,53 15,30
SDav_DT_mL_hNDPSCs1-4 0,52 0,55 0,41 0,14 1,26 0,60

m DT _mL_hNDPSCs1-4 13,84 15,50 14,82 7,81 22,49 15,24

Tab. 43 B: Cas zdvojeni bun&éné populace hNDPSCs1-4 v pribéhu 4. — 9. v médiu L; uveden

median, aritmeticky pramér se smérodatnou odchylkou a median; pocitdno na jednotlivou pasaz.

67



4.3.4. Shrnuti vysledkt riistovych charakteristik hDPSCs

Nejvyssi proliferacni aktivity dosahovaly hADPSCs1-4 v médiu K (10% PRP), median PD byl
7,68, ptiblizné o 2 PD vice nez v médiu D (2% HP + ITS) s 5,67 PD. Sestupné nasledovala média
F (2% PRP+ITS) s 4,85 PD, B (2% FCS+ITS) s 4,34 PD a 1 (10% HP) s 4,07 PD. Nejméné rast
hADPSCs1-4 podporovalo médiu H (20% FCS) s 1,66 PD. (Graf 4)
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Graf 4: Rastové kiivky hADPSCs1-4 v experimentalnich médiich.
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Nejvyssiho poctu populacnich zdvojeni bylo dosaZeno opét v médiu K (47,44 PD) s odstupem
nasledovala média D (33,94 PD), B (25,30 PD) a I (24,96 PD). Dle ocekavani bylo dosazeno

SV v

aktivity dosahovaly také buitky v médiu A (12,51) a E a F (u obou shodn¢ 13,14 PD). (Graf 5)
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Graf 5: Rustové kiivky kumulativniho poctu populacnich zdvojeni v experimentalnich médiich.
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Nejrychleji proliferovaly hADPSCs1-4 v médiu K, kdy ¢as zdvojeni bunééné populace dosahoval
11,35 h. S odstupem pftiblizn¢ 4 hodin nasledovaly bunky kultivované v médiu D (16,90 h),
nasledované bunkami v médiu F (19,95 h), B (21,10 h) a (22,23 h). Nejpomalejsi rtist jsme
pozorovali u hADPSCs1-4 v Zivném médiu H (57,51 h) a médiu E (56,24 h). (Graf 6)
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Graf 6: Porovnani ¢asu potifebného pro zdvojeni bunécné populace hADPSCs v experimentalnich

médiich.
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Nejvyssi proliferaéni aktivitu vykazovaly hDDPSCs1-4 v médiu I (10% HP), median populaéniho

zdvojeni beéhem kultivace v 10% HP byl 4,35, coz je ptiblizné o 1,5 populacni zdvojeni vice v
médiu K (10% PRP) s 2,89 PD. Sestupné¢ nasledovala média F (2% PRP+ITS) s 2,52 PD, B (2%
FCSHITS) s 2,46 PD a J (20% HP) s 2,16 PD. Nejnizsi podporu ristu poskytovala média C (2%

HP) s 0,77 PD a H (20% FCS). (Graf 7)
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Graf 7: Rustové kiivky hDDPSCs1-4 v experimentalnich médiich.
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NejvysSiho poctu populacénich zdvojeni hDDPSCsl1-4 bylo dosazeno v médiu I (25,30 PD),
druhym bylo médium K (16,19 PD); nasledovala média F (13,91 PD), B (13,12 PD) aJ (13,03 PD).
Nejnizsiho poc¢tu populacnich zdvojeni bylo dosazeno v médiu C (4,81) a nizkych hodnot v médiu

H (5,55), L (6,17 PD), A (6,42 PD) a E (6,48 PD) (Graf 8).
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Graf 8: Ruastové kiivky kumulativniho poctu populacnich zdvojeni hDDPSCs1-4 v médiich A - L.
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Nejrychleji proliferovaly hDDPSCs1-4 v médiu I, kdy ¢as zdvojeni bunééné populace dosahoval

20,84 h s odstupem pfiblizné¢ 12,5 hodin nasledovaly buiiky kultivované v médiu K (33,33 h),
sestupné bunky v médiu B (35,45 h), F (36,57 h) a J (43,02 h). Nejpomalejsi rist jsme pozorovali

hDDPSCs1-4 v médiu C (127,34 h) a H (105,25 h). (Graf 9)
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Graf 9: Porovnani ¢asu zdvojeni bunécné populace hDDPSCs1-4 v médiich A — L.
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Nejvyssi proliferacni aktivitu vykazovaly hNDPSCsl-4 vmédiu K (10% PRP), median
populaéniho zdvojeni béhem kultivace byl 16,92, priblizn€ o 7 populacni zdvojeni vice nez v médiu
D (2% HP+ITS), kde tato hodnota dosahovala 11,06 PD. Sestupné nasledovala média I (10% HP)
s 8,12PD aL (20% PRP) s 6,34 PD. Nejnizsi proliferacni aktivita se projevila v médiu A (2% PRP)
s 1,93 PD. (Grafu 10)
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Graf 10: Ristové kiivky hNDPSCs1-4 v experimentalnich médiich.
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NejvysSiho poctu populacnich zdvojeni hNDPSCs1-4 bylo dosazeno v médiu K (39,42 PD),
sestupné pak v médiu D (68,00 PD), I (48,33 PD), L (39,42 PD) a G (37,57 PD). Nejnizsi pocet

populacnich zdvojeni byl pozorovan v médiu A (12,27). (Graf 11)
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Nejrychleji proliferovaly hNDPSCs1-4 v médiu K, kdy ¢as zdvojeni bunééné populace dosahoval
5,53 h s odstupem piiblizné 3 hodin nasledovaly buiky kultivované v médiu D (8,55 h), s vétSim
odstupem bunky v médiu I (11,71 h), L (15,03 h) a G (15,87 h). Nejpomalejsi rist jsme pozorovali
u hNDPSCs1-4 v zivném médiu A (44,62 h) a H (31,83 h). (Graf 12)
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Graf 12: Porovnani ¢asu pro zdvojeni populace hNDPSCs1-4 v experimentéalnich médiich.
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4.4. Morfologie a viabilita hDPSCs

Bunééna morfologie hDPSCs kultivovanych v médiu s 2% PRP+ITS odpovidala obecné predstave;

jednalo se o bunky protahlého, vietenitého tvaru podobné fibroblastim. hDPSCs expandované

A\

kultiva¢nim médiu s 2 % FCS byly ovalngjsi. Buiiky rostouci v médiu s 10 % PRP byly oproti

vSem ostatnim protdhlejsi a hlite adherovaly k povrchu kultivacni nddoby. Naopak siln€ a velkou

plochou Inuly k povrchu buniky s mnohocetnymi vybézky cytoplazmy expandované s 10 % HP.

Vsechny ostatni buiiky si zachovaly ptivodni vietenovity tvar. (Obr. 7)

Obr. 7: Priklad sledovani morfologie hNDPSCs v médiu 2 % PRP+ITS (métitko 10 pm).

Viabilita hDPSCs v médiu s 2 % FCSHITS, 2 % PRP+ITS a 10 % PRP byla vyssi nez 90 %,
médiu s 10 % HP byla vyssi nez 85 % a v médiu s 2 % HP+ITS byla 75,93 %.

\%
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4.5. Analyza povrchovych znaki hDPSCs v experimentalnich médiich

Fenotypova analyza hADPSCs1-4 byla provedena ve vSech experimentalnich médiich (Tab. 44).
hADPSCs1-4 nemély na svém povrchu vyjadieny znaky HLAII a CD106. Negativni byly také na
pritomnost znaku CD49d a CD49e, mimo média H, kde byla pro tyto znaky zjiSt€na nizka
pozitivita. CD31 byl negativni ve vét§in¢ médii, mimo médium C a E (nizka pozitivita), K (stfedni
pozitivita) a v médiu L, kde byla zjisténa vysoka pozitivita CD31. CD45 byl negativni také ve
veétsiné médii, mimo média A, B, D, H, kde byla zjisténa nizka pozitivita tohoto povrchového
znaku.CD34 byl negativni ve vétSiné médii, mimo média I a K (nizkd pozitivita) a médium L
(stfedni pozitivita). CD271 byl ve vétSiné médii negativni, mimo média A, B, H, L (nizkd
pozitivita). Povrchové znaky CD166 a CD29 vykazovaly ve vSech bunéénych populacich vysokou
pozitivitu. CD9 byl vysoce pozitivni ve vét§iné médii, mimo médium G (stfedni pozitivita) a
médium H (kde nebyl tento znak vyjadien). CD63 byl vysoce vyjadien ve vétSiné médii, mimo
médium H a I (stfedni pozitivita). HLAI vykazoval vysokou pozitivitu ve vétS§iné médii, mimo
médium G a H (stfedni pozitivita). CD13 vykazoval vysokou pozitivitu ve vétSiné médii, mimo
médium I, J a K (stfedni pozitivita) a médium L (nizka pozitivita). CD44 byl vysoce pozitivni ve
vétSiné médii, mimo média E, F a K (nizka pozitivita) a L (znak nepfitomen). CD73 a CD 90
shodné vykazovaly ve vétSiné médii vysokou pozitivitu, mimo média E a F (stfedni pozitivita),
médium K (nizkd pozitivita) a médium L (znaky nevyjadfeny). Ostatni povrchové znaky
nevykazovaly jednozna¢ny vétSinovy piiklon ke stupni vyjadieni. CD10 byl v médiich A, E, G, I
nepfitomen, v médiich B, C, D, H, J, K nizce pozitivni, v médiu L stfedné pozitivni a v médiu F
vysoce pozitivni, CD18 byl v médiich H a J neptfitomen, v médiich A, E, K, L nizce pozitivni,
v médiich G, a I stfedné pozitivni a v médiich B, D, F vysoce pozitivni. CD71 byl nepfitomen
v médiu G, H a L, nizce pozitivni v médiich A a J, sttedné€ vyjadfen v médiich B, C, D, E, I a
vysoce vyjadien v médiich F, Ka L. CDI105 byl nepfitomen v médiu K a L, nizce pozitivni
v médiich D, E, F, G, stiedné pozitivni v médiu D a E a vysoce pozitivni v médiich B, C, H a L.
CD117 byl nepfitomen v médiu J, nizce pozitivni v médiich A, B, C a G, sttedné pozitivni pro
média D a E a vysoce pozitivni v médiich F, K a L. CD146 nebyl vyjadfen v médiich G, J, a I,
nizce pozitivni v médiich A a E, stfedn¢ pozitivni v médiich C, H a K a vysoce pozitivni v médiich
B, D, F a L. CD184 byl neptitomen v médiu A, G, H a J, nizce pozitivni v médiich B, C, D, E a |,
nizce pozitivni v médiich B, C, D, E, a I, stfedné€ pozitivni v médiu F a vysoce pozitivni v médiich

K a L. STRO-1 byl pozitivni u vSech bunék hADPSCs1-4 nad 5 % (v rozmezi 5,01-28,73 %).
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Fenotypova analyza hDDPSCs byla provedena pouze ve vybranych experimentalnich médiich, tj.
A, B, F, L, K, H (Tab. 44). Zcela negativni byly bunééné populace hDDPSCs1-4 na HLAII, CD106,
CD18, CD31, CD49d, CD49¢, CD133 a CD197. CD 45 nebyl ve vétsiné médii vyjadien, mimo
médium B a F (nizké pozitivita). CD34 nebyl ve vétsiné médii vyjadien, mimo médium H (stfedni
pozitivita). Vysokou pozitivitu vykazovaly ve vSech médiich povrchové znaky CD73 a HLAIL
Znaky CD9, CD13, CD44, CD29, CD90, CD166, CD222 a CD271 byly ve v§ech médiich vysoce
pozitivni, mimo média H (negativni pro CD9 a CD222; nizce pozitivni pro CD271; stfedné
pozitivni pro CD13 a CD166), médium K (stfedné pozitivni pro CD44, CD90 a Stiedni pozitivitu
vykazovaly znaky CD105, CD146 a CD117 ve vétSin€ médii, mimo médium H (nizce pozitivni
pro CD105 a negativni pro CD117), médium K (vysoce pozitivni pro CD105, CD146 a CD117),
médium I (vysoka pozitivita pro CD105 a CD146), médium F (vysokd CD271), médium F (stiedné
pozitivni pro CD44), médium A (stiedné pozitivni pro CD29), m édium I (stfedné€ pozitivni pro
CD271). pozitivita pro CD 117). Pfevazn€ nizkou pozitivitu maji v ndmi zkoumanych bunécnych
populacich hDDPSCs1-4 povrchové znaky CD63, CD71, CDI184, CD10, mimo médium H
(negativni pro CD63, CD184 a CD10, vysoce pozitivni pro CD71), médium K (vysoce pozitivni
pro CD71 a CD184), médium F (stfedné pozitivni pro CD10 a CD184). STRO-1 byl u vSech
hDDPSCs1-4 nad 9 % (9,06 — 11,02 %). Fenotypova analyza hNDPSCs byla provedena pouze ve
vybranych experimentalnich médiich, tj. B a F (Tab. 44). Zcela negativni byly buné¢né populace
hDDPSCs1-4 pro HLAIIL. Povrchové znaky CD9, CD10, CD13, CD29, CD44, CD49e, CD71,
CD73, CD90, CD166, CD222, INF beta, OCT3/4, HLAI byly v obou médiich vysoce pozitivni.
CD 18 byl vysoce pozitivni v médiu F a nepfitomen v médiu B. Znaky CD31, CD34, CD117,
CD133, CD146, CD197 byly v médiu F vysoce pozitivni, v médiu B nizce pozitivni. Povrchové
znaky CD49d, CD105, CD106, CD184 a CD271 byly v médiu F vysoce pozitivni, v médiu B
sttedné€ pozitivni. STRO-1 byl u vS§ech hNDPSCs1-4 vysoce pozitivni, nad 90 % (90,95-99,99 %).
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u kazdé linie ¢tytikrat v kazdém uvedeném experimentalnim médiu.
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5. Diskuse

Ve vyzkumu se od roku 2005 zamétfujeme na snizeni obsahu FCS jako xenogenni komponenty

v kultivaénim médiu pro hDPSCs!*2

. V predchozich studiich se jeho mnozstvi podatilo snizit na
2% koncentraci, ale ne zcela vylougit??®. V této praci jsme prokézali, Ze Ize nahradit FCS derivaty
lidské krve v kultiva¢nich médiich, aniz by doslo ke snizeni proliferacni aktivity. Abychom ziskali
data, kterd bude mozno porovnat, testovali jsem 12 riznych médii na 12 bunécnych liniich 3
subpopulaci hDPSCs hADPSCs, hDDPSCs a hNDPSCs. Jsme si pln¢ védomi, ze mohla mit
kultivace béhem prvnich tfech pasdzi v médiu s 2 % FCS+ITS vliv na pozorované vlastnosti, na
druhou stranu provedené analyzy jasné potvrdily rozdily ve fenotypu, morfologii i prolifera¢ni
aktivité. Prestoze jiz byly provedeny studie porovnavajici vliv médii obohacenych o FCS nebo
krevni derivaty na bun&éné vlastnosti*?. Jak poukazala prostfednictvim metaanalyzy dat ziskanych

z publikovanych studii Palombella a kol.?*

, neni mozné z publikovanych daji vyvodit jasné
obecné platné zavery. Stejné jako vétSina vyzkumnych skupin jsme u vSech linii pied zapocetim
experimentu prokdzali kmenovost dlouhodobou kultivaci, pfitomnosti telomerazy, STRO-1 a
trojlinearni diferenciaci®*!*%.

Nejvyssi proliferacni aktivitu vykazovaly bunééné linie hADPSCs kultivované v médiu s 10 %
krevni suplementy pro kultivaci hADPSCs tadi sestupné — 10 % PRP (1.), 2 % HP+ITS (2.), 2 %
PRPHITS (3.), 2 % FCS+ITS (4.) a 10 % HP (5.). Je pozoruhodné, Ze pozitivita zakladnich
povrchovych znakit hMSCs u hDPSCs kultivovanych v jednotlivych médiich velmi kolisa (CD73,
CD90, CE102, CD34, CD45 a HLA I-); a to narozdil od malo uspésnych riistovych médii, kde
dosahuje vysoké shody (2 % HP, 20 % HP, 10 % FCS). Ani recentni literatura se zcela neshoduje
na panelu pro hDPSCs®. V médiich s vysokou proliferaéni aktivitou se vyskytuji povrchové znaky
zakladniho panelu pro hMSCs v téchto hodnotach: 10 % PRP (CD7+, CD90+, CD105-, CD34+,
CD45-, HLAII-), 2 % HP+ITS (CD73+++, CD90++++, CD105+++, CD34-, CD45+, HLA 1I-),
v médiu s 2 % PRP+ITS (CD73++, CD90++, CD105+, CD34-, CD45-, HLAII-), 2 % FCSHITS
(CD73+++, CD90+++, CD105+++, CD34-, CD45+) a médiu obohacené o 10 % HP (CD73++++,
CD90+++, CD105+++, CD34+, CD45+, HLA 1I-). V preferovaném kultivacnim médium, které
umoznilo hADPSCs nejrychlejsi proliferacni aktivitu, tedy médium s 10% PRP, byly buiky
pozitivni na zcela jiné znaky kmenovych buné¢k, a to CD9+++, CD29+++, CD63+++, CD166+++,
CD71+++, CD117+++, CD184+++ a postradaly znaky CD45, CD49, CD105, CD106 a CD271.
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Obecné pro bunky kultivované v prvnich péti médiich s vysokou aktivitou ristu (viz. vyse) plati
tento panel znaki kmenovych bunék: CD9+++, CD29+++, CD63+++, HLA [+++, CD166+,
CD45-, CD49-, CD106-, CD271-, HLAII). CD117, Receptor pro Stem Cell Factor, cytokinovy
receptor pro kmenové buiiky a zaroven glykoprotein, ktery reguluje jejich diferenciaci, a receptor
CD71, nezbytny pro erytropoézu a neurologicky vyvoj, nesly hADPSCs kultivované nejen v médiu
s 10 % PRP, ale také s 2 % PRP+ITS. Buiiky kultivované v médiu s 2 % HP-+ITS a 2 % FCS+ITS
vykazovaly stejny profil povrchovych znakt jako mezenchymalni kmenové bunky pupecniku a
amnia (CD13+, CD29+, CD 44+, CD73+, CD90+, CD105+), pouze pro buniky amnia je profil
rozsiten o0 CD166+ a CD34-, CD49-*, S tim rozdilem, Ze hADPSCs ve vétsiné EKM byly nizce
pozitivni pro CD45, kdy u bun¢k amnia tento znak absentuje. Celému profilu bun¢k amnia pak
odpovidaly hADPSCs kultivované v médiu s 2 % PRP+ITS a v médiu s 10 % HP. Neni bez
zajimavosti, ze hADPSCs kultivované v médiich s vysokou podporou ristu (viz. vyse) exprimuji

923 a jsou pro n&j dokonce vysoce

na svém povrchu znak embryonalnich kmenovych bunék CD
pozitivni. Tyto buiikky svym fenotypovym profilem odpovidaji spiSe ranéjsim bunéénym typtim,
neZ jsou kmenové bunky zubni diené stalych zubi, a to predevS§im buiikam dentalniho folikulu. A
zaroven vysokou expresi povrchového znaku CD63 odpovidaji fenotypu postulovanému pro
kmenové butiky zubni pulpy do¢asnych zubt**°. Idealné panel postulovany pro hMSCs'® spliiuji
hADPSCs kultivované v médiu s 2% HP (8. médium v podpofte ristu ze 12) (CD73+++, CD90+++,
CD105+++, CD34-, CD45-, HLA II). Nasledované bunikami v ristovém médiu s 20 % HP (12.
médiu, tedy nejhorsi) (CD73+++, CD90+++, CD105++, CD34-, CD45-, HLAII-). Dale s klesajici
pozitivitou znaklt v médiu s 10 % FCS (7. médium) (CD73+++, CD90+++, CD105+, CD34-,
CD45-, HLA 1I-). A nakonec v médiich s 2 % PRP (10. médium) a 2 % PRP+ITS (3. médium),
kde znaky dosahovaly shodné pozitivity/negativity (CD73++, CD90++, CD102+, CD34-, CD45-,
HLA 1I-). Obecné uznavany profil hADPSCs je CD29+, CD44+, CD73+, CD90+, CD105+,
CD117+,CD146+, CD271+, CD166+a STRO-1+, CD34-, CD45-, CD106-, HLAI [-74:237:238.239.240,
Tomuto profilu odpovidaji hADPSCs kultivované v médiu s 2 % FCS a 2 % FCS+ITS. PfestoZe
nejlepSich ristovych hodnot dosahovaly hADPSCs v médiu s 10 % PRP, jejich fenotypovy profil
se vyrazné liil od postulovaného zékladniho panelu povrchovych znakéi pro hMSCs'®.
Minimélnim kritériim pro hMSCs (CD73+, CD90+, CD105+ a CD34-, CD45 — a HLA 1I-)"’
odpovidaji hADPSCs kultivované v médiich s 2 % HP, 10 % HP, 20 % HP a hrani¢né s 10 % HP,
2 % HP+ITS a 20 % FCS. Média s obsahem PRP vykazuji zajimavou tendenci ke sniZovani
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pozitivity CD73, CD90, CD105 (nizké pozitivita) a zaroven naprosto postradaji CD34 a CD45. Se
zvySujicim se procentudlnim zastoupenim PRP (10 %, 20 %) nejprve ztraci CD105, u 20 % PRP
jsou pak CD73, CD90 také negativni, naopak opacny trend ma CD34, které je v 10 % PRP nizce
pozitivni, ve 20 % PRP jiz stfedné pozitivni. Negativni pro znak HLA II jsou hADPSCs ve vSech
médiich. VSechny bunécéné populace hADPSCs byly pozitivni na STRO-1, povrchovy znak
stromdlnich prekurzorovych bunék, dale na CD166, CD63, HLA I, CD9, CD29 a zaroven negativni
pro CD106. Nizkou pozitivitu pro nervovy rustovy receptor CD271 vykazovaly buitky hADPSCs
kultivované v médiu s 2 % FCS, 2 % FCS+ITS, 20 % FCS a 20 % PRP. Znak perivaskularnich
bun¢k CD146 nesly vSechny buniky, mimo bunék kultivovanych v 10 % FCS, 10 % HP a 20 % HP,
nizce pozitivni pro tento znak byly bufiky v riistovych médiich 2 % FCS a 2 % PRP. Ueda a kol.**!
pfipomind, ze CD146 pozitivni buiiky jsou povazovany za bunky, které jsou v pripad¢ potieby
schopné migrovat do poskozené tkan¢ a diferencovat v odontoblasty a které maji mnoho shodnych
vlastnosti s hMSCs, diky nimZ jsou schopné regenerovat zubni dien in vivo. Absence CD34,
jakozto znaku hematopoetickych bun¢k nebo bun¢k endotelia, a znaku CD 45, bézného
leukocytarniho antigenu, byla u nami kultivovanych bunék hADPSCs témét absolutni; mimo
buiiky z20 % FCS, kde se shodujeme s vysledky studie Laino a kol.>**. Buitky hADPSCs
kultivované bez PRP vykazovaly také obdobny fenotypovy profil jako mezenchymalni bunky
ziskané z pupeéniku (CD13+, CD29+, CD44+, CD105+, CD166+, HLA I+, CD45-, CD34)*4
Receptor rastového faktoru kmenovych bunék CDI117 je exprimovan na povrchu vétSiny
hADPSCs?**. Tento zavér potvrdila také nase studie s vyjimkou bun&k v médiu s20 % HP.
Zajimave je, ze ¢im vyssi podil PRP byl v médiu obsaZen, tim vice rostla pozitivita tohoto znaku.
Zaroven se na profilu hADPSCs (CD29+, CD44+, CD73+, CD90+, CD105+, CD166+, HLAII-)

shoduje vétsina autor’>>4424

. Sabsenci znaku CD44 a CDI05 se setkavdme u vysoce
koncentrovanych médii s obsahem PRP (10 % a 20 %). Bunétné adhezivni molekuly CD44,
CDI146 a CD166 jsou neseny na povrchu naprosté vétSiny ndmi analyzovanych bunéénych
populaci, stejné jako popisuje Rojewski a kol.?*¢. Ovsem narozdil od tohoto autora jsou butiky nami
kultivované zcela negativni na pfitomnost adhezivni molekuly CD106, na tzv. VCAM-I.
Bunéénymi integriny, hlavnimi medidtory adheze mezi butikami a extracelularni matrix a zaroven
znaky prekurzorti kmenovych bunék, jejichZ ptfitomnost jsme zjistovali, byly CD18, CD29 a
CD49e, CD49d a CD13. Tyto znaky byly ve vSech nami pozorovanych bunéénych populaci

pozitivni. CD18, integrin beta-2, byl pozitivni u bunék rostoucich ve vét§iné médii, mimo dvou
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médii s vysokym obsahem krevniho derivatu, tj. 20 % FCS a 20 % HP. Na ¢leny rodiny integrinti
alfa byly vSechny buiiky negativni. I v literatufe hodnoty téchto molekul u hMSCs a i jinych

progenitorovych bun&k, napt. hematopoetické fady, vyrazné variuji>’.

Nejvice se profilu
prekurzori kmenovych bunék svymi povrchovymi znaky blizi hADPSCs kultivované ve 2 %
PRP+ITS (CD10+, CD13+, CD71+, CD90+, CD105+, CD117"%, Dle studie Halfona a kol.>*® by
mohla nizké exprese CD106, kterou jsme pozorovali v 9. pasazi u hADPSCs, znamenat jiz pfechod
od hMSCs k diferencovangj$im bunéénym populacim, napt. osteogennim fibroblastim.

Néami kultivované buiikky docasnych zubl ve vSech médiich postradaly povrchové znaky CD18
(receptor komplementu), CD31 (adhezivni molekula krevnich desti¢ek pro buiiky endotelu), CD34
(adhezivni molekula pro hematopoetické bunky), CD45 (recognize leukocyte common antigen)
receptor typu C proteinové tyrosin fosfatdzy vyskytujici se v riznych izoforméach na vSech
hematopoetickych bunikdch kromé Cervenych krvinek a plazmatickych buné€k, rodinu integrint
CD49, CD106 (adhezivni molekula, endotelidlni ligand pro integrin alfadbetal), CD133 (marker
klidovych kmenovych bun€k), CDI197 (chemokinovy receptor na lymfatickych tkanich
aktivovanych B a T lymfocyty) a HLA II. Ve shod¢ s hADPSCs byly pozitivni pro znaky CD9,
CD44, CD73, CD90, CD105 a CD166 (obecné znaky hMSCs), CD13, CD29, CD146, CD222,
CD271. Pouze bunky kultivované v 20 % PRP se liSily a zachovévaly si pozitivitu jen nékterych
uvedenych znakt, tj. CD29, CD44, CD71, CD73, CD90, CD271 a HLA 1. Stfedni az vysoka
exprese CD146 je povazovana za zdkladni charakteristiku hDDPSCs (64). Stejné tak diive zminéna
studie Huanga a kol.”* uvadi CD13+, CD29+, CD44+, CD29+, CD73+, CD90+, CD105+,
CD146+, CD34- a CD45- jako typicky profil hDDPSCs. Vysoka povrchova exprese CD44, CD105
a negativita znaku CD34 odpovidajici recentni literatute*”. Dle Leie a kol.!® charakterizuje
hDDPSCs tento panel fenotypovych znakti: CD13+, CD29+, CD31+, CD44+, CD45+, CD63+,
CD71+, CD90+, CD105+, CD117+, CD146+, CD166+, STRO-1+. Oproti tomuto panelu se nase
zji$téni 1i81 v nasledujicich pozorovanich — Z4dna z linii hDDPSCs nenesla znak CD31, ale vSechny
byly pozitivni na znak CD271, ktery reguluje rlist neuront, migraci, diferenciaci a bunéénou smrt
béhem Zivota kmenovych bun¢k, a CD222, ktery je povazovan za hlavni riistovy faktor v téle plodu
béhem t&hotenstvi a je vysoce exprimovan v centralnim nervovém systému?°. Pouze u bungk
kultivovanych v 20 % PRP byl povrchovy znak CD222 nizce pozitivni. Analyza povrchovych
znaki ukazala pozitivitu CD45 u hDDPSCs kultivovanych v médiu s 2 % FCS a 2 % FCS+ITS, a
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naopak absenci znaktit CD105, CD117 a CD63 kultivovanych v riistovém médiu obohaceném o 20
% PRP.

hDDPSCs nejlépe rostly v kultivaénim médiu s 10 % HP, toto médium v podpote proliferace
nasledovala sestupné média s 10 % PRP, 2 % PRP+ITS a 2 % FCSHITS. Spole¢ny panel
povrchovych znaktt hDDPSCs kultivovanych v téchto médiich vypadal takto: CD9+++, CD13+++,
CD29+++, CD44, CD73+++, CD90+++, CD105+++, CDI117+++, CD146+++, CD166+++,
CD222+++, CD271+++, HLAI+++, CD63+, CD18-, CD31-, CD34-, CD45-, CD49d-, CD49%¢-,
CD106-, CD133-, CD197-, HLA II-. VySe popsana exprese povrchovych znakl se velmi podoba
povrchovym znakiim hMSCs v pupenech konéetin pii jejich vyvoji**!**2, Shrneme-li vyjadieni
povrchovych znaki hDDPSCs, ukazuje se, ze se jednalo o velmi homogenni populaci s
vyrovnanym chovanim a vysokou expresi znakl ranych mezenchymalnich kmenovych bunék.
Nepotvrdili jsme sdéleni jinych vyzkumnych skupin, ze se hDDPSCs béhem kultivace v riiznych
ristovych médiich chovaji podobné jako hADPSCs!*% 233254 Bun&ny rlist nejvice podporovalo
médium obsahujici 10 % HP. Zavérem lze tici, ze hDDPSCs jsou mnohem homogenné;jsi bunéénou
populaci s vyjadienéjSimi neurdlnimi znaky nez hADPSCs.

hNDPSCs zdaleka nejlépe proliferovaly v médiu s 10 % PRP. Ke srovnani fenotypu jsme zvolili
buniky ze dvou médii se suplementem lidské krve a fetdlni teleci krve, kde byl bunécny rist
nejvyrovnanéjsi béhem dlouhodobé kultivace, tj. hNDPSCs kultivované v médiu s 2 % FCS+ITS
a 2 % PRP+ITS. Fenotyp téchto dvou bunécnych populaci se zasadné lisil. Buniky kultivované v
médiu s 2 % PRP+ITS toto médium udrzelo v nediferencovaném stavu, nebo stavu velmi rané
diferenciacni faze, ve které by se pravdépodobné nachazely v makroorganismu pii jeho vzniku.
Usuzujeme tak na zdkladé kombinace s vysokou pozitivitou znakl pluripotence, stejné jako
napiiklad Malek a Besinger’> u mezenchymélnich kmenovych bungk placenty. Tyto buiiky
vykazuji vysokou pozitivitu STRO-1, INF beta a OCT %, tj. znaki pluripotence>>%?%7. Stejné jako
embryonalni kmenové builkky exprimuji na svém povrchu CD9, CD90, CD117, které znaci
nediferencovany stav. Pozitivita znaku CD184 se da vysvétlit pfitomnosti progenitorti v bunécné
populaci hESCs?*%2%°, Znaky CD106, CD271, které kromé endotelialnich progenitorovych bungk
exprimuji také dendritické buiiky, které navic produkuji INF beta, na ktery byly buiiky hNDPSCs
také pozitivni. Coz by potvrzovalo jejich neurogenni potencial?®!2*2, ANDPSCs vykazuji vysokou
pozitivitu viech povrchovych znak, na které byly testovany, ve shodé s jinymi studiemi'?*!26, A

to nejen typickych pro hMSCs, ale také hematopoetické markery, markery embryonalnich bun¢k.
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hNDPSCs vykazuji naprosto unikatni kombinaci vysoké exprese HLA I, HLA II a hMSCs znaki.
Toto nase zjisténi je v rozporu s popisem exprese povrchovych znaklt hNDPSCs Akpinarem a
kol.'?”.

hMSCs kultivovand v médiich rizného sloZzeni vykazovala shodné zmény morfologie se
zménami jiz dfive popsanymi®®>2*. Zajimavé bylo pozorovani, Ze proliferaéni aktivitu podporuje
vice 10 % PRP nez 2 % PRP+ITS, a¢ u FCS je tento jev obraceny. Toto zpomaleni riistu koreluje
1 s bunécnou morfologii rozlozitych bunék siln¢ Inoucich k povrchu kultiva¢ni nadoby. Podobna
pozorovéni provedl Suchanek a kol.?*. Nejrychlej§i tvorbu bunéénych kolonii a proliferaci jsme
pozorovali v médius 10 % PRP (10 % HP u hDDPSCs), coz koresponduje s teorii, ze PRP zlepSuje
proliferaci hMSCs?*%°2%, Média s 2 % FCS a 2 % HP obohacena o ITS, EGF a PDGF vykazovala
shodnou proliferacni aktivitu, ov§em nizs§inez 10 % PRP (10 % HP u hNDPSCs). Proto usuzujeme,
7e tyto tii doplilky sice podporuji hDPSCs natolik, aby rostly, ptesto vSak ptedpokladame, Ze
v lidské krvi existuji jeSt€¢ mnohem silnéjsi riistové a stimulaéni faktory. Otazkou ziistava, které
povrchové znaky jsou skuteéné charakteristické pro hDPSCs a které jsou dany suplementy

ristovych médii.
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6. Zavér

Ptes veskery pokrok ve vyzkumu kmenovych bunék neni zatim mozné uznat bunécnou terapii jako
lé¢ebny postup v humanni medicing?’?’". Jednim z hlavnich dfivodd je pouzivani doplikt
kultivacnich médii pochézejicich z jiného zivoc¢isného druhu béhem expanze lidskych kmenovych
bunék?’1273, Fetalni teleci sérum je nejuzivanéj$im xenogennim krevnim derivatem dopliiujicim
kultivaéni média o velké mnozstvi ristovych faktorti, které se dosud nepodafilo uspokojivé
chemicky definovat a nahradit. Nevyhodou uzivani FCS je jeho schopnost zdsadné ovliviiovat
vlastnosti kultivovanych bunék, tim silnéji, ¢im déle trva jejich kultivace. FCS je zaroven velice
G¢inny a levny zdroj rstovych a stimula¢nich faktorti?*°. JelikoZ se nejedna o uméle vyrab&nou
komponentu, nybrz o ptirodni produkt ziskdvany z tél telecich plodli exsangvinaci, nelze FCS Sarze
unifikovat®’™®, Tato skute¢nost je problematicka stran metodiky experimentii a pfijeti ziskanych
vysledkii'?>?7. Avsak tento problém sdileji viechny derivéty krve, jak lidské, tak zviteci®’®?”’.
Kultivaéni médium obsahujici 10 % PRP (10 % HP u hDDPSCs) je dle naSich zjisténi idedlni
alogenni nadhradou FCS. Zvysuje proliferacni aktivitu, potlacuje vétSinu povrchovych markeri
spojovanych s nadorovymi kmenovymi buiikami a zdsadné neovliviiuje markery pluripotence,
pokud jsou u bun&né linie pritomny>’%>". Dle recentni literatury udrzuje PRP hDPSCs schopné
diferencovat v buiiky endotelu a perivaskuldrniho niché, ale ptfedev§Sim v neurdlni bunécné
linie®*?8%-282 Diky t&mto poznatkim nastiva ¢as na otazku, zdali neni tieba ptehodnotit parametry,
predevsim pozitivitu povrchovych znaki, kterymi posuzujeme ptislusnost adultnich kmenovych
bunék k zarode¢nému listu. K posunu od preklinického vyzkumu k bézné klinické praxi zbyva
urazit jesté velky kus cesty. NejvétSim problémem ziistdvaji nedostatecnd kritéria, podle kterych
kmenové buniky zatfazujeme, dale téZ ovlivnéni bunék kultivaénimi podminkami a délkou kultivace
in vitro, obtizné pfi kultivaci monoklonalnich bunéénych linii, a nakonec i dostate¢né kriticky

pfistup ke klinickym studiim a jejich ciltim.
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