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SOUHRN @

Uvod a cil: Na zakladé odklonu lidské regenerativni mediciny od xenogennich materiald jsme zkoumali,
zda je mozné efektivné expandovat kmenové bunky zubni pulpy docasnych zubl (SHED) v médiu, které
obsahuje minimalni mnozstvi fetdlniho teleciho séra; ¢imz je snizena pravdépodobnost pfenosu zoondz
a vzniku prionové infekce. Jiz v roce 2011 jsme dokazali, Ze takovy protokol je pouzitelny pro kmenové
bunky stalych zub( (DPSCs). Nase hypotéza, ze SHED by mély na stejné médium reagovat podobné,
vychazi z faktu, ze ac se od sebe tyto dvé populace bunék odlisuji expresi povrchovych znakd, sdileji
misto vzniku a maji podobné niche.

Metoda: Tfi odliSné linie SHED, izolované pomoci enzymatické disociace, jsme kultivovali v médiu
obsahujicim 2 % fetalniho teleciho séra (FCS) az do prekroc¢eni Hayflickova limitu, ¢imz jsme prokazali
jejich kmenovost. Nasledna fenotypova analyza kultivovanych SHED ukazala vysokou pozitivitu znakd
mezenchymalnich kmenovych bunék, a tedy hodnoty charakteristické pro SHED. Poté, co jsme ovéfili,
ze testovana metoda izolace ani médium zasadné neovlivnilo fenotyp nasi bunécné populace, jsme tyto
bunky uspésné diferencovali v nasledujici unipotentni bunééné typy: osteoblasty, adipocyty, chondro-
cyty, neuralni, endotelidIni buriky a bunky kosterni svaloviny.

Vysledky: Nase data prokazuji, Ze v porovnani s SHED kultivovanymi v médiich s = 10 % fetalniho te-
leciho séra si i SHED izolované a kultivované za vySe uvedenych podminek udrzuji vysoky prolifera¢ni
potencial. Exprimuji stabilni, a¢ o néco slabsi pozitivitu povrchovych znakt (v fadu 20 %) a diferencuji
ve vSechny doposud s nimi asociované bunécné typy.

Zavér: Z nasich vysledkl vyplyva, ze SHED jsou slibnou a vyjimecné dosazitelnou bunéénou populaci,
a to predevsim pro neuroregenerativni medicinu.

Kliéova slova: kmenové buiiky zubni pulpy do¢asnych zubi - SHED - xenogenni sérum - fetdlni teleci
sérum - 2% FCS - enzymatické natraveni - diferenciacni potencial

SUMMARY

Introduction and aims: Recently, the human regenerative medicine has been departing from the use
of xenogeneic materials for the possibility of zoonosis transfer and development of prion infection. We
have focused our research on cultivation of Dental Pulp Stem Cells from Human Exfoliated Deciduous
Teeth (SHED) in a medium with lowered concentration of Fetal Calf Serum (FCS), which decreases the



Suchdnkova Kleplova T., Browne K. Z., Soukup T., Suchanek J.

CESKA
ST chances of the above mentioned negative impacts on the cultivated cell population. In 2011, Karbanova
2016,1, et al. have shown that the Dental Pulp Stem Cells (DPSCs) from Impacted Third Molars can be viably
5.3 cultured in a xenogeneic medium containing as little as 2% FCS. Our hypothesis, that SHED should react
similarly to isolation and cultivation methods as DPSCs, follows from their similarities in the place of
origin and their niches.
Method: We have tested this hypothesis on three lineages of SHED from varying donours. The SHED
were isolated from the exfoliated deciduous teeth dental pulp using enzymatic dissociation and seeded
onto cultivation dishes containing the test medium of 2% of FCS. The cells were then continuously ex-
panded over the Hayflick Limit, the proof of “stemness”. Following the proliferation potential test, we
have examined the phenotype of the cultured undifferentiated cells which expressed high positivity of
the Mesenchymal Stem Cell (MSC) surface markers, which agrees with the characteristic SHED pheno-
type. After we have audited the impact of the isolation and cultivation methods, we have proceeded
to test their differentiation potential by seeding the cultured SHED into various differentiation media.
The SHED have successfully differentiated into all the targeted unipotent tissue and cell types, namely:
osteoblasts, chondrocytes, endothelocytes, myofibroblasts and neural cells.
Results: Overall, our data shows that the SHED cultured in low-xenogeneic-serum medium, unlike the
SHED cultured in high-xenogeneic-serum media, express lowered positivity of the same surface markers.
Conclusion: Our results suggest that SHED are exceptionally promising and available mesenchymal
stem cell population, especially applicable for neuroregenerative medicine.
Keywords: stem cells from human exfoliated deciduous teeth - SHED - xenogeneic serum - fetal calf
serum, 2% FCS - enzymatic digestion - differentiation potential
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uvop kol v médiu s nizkym obsahem xenogenniho séra
(stanoveny Suchankem a kol. 2007 [21]), umoziiuje
Kmenové burniky zubni pulpy docasnych zu- stejnéispéSnou izolaci a expanzi potentni populace
bl (SHED - z anglického Stem cells from Human SHED. Metodu izolace jsme vybrali na zakladé hete-
Exfoliated Deciduous teeth) vznikaji za podobnych rogenniho charakteru SHED [3] a kultiva¢ni médium
podminek jako kmenové buriky zubni pulpy tfetich s nizkym obsahem fetilniho teleciho séra (FCS) na
molar (DPSCs - z anglického Dental Pulp Stem zakladé odklonu lidské mediciny od xenogennich
Cells), tedy interakci mezenchymt neuroektomezo- materidlii. Nase hypotéza, Ze SHED a DSPC, liSici se
dermaniho a mezodermalniho ptivodu [2], a shodné genetickym profilem [1, 6], budou reagovat podobné
vykazuji znaky multipotentnich mezenchymalnich na stejné mechanické a chemické podnéty, vyplyva
kmenovych bunék. SHED vykazuji navic také zna- z vysoké podobnosti jejich niche. Pouzitelnost pro-
ky pluripotentnich embryonalnich bunék (Sox2, tokolu je hodnocena na zakladé jeho vlivu na feno-
Nanong a Oct4) [8]. Pro jejich vynikajici diferen- typ [5, 10, 14, 19] a proliferacni [21] a diferenciacni
cia¢ni potencidl jsou tak teoreticky idedlnim zdrojem potencial kultivovanych SHED. Doposud provedené
autologniho materidlu pro regeneracni medicinu studie SHED, standardné kultivované v alfa modi-
a tkanové inzenyrstvi. Nevyhodou izolace SHED jsou fikaci Eaglova média nebo Dulbeccové modifikaci
vSak mozny dopad pfed¢asné extrakcedocasnychzubt Eaglova média (alphaMEM/DMEM) obsahujicim
na profezavani zubti stalych [13] i na vyvoj Celistnich  10-15 % FCS, prokazaly jejich schopnost proliferace
kosti [15] a pomérné vysoka heretogenita populace pres Hayflick@v limit [21] a diferenciace v neuralni
SHED [11]. Ve fazich izolace, kultivace a diferen- buriky [17], osteoblasty a adipocyty [7], endotelidlni
ciace pak vyvstava u vSech bunécnych populaci totoz- bunky [4] a chondroblasty [16].
ny problém vybéru postupu a kultivacniho prostredi, i
které ma vliv na expresi jejich genti a povrchovych MATERIAL A METODIKA
marker(, stabilitu transkriptomu a prolifera¢ni a di-
ferencia¢ni potencial [20, 18]. Izolace a kultivace SHED
Tato prace si klade za cil urcit, zda nas izola¢ni Odbér zubni pulpy docasnych zubll (n = 6) byl
protokol tispésné aplikovatelny na DPSCs [9], opira- proveden s informovanym souhlasem zakonnych
jici se o enzymatickou disociaci a kultivacni proto- zastupch darcti (n = 3) ve véku tfi az devét let (tab.1)
4
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Obr. 1A Zub 51 Ze002 po exstirpaci zubni pulpy skrz kofenovy kandlek po odlomeni apexu kofene
Obr. 1B Zub 85 Ze003 po sneseni vestibuldrni plochy zubu

Tab. 1 Seznam darci - pohlavi, vék, identifikace zubt

Nazev linie Pohlavi dérce | Vék darce Extrahovany
SHED zub

Ze001 M 7 let 53+83
Z7e002 3let 51+61

Ze003 9 let 75+85

jako soucast ortodontické terapie na Stomatologické
klinice LF UK a FN v Hradci Kralové podle postupu
schvaleného etickou komisi fakultni nemocnice
[21]. Chirurgicky zakrok byl vykonan za standard-
nich podminek v lokalni anestezii. Zub byl trans-
portovan do laboratofe tkanovych kultur v Hankové
balancovaném solném roztoku (HBSS, Invitrogen™,
Thermo Fishing Scientific Inc., USA). Exstirpace
zubni pulpy byla provedena po ziskani arteficidlniho
pristupu do dfeniové dutiny (obr. 1 A+B) Luerovymi
kleStémi za sterilnich podminek. Rozvolnéni extra-
celularni matrix tkané zubni pulpy bylo zajisténo
enzymatickou digesci v roztoku obohaceném o tfi
mg/ml kolagenazy typu I (Sevapharma, a.s., CR)

a 4 mg/ml dispazy (Invitrogen™, Thermo Fishing
Scientific Inc., USA) po dobu 35 minut, nasledova-
nou centrifugaci 2000 rpm po dobu péti minut. Po
odsati supernatantu byly ziskany vysledné bunécné
pelety SHED.

SHED byly kultivovanyvatmosféies5 % CO, pti37°C
v kultivacnim médiu (tab. 2, obr. 2), médium bylo
meénéno kazdé dva az tfi dny. Primokultura SHED
byla nasazena do kultiva¢nich nadob s Cell+ povr-
chem (Invitrogen™, Thermo Fishing Scientific Inc.,
USA), kde byla kultivovana po dobu tfi az pét dni, nez
se objevily jednotlivé bunécné kolonie. Po dosazeni
70% konfluence byly buriky oSetfeny Trypsin-EDTA
roztokem (Invitrogen™, Thermo Fishing Scientific
Inc., USA) arozsazeny do standardnich kultiva¢nich
nadob pro tkanové kultury (ST/CT, Techno Plastic
Products AB , Svycarsko, NUNC®, Labware Products
- Sigma Aldrich Inc., USA).

SHED byly do paté pasaze expandovany a cast
bunék byla zamrazena pro budouci diferencia¢ni
Cast experimentu. Zbyla ¢ast bunék byla kultivovana
do osmnacté pasaze k prekroc¢eni Hayflickova limitu.

Kmenové buriky si zachovavaji typicky vzhled vietenovité protdhlych bunék. Mikroskop s fdzovym kontrastem zvétSeni 200krat
Obr. 2A Ze0O01
Obr. 2B Ze002
Obr. 2C Ze003
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Tab. 2 SlozZeni kultivacnich a diferencia¢nich médii

Nazev Médium Sérum (FCS) | Suplementy
Zakladni médium a-MEM 0,2 mM askorbové kyseliny
2-fosfatu
50 nM dexametazonu
2 mM L-glutaminu
100 U/ml penicilinu
100 pg-ml streptomycinu
Kultivaéni médium zdkladni | 2% 10 ng/ml EGF
10 ng/ml PDGF-BB
10ng/ml ITS
Diferenciacni média SHED DPSC SHED DPSC
Osteogenni médium | a-MEM 10% 0,2 mM askorbové kyseliny
2-fosfatu
0,1 uM dexametazonu
2 mM L-glutaminu
100 U/ml penicilinu
100 pg-ml streptomycinu
100 mM B-glycerofosfatu
Neurogenni médium | a-MEM 0% 50 ml DMEM (a-MEM + 2 ml B27
glukdza) 1 ml L-glutaminu
2 ml B27 1 ml penicilinu
1 ml L-glutaminu 100 pg-ml strepto-
1 ml penicilinu mycinu
100 pg-ml streptomycinu 10 ng/ml bFGF
10 ng/ml bFGF 20 ng/ml EGF
20 ng/ml EGF 50 ng/ml BMP-2
50 ml F12 HAM
T ml N2
Endotelidini médium | zakladni | 2% 10% 1% ITS
20 ng/ml VEGF
Myogenni médium zakladni | 2% 0% 3 uM/I'5 azacytidinu 10 ng/ml TGF-B1
Chondrogennf zakladni | 0% 50 ng/ml TGF-B1
médium

Ke stanoveni poctu populacnich zdvojeni, po-
pula¢nimu doubling time a viability byly vyuzity
pristroje Z2 Counter (Beckman Coulter Inc., USA)
a Vi-Cell® analyzér (Beckman Coulter Inc., USA)
(tab. 3).

Tab. 3 Pocet populacnich zdvojeni a primérny doubling time se
smérodatnou odchylkou

Nazev linie | Populacni Primérny Viabilita
SHED zdvojeni doubling time

Ze001 42,35 359 +52H 92,20 %
Ze002 40,16 39,3 £130H 90,30 %
Ze003 41,32 349 £1,4H 95,60 %

Fenotypova analyza - Priitokova cytometrie

SHED byly uvolnény z povrchu kultivacni na-
doby omyvanim pomoci roztoku trypsin/EDTA n/
EDTA po dobu péti minut pti 37 °C, poté byl roztok
inaktivovan a centrifugovan (pét minut, 300 g),
nasledné bylo 100 pl bunécné suspenze inkubovano
30 minut pfi 4 °C pomoci primarnich protilatek
znacenych fluorochromy FITC nebo PE podle do-
poruceni vyrobce. Po proplachu PBS byla fenotypo-
va analyza provedena na pristroji Cell Lab Quanta
MPL (Beckman Coulter). SHED paté pasaze byly
testovany na tyto povrchové znaky: CD29, CD44,
CD73, CD90 (vSe BD Biosciences Pharmingen,
Belgie).
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In vitro diferenciace SHED

SHED byly diferencovany in vitro v niZze uvedené
bunécné typy v paté pasazi za standardnich kulti-
vacnich podminek (37 °C, 5 % CO,) ve vySe popsanych
médiich.

Osteodiferenciace

SHED byly kultivovany ve splyvavé jednovrstvé
bunék s pouzitim osteodiferenciacniho média (tab. 2)
[93] po dobu Ctyt tydnti. Médium bylo ménéno kazdé
dva az tfi dny.

Chondrodiferenciace

SHED rostly v bunécné peleté, ktera vznikla spon-
tanni agregaci na dné 4ml kultiva¢ni zkumavky pod
vlivem chondrogenniho média [10] po dobu Ctyt
tydna. Médium bylo ménéno kazdé dva az tfi dny.

Adipodiferenciace

SHED byly kultivovany ve splyvavé jednovrstvé
bunék s pouzitim adipogenniho média Mesenchymal
Stem Cell Adipogenic Differentiation Medium
(Cyagen Biosciences Inc., USA) (tab. 2) po dobu ¢tyt
tydnd. Médium bylo ménéno kazdé dva az tfi dny.

Endotelidlni diferenciace

SHED byly nasazeny na standardni kultiva¢ni
nadobu vjednovrstvé v koncentraci 10*/cm v serum-
-free diferencia¢nim médiu (tab. 2) po dobu 28 dni.

Myogenni diferenciace

SHED byly kultivovany ve standardnim kultivac-
nim médiu obohacené o 5-azacytidin v koncentraci
3 UM/1 po dobu 24 hodin. Nasledné byla kultura
oplachnuta a diferenciacni médium bylo nahrazeno
po dobu ¢tyt tydnti standardnim kultivacnim médi-
em, které bylo ménéno kazdé tfi dny.

Neurodiferenciace

SHED byly kultivovany jako bunécna jednovrstva
v neurogennim expanznim médiu (tab. 2) po dobu
nejméneé tfi pasazi. Médium bylo ménéno kazdé dva
az tfi dny.

Prukaz in vitro diferenciace

Histochemie

SHED rostouci v peleté, ¢i v bunécéné jednovrst-
vé byly fixovany v 10% formalinu a ponofeny do
parafinu. Rezy 5-6 pm byly vloZeny mezi sklicka
s pouzitim montovaciho média a ponechany v po-
kojové teploté pres noc oschnout. Poté byl z fezli
vymyt parafin pomoci xylolu a pak byly postupné
ponofeny do alkoholu se snizujici se koncentraci

(96, 80 a70 %) a dvakrat omyty destilovanou vodou.
Sféroidni bunécné pelety byly fixovany v 4% roztoku
paraformaldehydu v pufrovaném fyziologickém
roztoku po dobu 30 minut, nasledné oSetfeny 20%
roztokem sacharézy v PBS po dobu dvou hodin,
ponofeny do TissueTek OCT compound (Sakura
Finetek GmbH, Staufen, Némecko), sféry oSetfe-
ny 3-aminopropyltriethoxysilane (Sigma - Aldrich
Inc., USA) a zmrazené rozfezdny. Rezy byly na-
sledné permeabilizovany 0,1% Triton X-100 po do-
bu deseti minut ptfi pokojové teploté. Barvenim
podle Kossy jsme detekovali fosforecnan vapenaty
v osteoidni matrix vzniklé pfi osteodiferenciaci
SHED. Chondrogenni diferenciaci jsme prokazo-
vali barvenim alcidnovou modii, ktera se vaze na
kyselé mukopolysacharidy, a Safraninem O, ktery
prokazuje pritomnost chrupavcité tkané. Barveni
olejovou Cerveni ukazuje tukové kapénky pritomné
béhem adipogenni diferenciace. Nasledné bylo
barveni kvantifikovano pomoci spektrofotometrie.

Imunocytochemie / Imunofluorescence

Bunky jsme ponofili tfikrat do PBS a fixovali ve
4% paraformaldehydu v PBS pfi 4 °C na deset minut,
nasledné omyli v PBS obsahujici 0,1% Triton X-100
a ponotili do PBS obsahujici 2% bovinni sérovy albu-
min na 30 minut pfi pokojové teploté. Tyto burky
byly pfes noc inkubovany pfi 4 °C s primarnimi
protilatkami. V negativni kontrole byla protilatka
vynechana. Po oplachu byly bunky inkubovany
s vhodnou fluorochromem konjugovanou a dru-
hové specifickou sekundarni protilatkou. K vizua-
lizaci vzorkl byl pouZit fotoaparat BX51 Olympus
(Olympus Europa GmbH, Hamburg, Némecko).
Pro priikaz osteogenni diferenciace bylo pouzito
primarni protilatky proti prokolagenu I, chondro-
genni diferenciace primarni protilatky proti ko-
lagenu typ II, endotelidlni diferenciace protilatky
proti von Wilebrandovu faktoru, myogenni diferen-
ciace protilatky proti desminu, kardiaktroponinu
a a-aktinu a neurogenni diferenciaci protilatky
proti nestinu (vSechny vyjmenované komponenty
Sigma - Altrich Inc., USA).

VYSLEDKY

VSechny kultivované linie SHED si drzely stan-
dardni morfologii pozorovanou u kmenovych bunék
izolovanych ze zubni pulpy stalych i docasnych zubt
(obr. 2). Cast kmenovych bunék byla v paté pasaZzi za-
mrazena a uschovana pro diferencia¢ni experimen-
ty. Zbyla cast bunék byla dlouhodobé kultivovana
pres Hayflickliov limit (tab. 2). Viabilita u vSech tfi
linii v pribéhu kultivace neklesla pod 90 % (tab. 2).

CESKA
STOMATOLOGIE
ro¢nik 116,

2016, 1,

s. 311



CESKA
STOMATOLOGIE
ro¢nik 116,

2016, 1,

s.3-1

Obr. 3A
Obr. 3B

Obr. 3C
Obr. 3D
Obr. 3E
Obr. 3F

Ze001 negativni kontrola osteodiferenciace

Ze002 po ¢tyfech tydnech kultivace v osteogennim médiu. Na povrchu bunék miiZzeme pozorovat malé nehomogenni ¢astecky
extracelularni matrix (vétsi ¢astice oznacena Sipkou)

Detekce vapniku pomoci barveni podle Kossy u bunék linie Ze002 kultivovanych v osteodiferenciaénim médiu po dobu ¢tyF tydnl
Imunohistochemicka detekce prokolagenu | u bunék linie Ze002 kultivovanych v osteodiferenciaénim médiu po dobu ¢tyf tydn
Barveni ojejovou ¢erveni u negativni kontroly pro adipogenni diferenciaci, linie Ze002

Barveni ojejovou cerveni bunék linie Ze002 kultivovanych deset dni v adipogennim médiu s pozitivhim priikazem tukovych vakuol
v cytoplazmé



Obr. 3G Imunochemicky prtikaz kardiaktropinu u linie Ze003 vystavené 5-azacytinu

Obr. 3H Imunochemicky prilkaz desminu u linie Ze003 vystavené 5-azacytinu

Obr. 3Ch Imunochemicky priikaz o-aktinu u linie Ze003 vystavené 5-azacytinu

Obr. 31 Imunodetekce nestinu u bunék linie Ze003 kultivovanych ctyfi tydny v neurogennim médiu

Obr.3J Imunodetekce von Wilebrandova faktoru u bunék linie Ze002 kultivovanych v médiu s VEGF po dobu &tyf tydnd
Obr. 3K Peleta bunék linie Ze002 kultivovanych ctyfi tydny v chondrodiferenciaénim médiu
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Fenotypova analyza 2% FCS-SHED ukazala vysokou
pozitivitu pro standardni znaky mezenchymalnich
kmenovych bunék. Procento pozitivnich bunék v li-
niich bylo nasledujici: pro CD29 - 68,73/69,13/57,09,
CD44 - 72,18/72,76/66,45, CD73 - 71,63/83,58/58,85,
CD90 - 64,53/84,44/82,98.

VSechny tfi linie po vystaveni osteodiferenciac-
nimu médiu produkovaly extracelularni matrix (obr.
3 A + B), Po ¢tyfech tydnech bylo mozZné v kulti-
vacnich nadobach pozorovat shluky osteoidniho
materidlu. Pomoci barveni podle Kossy jsme pro-
kazali pritomnost vapniku v extracelularni mat-
rix (obr. 3 C) a pfitomnost prokolagenu I pomoci
imunohistochemického barveni (obr. 3 D). U vSech
tfi linii doSlo béhem kultivace v adipogennim mé-
diu ke zméné morfologie, buriky byly vice prisedlé
a v jejich cytoplazmeé se vytvately vakuoly. Pomoci
histologického barveni olejovou Cerveni jsme pro-
kazali pfitomnost tuku uvnitf téchto vakuol (obr.
3 E + F). Nasledné jsme pomoci spektrofotometrie
kvantifikovali mnozstvi olejové Cervené v negativni
kontrole. U diferencovanych bunék jsme prokazali
vyrazné vyss$i koncentraci olejové Cervené. Pomoci
imunohistochemické detekce proteinu desminu, kar-
diaktroponinu a a-aktinu jsme prokazali schopnost
SHED diferencovat v buriky pfi¢né pruhované svalo-
viny (obr. 3 G + H + CH). Béhem kultivace v neurodi-
ferencia¢nim médiu jsme pozorovali postupné ménici
se morfologii SHED. Ty se stavaly jeSté vice protaze-
né a udrzovaly mezi sebou kontakty pomoci velmi
dlouhych vybézki. Diferenciaci v neuralni elementy
jsme prokazali pomoci pozitivni detekce nestinu ve
vSech tfech liniich (obr. 31I). U bunék kultivovanych
v pfitomnosti vaskularniho endotelového riistového
faktoru (diferenciace v endotelidlni buriky) jsme byli
schopni prokazat slabou pozitivitu von Wilebrandova
faktoru a vyraznou zménu morfologie (obr. 37J).

Bunky kultivované v chondrogennim médiu
ochotné tvoftily sféry (obr. 3 K). Tyto pelety nebyly
vSak dostatecné soudrzné, aby je bylo mozné histo-
logicky zpracovat. Tento experiment jsme opakovali
trikrat, vzdy se stejnym vysledkem.

DISKUSE

Nase studie prokazala, Ze na rozdil od SHED kul-
tivovanych v médiu s > 10 % FCS, 2 % FCS-SHED
vykazuji sniZenou pozitivitu povrchovych znakd,
vysoKky proliferacni potencial a diferencia¢ni poten-
cial. Detailni data v této studii nemohou byt brdna
za univerzalni, jelikoz fenotyp a potencial testova-
né populace SHED se méni s ohledem na nékolik
proménnych, a to: k populaci darct (poctu, pohla-
vi, véku, genetickych predispozic atd.) [21], k stafi

extrahované zubni pulpy [21] a mozZné selekci jedné
z bunécnych populaci nalézajici se v zubni pulpé,
ktera je bunécné heterogenni [9, 21]. V nasi studii
jsme pouzili bunécny material od tfi darct rizného
pohlavi a stari. Extrahované zuby mély stdle Zivou
zubni pulpu, kterd byla odebrana cela.

Metodu izolace jsme zvolili na zakladé predeslého
vyzkumu Bakopoulou a kol., 2011 [3], tak abychom
heterogenitu bunécné populace co nejméné pozme-
nili. Slozeni testovaného kultiva¢niho média bylo
vybrano na zakladé nizkého obsahu FCS a zaroven
na zakladé predchozi studie Karbanové a kol., 2010,
ktera prokazala pouzitelnost tohoto média pro DPSC
[9]. Pfestoze se pocet kmenovych bunék izolovanych
ze zubni pulpy bézné pohybuje mezi 10 az 100 [21],
béhem expanzni kultivace jsme dosahli poctu v radu
desitek milion a pfesahli Hayeckidv limit, tedy jsme
dosahli vysledkd shodnych s SHED kultivovanych
vmédiich obsahujicich >10 % FCS [6, 19]. Pouzitelnost
izola¢ni metody a kultiva¢niho média pro SHED jsme
nasledné ovéfili fenotypovou analyzou, ktera ukazala
expresi povrchovych multipotentnich mezenchy-
malnich znakd u téchto bunék [5, 10, 14, 19]. Tento
vysledek se shoduje s vysledky praci Karbanové a kol.,
2011 a Akpinar a kol., 2014 [9, 21]. Na rozdil od studii
pracujicich s vysokoprocentnim FCS médiem [17] po-
zorujeme sniZenou pozitivitu v expresi povrchovych
znaki, cozZ si vysvétlujeme vlivem kultivacniho média
s nizkym obsahem FCS. Tento vliv FCS na fenotyp
SHED je tfeba ovérfit ve screeningovych studiich s vét-
$im poctem izolovanych linii.

PrestoZe jsme SHED uspésné diferencovali v bu-
nécné typy popsané v predchozich vyzkumech [4,
7, 16, 171, vypozorovali jsme rozdilnou ochotu dife-
rencovat v tyto bunécné typy. Tak 2% FCS-SHED se
v endotelidlni buniky diferencovaly zna¢né neochot-
neé, coz si vysvétlujeme jiz dfive popsanou negativi-
tou CD146 a CD34 jako hematopoetickych markeri
v zakladni populaci 2% FCS-SHED. PrestoZe jejich
chondrogenni diferenciace byla tspésna, nebyli
jsme schopni dosahnout soudrzné pelety. Stejné jako
>10% FCS-SHED, tak i 2% FCS-SHED diferencovaly
uspésné v adipogenni buriky [17]. Jejich aktivita pro
nestin byla béhem neurogenni diferenciace velmi
vysoka, shodné s > 10% FCS-SHED [12, 17]. Béhem
neurodiferenciace 2% FCS-SHED vytvarely plovouci
shluky podobné neurosféram; stejna pozorovani
ucinili Miura a kol., 2003 [17, 22]. BEhem naseho
experimentu jsme také prokazali, Ze 2% FCS-SHED,
velmi ochotné diferencuji v buriky kosterni svaloviny
a disponuji silnym osteodiferenciacnim potencia-
lem shodné s predeslymi studiemi [8, 21]. Z nasich
vysledkd vyplyva, Ze SHED jsou slibnou a vyjimecné
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dosazitelnou bunécnou populaci, a to pfedevsim pro
neuroregenerativni medicinu.

U 2% FCS-SHED se projevila vysoka prolifera¢ni
kapacita, vysoky diferencia¢ni potencial v neuro-
gennim a osteogennim médiu, avsak nizsi v chon-
drogenni a adipogenni linii. Exprese pozorovanych
povrchovych znaki typickych pro mezenchymalni
kmenové buriky je u 2% FCS-SHED pfiblizné o 20 %
nizs$i v porovnani s fenotypem > 10% FCS-SHED po-
zorovanym vyzkumnou skupinou Kerkis a kol. [10].
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