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SOUHRN

Uvod a cil prace: Kmenové buriky zubni dfené (KBZD) vy-
kazuji prirozené vysokou pozitivitu na povrchovy recep-
tor glykoprotein CD44 podilejici se mimo jiné na indukci
mineralizace odontoblastd, pricemz kyselina hyaluronova
(KH) je jeho hlavni ligandou. Cilem experimentu bylo po-
soudit vliv KH o nizké (NMH-KH), stfedni (SHM-KH) a vyso-
ké (VMH-KH) molekularni hmotnosti na fenotypovy pro-
fil, proliferacni aktivitu a diferenciacni potencial lidskych
KBZD.

Metodika: Experiment byl proveden v in vitro podmin-
kach na dvou liniich lidskych KBZD odlisnych darct (treti
molar - muz, 25 let, a prvni premolar - muz, 9 let). Tyto
linie byly kultivovany ve standardnim médiu a od druhé
pasaZze také ve tfech experimentalnich kultivacnich mé-
diich obsahuijicich 0,1 % kyseliny hyaluronové (KH) ve tfech
molekularnich hmotnostech: NMH-KH (116 kDa), SHM-KH
(540 kDa) a VHM-KH (1500 kDa). Analyza fenotypu byla
provedena v sedmé pasazi pomoci pratokového cytome-
tru Vi-Cell XR, viabilita byla méFena analyzatorem Vi-Cell
v sedmé pasazi a pocet bunék analyzatorem Z2 Coulter
ve viech pasazich. Osteodiferenciace a chondrodiferen-
ciace byly indukovany komer¢né dodavanymi diferenciac-
nimi médii a prokazovany histologickym barvenim s alcia-
novou modfi a alizarinovou Cerveni.

Vysledky: Linie KBZD vyuzité v naSem experimentu vyka-
zovaly fenotyp typicky pro lidské KBZD (vysoka pozitivita
pro CD 13, CD 29, CD 44, CD 90 a OCT3/4), byly schop-
ny prekrocit Hayflickdv limit a diferencovat v bunky pro-
dukujici osteogenni a chondrogenni extracelularni matrix.
Béhem experimentu dosahly KBZD linie 1 kultivované
v kontrolnim médiu / médiu 1 (116 kDa KH) / médiu 2
(540 kDa KH) / médiu 3 (1500 kDa KH) v tomto poradi cel-
kem 14,1/15,3/15,4 /14,8 populac¢nich zdvojeni. Median
doubling time s minimalni a maximalni hodnotou ve stej-

ném poradi byl 31,6 (29,2; 36,8) / 29,6 (28,5; 30,6) / 30,3
(26,7; 31,3) / 30,5 (29,7; 33,8) hodin. Viabilita KBZD ziska-
nych ze sedmé pasaze byla ve stejném poradi 92,3/93,1/
91,8/92,6 %. KBZD linie 2 kultivované v kontrolnim médiu
/ médiu 1 (116 kDa KH) / médiu 2 (540 kDa KH) / médiu 3
(1500 kDa KH) dosahly v tomto poradi celkem 16,7 / 17,2
/16,7 / 16,8 populacnich zdvojeni. Median doubling time
s minimalni a maximalni hodnotou ve stejném poradi byl
28,9 (24,5; 35,2) / 27,4 (24,5; 32,6) / 28,3 (24,0; 38,4) / 27,1
(25,3; 33,9) hodin. Viabilita KBZD ziskanych ze sedmé
pasaze byla ve stejném poradi 80,1 /82,5/81,8/80,9 %.
Zaveér: OvéFili jsme, Ze KBZD v pfitomnosti kyseliny
hyaluronové o molekularnich hmotnostech 116, 540
a 1500 kDa v koncentraci 0,1 % preZivaji, proliferuji a udr-
Zuji si schopnost diferencovat ve zralé bunécné elementy.
Déle jsme ovérili plvodni predpoklad, Ze nizkomolekular-
ni forma kyseliny hyaluronové bude mit rozdilny dopad na
fenotyp KBZD nez forma vysokomolekularni.

Klicova slova: kmenové bunky, zubni dfFen, kyselina
hyaluronova, scaffold

SUMMARY

Introduction: Dental pulp stem cells (DPSCs) express
naturally high positivity for surface receptor glycoprotein
CD 44 which is involved in the induction of odontoblast
mineralization with hyaluronic acid (HA) being its major
ligand. The aim of this experiment was to assess the
effect of HA in low (LMW-HA), medium (MMW-HA) and
high (HMW-HA) molecular weights on the phenotypic
profile, proliferation activity and differentiation potential
of human DPSCs.

Methods: The experiment was conducted in vitro on
two lines of human DPSCs from different donors (third
molar - male, 25 years and first premolar - male, 9 years).
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These lines were cultured in standard medium and from
the second passage also in three experimental culture
media containing 0.1% HA in three molecular weights:
LMW-HA (116 kDa), MMW-HA (540 kDa) and HMW-HA
(1500 kDa). The phenotypic analysis was performed in the
seventh passage using a Vi-Cell XR flow cytometer, viability
was evaluated by the Vi-Cell Analyzer in the seventh
passage and proliferation activity measured by the 72
Counter Analyzer in every passage. Osteo- and chondro-
differentiation were inducted by commercially supplied
cultivation media and demonstrated by histological
staining with alcian blue and alizarin red.

Results: DPSCs used in our experiment expressed
phenotype typical for human DPSCs (high positivity for
CD 13, CD 29, CD 44, CD 90 and OCT 3/4), they were able
to exceed Hayflick limit and differentiate in the osteogenic
as well as the chondrogenic extracellular matrix. During
the experiment, DPSCs line 1 cultivated in control medium
/ medium 1 (116 kDa HA) / medium 2 (540 kDa HA) /
medium 3 (1500 kDa HA) achieved in this order in total
14.1/15.3/15.4/14.8 population doublings. The median
of doubling time with the minimal and maximal values in
the same order was 31.6 (29.2; 36.8) / 29.6 (28.5; 30.6) /

30.3 (26.7; 31.3) / 30.5 (29.7; 33.8) hours. The viability of
the DPSCs obtained from the seventh passage was in the
same order 92.3/93.1/91.8/92.6%. DPSC line 2 cultivated
in control medium / medium 1 (116 kDa HA) / medium 2
(540 kDa HA) / medium 3 (1500 kDa HA) achieved in this
order in total 16.7/17.2/16.7/16.8 population doublings.
The median of doubling time with the minimal and
maximal values in the same order was 28.9 (24.5; 35.2) /
27.4(24.5; 32.6) / 28.3 (24.0; 38.4) / 27.1 (25.3; 33.9) hours.
The viability of the DPSCs obtained from the seventh
passage was in the same order 80.1/82.5/81.8/80.9%.
Conclusion: We verified that DPSCs in the presence
of hyaluronic acid at a concentration of 0.1% and
molecular weights of 116, 540 and 1500 kDa survive,
proliferate and maintain the ability to differentiate in
mature cellular elements. We also verified the original
assumption that the low molecular weight form of
hyaluronic acid has a different impact on the DPSCs'
phenotype than the high molecular weight form of
hyaluronic acid.

Key words: stem cells, dental pulp, hyaluronic acid,
scaffold
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UvVOoD

Kmenové buriky (KB) jsou eukaryotni bun-
ky, které se vyznacuji dvéma specifickymi
vlastnostmi. Jsou nadany vysokou schopnos-
ti proliferace umoznujici prekroceni Hayflic-
kova limitu a zarovert mohou diferencovat ve
zralé bunécné linie. Jako totipotentni ozna-
Cujeme KB, které mohou bez omezeni dife-
rencovat na jakykoliv jiny typ bunék embryo-
nalnich i extraembryonalnich tkani. Radime
sem zygotu a prvni generaci KB z ni odvo-
zenou. Dale rozeznavame pluripotentni KB,
které mohou diferencovat do bunék viech
tri zarodecnych listl - entoderm, ektoderm
a mezoderm - Cili do jakékoliv tkdné mnoho-
bunécného organismu. Posledni linii KB jsou
multipotentni KB, které mohou produkovat
pouze buriky odvozené ze zarodec¢ného listu,
z jehoz tkani jsou samy izolovany. Béhem Zzi-
vota organismu zajistuji KB vyvoj organl pfi-
slusného zarodecného listu, jeho bunécnou
obnovu, a udrzuji tak tkafiovou homeosta-
zu. KB dale délime na embryonalni kmenové
buriky (EKB) a adultni kmenové buriky (AKB).
EKB jsou pluripotentni kmenové buriky s Si-
rokym diferenciacnim potencialem. Jsou ale
ziskavany z embrya v obdobi blastocysty a je-
jich odbér je tak spojen s etickymi problémy

(zanik embrya, definice Zivota aj.), coz limituje
jejich vyuziti. AKB jsou multipotentni kmeno-
vé bunky, jejichZ diferenciace je omezena pfi-
slusnosti k jednomu ze tfi zarodecnych listd.
Izolace AKB probiha postnatalné a jejich vyu-
Ziti neni spojeno s tolika etickymi otazkami.

Kmenové bunky zubni dfené (KBZD) pat-
fi mezi adultni kmenové bunky, které maji
schopnost diferencovat ve zralé mezenchy-
malni a neuroektodermalni bunécné typy.
Jsou odebirany ze zubni drené stalych zubt
a vyhodou oproti jinym zdrojim KB v lidském
téle je tak jejich relativné snadna dostupnost.
KBZD je mozné ziskavat z extrahovanych zu-
by, nejcastéji tretich dolnich molard, v ramci
planovaného |é¢ebného zakroku. Tyto zuby
jsou po extrakci povazovany za biologicky od-
pad a likvidovany. Izolace zubni dfené tak ne-
predstavuje pro pacienta zadny zakrok nad
ramec bézného oSetreni, ktery by byl prove-
den pouze za UCelem izolace bunék.

Kyselina hyaluronova (KH) je glykosamino-
glykan sloZzeny z disacharidovych jednotek
obsahuijicich kyselinu D-glukuronovou a N-a-
cetylglukosamin. Tento biopolymer je jednou
z hlavnich sloZek extracelularni matrix a je
hojné zastoupen ve vétsiné pojivovych tkani.
Nejvyssich koncentraci dosahuje v synovial-
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ni tekuting, kazi, pupecnikové snlire ¢i ocnim
sklivci. Dale je vyznamnou sloZzkou extracelu-
larni matrix zubni dfené, a tudiz i pfirozenym
prostfedim pro KBzZD [1].

Za béznych podminek se KH v téle vysky-
tuje ve své vysokomolekularni formé (VMH-
-KH). VMH-KH se podili diky svym hygrosko-
pickym vlastnostem na hydrataci, lubrikaci
a udrzovani osmotické rovnovahy tkani, re-
dukuje aktivitu a produkci prozanétlivych
medidtord a metaloproteindz, inhibuje an-
giogenezi, snizuje vyskyt volnych kyslikovych
radikall a inhibuje schopnost makrofagu fa-
gocytovat [2, 3, 4, 5]. Nitrokloubni aplikace
exogenni VMH-KH stimuluje synovialocyty
k vySsi produkci endogenni VMH-KH, stimu-
luje proliferaci chondrocytt a inhibuje degra-
daci kloubni chrupavky [6]. PFi reparaci tkani
brani KH ukladani kolagenu, a tim napoma-

ha bezjizevnatému hojeni [7]. Pfi zanétu do-
chazi ke Stépeni VMH-KH na stfedné dlouhé
(SMH-KH) a kratké (NMH-KH) fragmenty. Ty-
to fragmenty vykazuji odliSnou biologickou
aktivitu nez VMH-KH. Jejich pfitomnost zvy-
Suje imunitni odpovéd a produkci prozanét-
livych cytokinG a rlstovych faktord [8]. Zvy-
Sena pritomnost NMH-KH byla pozorovana
v postizenych tkanich, napf. pfi revmatoidni
artritidé a mnoha neinfekénich onemocné-
nich plic (sarkoidé6za, plicni fibréza, astma,
plicni hypertenze, CHOPN) [9, 10]. NMH-KH
mUze indukovat progresi nékterych tumord
[11-13]. NMH-KH je také schopna indukovat
angiogenezi [14, 15]. Mezi receptory KH pa-
tfi povrchovy znak 44 (CD 44), coz je trans-
membranovy glykoprotein pfitomny ve vét-
Siné lidskych bunék a ovliviujici jejich migra-
ci, uptake a degradaci KH, adhezi, orientaci,

--

--

Obr. 1

Barveni depozit vapniku

v extracelularni matrix KBZD
aliziarinovou Cerventi;

KBZD linie 1: kontrola (a),
médium 1 (b), médium 2 (c),
médium 3 (d), KBZD linie 2:
kontrola (e), médium 1 (f),
médium 2 (g), médium 3 (h)

Fig. 2

Alizarin red staining of calcium
deposites in the extracellular
matrix of DPSCs; DPSC line 1:
control (a), medium 1 (b),
medium 2 (c), medium 3 (d),
DPSC line 2: control (e),
medium 1 (f), medium 2 (g),
medium 3 (h)

Obr. 2

Barveni kyselych
mukopolysacharid

v extraceluldrni matrix KBZD
alcianovou modfi;

KBZD linie 1: kontrola (a),
médium 1 (b), médium 3 (c),
KBZD linie 2: kontrola (d),
médium 1 (e), médium 3 (f)

Fig. 2

Alzian blue staining of acid
mucopolysaccharides in the
extracellular matrix of DPSCs;
DPSC line 1:

control (a), medium 1 (b),
medium 3 (c), DPSC line 2:
control (d), medium 1 (e),
medium 3 (f)
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Graf 1 Kumulovany pocet popula¢nich zdvojeni KBZD linie 1 v 2.-7. pasazi kultivovanych v kontrolnim
médiu (Kontrola), médiu 1 (KH 116), médiu 2 (KH 540) a médiu 3 (KH 1500)

Graph 1 Cumulative population doublings of the DPSC line 1 in the 2nd-7th passage. DPSCs were cultivated
in control medium (Control), medium 1 (HA 116), medium 2 (HA 540) and medium 3 (HA 1500)

aktivaci a homing lymfocyt0. V poslednich le-
tech se vyzkum zaméfuje na pfitomnost to-
hoto povrchového znaku u bunék tumor(
a metastaz, kde by KH mohla byt diky vazbé
KH-CD44 vyuZita v ramci tzv. targeted drug
delivery (cilena distribuce 1éCiva) [16].
Dusledky vazby KH na CD 44 se vsak li-
Si v zavislosti na molekularni hmotnosti KH.
Tento jev byl popsan napr. u fibroblast(, kte-
ré reaguji pfi navazani VMH-KH na jejich CD
44 zvySenou diferenciaci, naopak pfi vazbé
NMH-HA dochézi k inhibici diferenciace [17].
U makrofagli vazba NMH-KH-CD 44 indukuje
jejich klasickou aktivaci a expresi prozanétli-
vych gen(, pfivazbé VMH-KH dochazi naopak
k aktivaci alternativni cestou a indukci repa-
rativnich procest [18]. CD 44 je hojné expri-
movan také na povrchu KBZD. Doposud pub-
likovana data naznacuji vliv VMH-KH na dife-
renciaci KBZD v odontoblasty, avSak neexis-
tuji dalSi studie, které by tyto informace po-
tvrdily [19]. Zaroven neexistuji studie, které

by se vénovaly vlivu riznych molekularnich
hmotnosti kyseliny hyaluronové na KBZD.
Vzhledem k relativné snadné dostupnosti,
diferenciacnimu potencialu a vysoké prolife-
racni aktivité se KBZD dostavaji do popredi
zajmu vyzkumu kmenovych bunék, tkanové-
ho inZenyrstvi a regenerativni mediciny. K ta-
kové aplikaci je vSak burniky nutné na misto
pouziti pfenést a na misté je udrzet. Vyuzitim
vhodného materialu utvarejiciho trojrozmér-
nou strukturu ziskdme nosi¢, tzv. scaffold,
ktery umoznuje aplikaci a udrzeni bunék na
pfedem urceném misté. Scaffoldy jsou te-
dy docasné podpurné struktury pro rdst bu-
nék a tkani [20]. Jednim z potencialnich ma-
teriald pro tvorbu scaffoldd je kyselina hya-
luronova (KH). Jako latka télu vlastni ma KH
pro implantaci do organismu vyhodné vlast-
nosti, nebot je biokompatibilni, biodegrada-
bilni, resorbovatelna a je pfirozenou soucas-
ti extracelularni matrix. Technologické zpra-
covani KH umoznuje jeji produkci ve formé
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Graf 2 Zdvojnasobeni ¢asu v hodinach KBZD linie 1 v 2.-7. pasazi kultivovanych v kontrolnim médiu
(Kontrola), médiu 1 (KH 116), médiu 2 (KH 540) a médiu 3 (KH 1500)

Graph 2 Doubling time in hours of the DPSC line 1 in the 2nd-7th passage. DPSCs were cultivated in control
medium (Control), medium 1 (HA 116), medium 2 (HA 540) and medium 3 (HA 1500)
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Graf 3 Kumulovany pocet popula¢nich zdvojeni KBZD linie 2 v 2.-7. pasazi kultivovanych v kontrolnim
médiu (Kontrola), médiu 1 (KH 116), médiu 2 (KH 540) a médiu 3 (KH 1500)

Graph 3 Cumulative population doublings of the DPSC line 2 in the 2nd-7th passage. DPSCs were cultivated
in control medium (Control), medium 1 (HA 116), medium 2 (HA 540) and medium 3 (HA 1500)

prasku ¢i tvarové libovolnych poréznich i mo-
nolitickych struktur a jeji funk&ni skupiny (kar-
boxylové kyseliny a alkoholy) mohou byt vy-
uzity k sitovani do podoby hydrogelu [20].
Mezi hlavni nevyhody nemodifikované KH
patfi rychlost jeji degradace, a tedy i hor-
Si mechanické a bariérové vlastnosti in vivo;
tento nedostatek je ale moZzno kompenzovat
dalSimi biochemickymi Gpravami [21, 22].

Scaffold jako docasna podplrna struktura
bunék je pfi in vivo pouZiti postupné degra-
dovan. Degradace KH probiha za postupné-
ho Stépeni vysokomolekularnich Fetézcl na
fetézce stfedni aZ nizké molekuldrni hmot-
nosti. Vzhledem k odliSnym signalnim vlast-
nostem rlznych molekuldrnich hmotnosti
KH je proto dulezité znat vliv rdzné dlouhych
retézcl KH na buriky, pro které je budouci vy-
uziti scaffoldu z KH zamysleno.

Cilem experimentu bylo posoudit in vitro
vliv KH o nizké, stfedni a vysoké molekularni
hmotnosti na zdkladni biologické vlastnosti

— Kontrola — KH 116

lidskych KBZD (proliferacni aktivita, viabilita,
fenotypovy profil, jejich schopnost diferenco-
vat v bunky produkujici kostni a chrupavcitou
extracelularni matrix).

MATERIAL A METODY

Protokol izolace a metodika experimen-
tu byly schvaleny Etickou komisi Fakult-
ni nemocnice Hradec Kralové (souhlasy
¢.j. 200612 SOIP, 201011 S14P, 201812 SO7P).
Darci zubU Ci jejich zakonni zastupci byli pred
samotnou extrakci informovani o povaze ex-
perimentu a podepsali informovany souhlas
s vyuzitim KBZD pro vyzkumné Gcely.

Extrakce zubl dvou déarch (linie 1: tfeti
molar - muz, 25 let, linie 2: prvni premolar
- muz, devét let) probéhla za standardnich
podminek v lokdlni anestezii. Extrahované
zuby byly oSetfeny dezinfekénim roztokem
a transportovany v Hankové balancovaném
solném roztoku (HBSS, Invitrogen, USA) do
laboratore tkanovych kultur. Zubni dfen byla

5 6 7

Pasaz

— KH 540 KH 1500

Graf 4 Zdvojnasobeni ¢asu v hodinach KBZD linie 2 v 2.-7. pasazi kultivovanych v kontrolnim médiu
(Kontrola), médiu 1 (KH 116), médiu 2 (KH 540) a médiu 3 (KH 1500)

Graph 4 Doubling time in hours of the DPSC line 2 in the 2nd-7th passage. DPSCs were cultivated in control
medium (Control), medium 1 (HA 116), medium 2 (HA 540) and medium 3 (HA 1500)
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Graf 5 CD pozitivni KBZD v procentech v rdmci populace linie 1; KBZD kultivovany v kontrolnim médiu
(Kontrola), médiu 1 (KH 116), médiu 2 (KH 540) a médiu 3 (KH 1500)

Graph 5 Percentage of CD positive DPSCs within the population of the DPSC line 1; DPSCs were cultivated
in control medium (Control), medium 1 (HA 116), medium 2 (HA 540) and medium 3 (HA 1500)

izolovana za sterilnich podminek v laminar-
nim boxu. Korunkova ¢ast byla od korenu od-
délena Luerovymi kleStémi a zubni dfen vy-
jmuta ostrym exkavatorem. Ta byla nasled-
né kompletné rozrusena plsobenim enzym
kolagenéza typ | (3 mg/ml, Sevapharma, CR)
a dispaza (4 mg/ml, Invitrogen, USA) po dobu
50 minut, centrifugovana na 600 g (2000 rpm)
po dobu péti minut.

KBZD byly kultivovany v atmosfére s 5% CO,
za teploty 37 °C. Po 24 hodinach od izolace
bylo z kultiva¢ni nddoby odstranéno kultivac-
ni médium a za uziti PBS vymyty zbytky tka-
ni zubni dfené a neadherujici buriky (erytro-
cyty, fibroblasty, zbytky cév). Nasledné by-
ly pozorovany jednotlivé buriky ¢i kolonie
KBZD. V3echny buriky byly kultivovany do dru-
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%
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CD10 CD13 CD2S CD44

H Kontrola

| 116

hé pasaze v totozném médiu. Toto médium
sestavalo z alfa-MEM (Gibco, UK), 2 % fetal-
niho teleciho séra (FCS) (PAA, USA), 10 ng/ml
EGF (PeproTech, USA), 10 ng/ml PDGF (Pe-
proTech, USA), 0,2 mM L-askorbové kyseli-
ny (Sigma, USA), 2 % glutaminu (Gibco, UK),
100 U/ml penicilinu (Gibco, UK), 100 pg/ml
streptomycinu (Gibco, UK), 20 pg/ml genta-
micinu (Gibco, UK) a 50 mM dexametazonu
(Sigma, USA) podle standardniho protoko-
lu nasi laboratore [23]. Po sedmi dnech kul-
tivace byly KB z povrchu kultivacni nadoby
uvolnény pomoci 0,05 % trypsin-EDTA (Gib-
co, UK) a nasazeny do nové kultiva¢ni nado-
by. Kazda dalsi pasadz probéhla po dosazeni
70 % konfluence. Cést KBZD ziskana z druhé
pasaze byla kryokonzervovana a zbyla €ast

CD90 CD105 CD106 CD117 CD146 OCT3/4

| 540 1540

Graf 6 CD pozitivni KBZD v procentech v rdmci populace linie 2; KBZD kultivovany v kontrolnim médiu
(Kontrola), médiu 1 (KH 116), médiu 2 (KH 540) a médiu 3 (KH 1500)

Graph 6 Percentage of CD positive DPSCs within the population of the DPSC line 2; DPSCs were cultivated
in control medium (Control), medium 1 (HA 116), medium 2 (HA 540) and medium 3 (HA 1500)
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Tab. 1 CD pozitivni KBZD v procentech v ramci populace linie 1; KBZD kultivovany v kontrolnim médiu
(Kontrola), médiu 1 (KH 116), médiu 2 (KH 540) a médiu 3 (KH 1500)

Tab. 1 Percentage of CD positive DPSCs within the population of the DPSC line 1; DPSCs were cultivated
in control medium (Control), medium 1 (HA 116), medium 2 (HA 540) and medium 3 (HA 1500)

Kontrola LG RN KH 540 KH 1540
(D10 66,35 60,85 5597 64,91
13 94,31 95,59 94,43 94,04
(D29 66,35 60,85 55,97 64,91
(D44 98,22 97,73 97,55 98,46
(D90 95,19 96,77 96,8 97,53
(D105 71,96 66,35 72,13 794
(D106 0,13 0,27 0,13
17 6,11 9,44 9,07 12,53
(D146 10,4 18,15 2522 11,88
0CT3/4 70,27 28,38 78,85 74,67

byla vyuzita k prokazani vlastnosti typickych
pro KB (dosazeni Hayflickova limitu, ovéFe-
ni schopnosti diferenciace a vySetfeni feno-
typu). Po jejich ovéreni byly KB rozmraze-
ny a vSechny nasledujici experimenty probi-
haly dvojité k ovéreni reprodukovatelnosti.
KBZD obou linii byly rozdéleny a kultivovany
ve tfech testovanych médiich a jako negativ-
ni kontrola byla uZita kultivace ve standard-
nim kultivaénim médiu. Testovana média se
skladala ze standardniho kultivacniho média
obohaceného o 0,1 % rozpusténé KH (Con-
tipro, a.s., CR) o molekulové hmotnosti: mé-
dium 1: 116 kDa, médium 2: 540 kDa, médium
3: 1500 kDa. Bunécna viabilita a pocet popu-
lagnich zdvojeni byly méfeny za uziti Vi-Cell
analyzer (Beckman Coulter, USA) a Z2 Coulter
(Beckman Coulter, USA). Pro analyzu fenoty-
pu byly vyuzity KBZD ziskané ze sedmé pasa-
Ze (kultivované pét pasazi v médiu s KH), po-
zitivita znakd CD29 (BD Biosciences Pharmin-
gen, Belgium), CD34 (Dako, Denmark), CD44
(BD Biosciences Pharmingen, Belgium), CD45
(Dako, Denmark), CD71 (Dako, Denmark),
CD90 (BD Biosciences Pharmingen, Belgium),
HLA | (Dako, Denmark), HLA Il (Dako, Den-
mark) byla mérena pritokovym cytometrem
Cell Lab Quanta (Beckman Coulter, USA). Via-
bilita byla hodnocena pomoci Vi-Cell analy-
zer (Beckman Coulter, USA) podle protokolu
dodavatele.

Pro prdkaz schopnosti KBZD kultivova-
nych v médiu s KH diferencovat ve zralé bu-
nécné linie byla zvolena diferenciace v kost-
ni a chrupavcitou tkan. Za ucelem chondro-
genni diferenciace byly KBZD kultivovany po
21 dni v médiu v tomto sloZeni: alfa-MEM

(Gibco, UK), kyselina askorbova 1 % (Sigma,
USA), dexametazon 0,02 % (Sigma, USA), pe-
nicilin/streptomycin 1,2 % (Gibco, UK), gluta-
min 1,9 % (Gibco, UK), 50 ng/ml TGF-B1 (R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA). Nasledné
byly bunky a extraceluldrni matrix fixovany
4% paraformaldehydem, zality do parafinu
a pro prokazani kyselych mukopolysachari-
du, které se hojné vyskytuji v chondrogenni
matrix, obarveny alcianovou modfi pro his-
tologické vySetreni.

Za ucCelem osteogenni diferenciace by-
ly KBZD kultivovany po 21 dni v kultivacnim
médiu slozeném z alfa-MEM (Gibco, UK), FCS
19 % (PAA, USA), kyseliny askorbové 1 % (Sig-
ma, USA), Beta glycerolfosfatu 2 % (Sigma,
USA), glutaminu 1,9 % (Gibco, UK), penicilinu/
streptomycinu 1,2 % (Gibco, UK), dexame-
tazonu 37 pl/lI (Sigma, USA). Nasledné byly
bunky a vyprodukovana extracelularni ma-
trix fixovany 4% paraformaldehydem, zality
do parafinu a pro demonstraci pfitomnosti
osteogenni matrix a kalciovych depozit obar-
veny aliziarinovou Cerveni pro histologické
vySetreni.

VYSLEDKY

Bé&hem experimentu dosahly KBZD linie
1 kultivované v kontrolnim médiu / médiu
1/ médiu 2 / médiu 3 v tomto poradi celkem
14,1 /15,3 /15,4 / 14,8 populacnich zdvoje-
ni (graf 1). Median doubling time s minimalni
a maximalni hodnotou ve stejném poradi byl
31,6(29,2;36,8)/ 29,6 (28,5; 30,6) / 30,3 (26,7;
31,3) /30,5 (29,7; 33,8) hodin. Priibézné hod-
noty jsou uvedeny v grafu 2. Viabilita KBZD
ziskanych ze sedmé pasaze byla ve stejném
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Tab. 2 CD pozitivni KBZD v procentech v ramci populace linie 2; KBZD kultivovany v kontrolnim médiu
(Kontrola), médiu 1 (KH 116), médiu 2 (KH 540) a médiu 3 (KH 1500)

Tab. 2 Percentage of CD positive DPSCs within the population of the DPSC line 2; DPSCs were cultivated
in control medium (Control), medium 1 (HA 116), medium 2 (HA 540) and medium 3 (HA 1500)

Kontrola KH 116 KH 540 KH 1540
(D10 58,59 65,48 72,33 77,22
13 96,9 95,88 92,29 91,68
(029 98,24 97,86 97,25 97,64
(D44 99,8 98,77 98,82 98,67
(D90 98,74 97,63 9791 98,98
(D105 92,67 3,71 84,7 85,36
(D106 0,89 04 0,18
117 24,44 10,18 17,2 21,37
(D146 91,06 22,22 82,57 78,67
0C13/4 93,72 92,43 92,81 92,44

poradi 92,3/93,1/91,8 /92,6 %. KBZD linie 2
kultivované v kontrolnim médiu / médiu 1 /
médiu 2 / médiu 3 v tomto poradi celkem
16,7 /17,2 /16,7 / 16,8 populacnich zdvoje-
ni (graf 3). Median doubling time s minimal-
ni @ maximalni hodnotou ve stejném poradi
byl 28,9 (24,5; 35,2) / 27,4 (24,5; 32,6 ) / 28,3
(24,0; 38,4) /27,1 (25,3; 33,9) hodin. Priibézné
hodnoty jsou uvedeny v grafu (graf 4). Via-
bilita KBZD ziskanych ze sedmé pasaze byla
ve stejném poradi 80,1/ 82,5/ 81,8 /80,9 %.

U KBZD kultivovanych v médiu s pfidav-
kem NMH-KH jsme zaznamenali oproti KBZD
kultivovanych v ostatnich médiich a negativni
kontrole pokles znakd CD 105 a OCT 3/4 u li-
nie 1 a u KBZD linie 2 doslo k poklesu znakd
CD 105, CD 117 a CD 146. Pozitivita ostatnich
sledovanych znakd byla srovnatelna (tab. 1,
tab. 2) (graf 5, graf 6).

U obou testovanych linii dlouhodobé kul-
tivovanych v kontrolnim médiu, médiu 1, 2
a 3 jsme byli schopni indukovat diferenciaci
v osteoblasty a prokazat pritomnost vapniko-
vych depozit v extracelularni matrix (obr. 1).
Chondrogenni diferenciaci jsme prokazali
u obou testovanych linii kultivovanych pou-
ze v kontrolnim médiu, médiu 1 a 3 (obr. 2).
V médiu 2 doSlo béhem diferenciacniho expe-
rimentu ke kontaminaci kultivacnich nadob
plisni, a proto byly z experimentu vyfazeny.

DISKUSE A ZAVER

KBZD jsou snadno dostupnym zdrojem
mezenchymalnich KB. Jejich vyuZiti v regene-
racni mediciné a tkafilovém inZenyrstvi nabizi
Sirokou Skalu aplikaci, a to nejen ve stoma-
tognatni oblasti. KBZD byly in vitro diferen-
covany v bunky podobné Langerhansovym

ostrvkim pankreatu schopné sekrece in-
zulinu ¢&i v hepatocyty. In vivo byla prokaza-
na jejich schopnost indukovat regeneraci bu-
nék rohovky, perifernich nerv(, cév a dalsich
[24-29]. Pokud se omezime pouze na oblast
oralni, in vivo studie na zvifecich modelech
ukazuji, Ze aplikace KBZD do celistnich kost-
nich defektd podporuje jejich hojeni [30-33]
a aplikace do nevitdlniho zubu indukuje re-
generaci zubni dfené [34-36]. Omezeny po-
Cet studii se vénuje vlivu KBZD na integraci
implantatd do celistnich kosti, avsak jejich
pozitivni vliv zatim nelze interpretovat jako
statisticky vyznamny [37-39].

KH je glykosaminoglykan, ktery ma pro
své protizanétlivé, hydratacni, regeneracni,
osteokonduktivni a biokompatibilni vlastnosti
potencial vyuziti i ve stomatologii [40, 41]. Di-
ky variabilnim moZnostem jeho technologic-
kého zpracovani je k dispozici ve formé spon-
gidzni, tuhé, gelu ¢i prasku, a dovoluje tak zvo-
litidealni provedeni podle mista aplikace [42].
Zaroven je KH dobfe kombinovatelna s jinymi
latkami, at uz chemickymi Upravami, ¢i pros-
tou absorpci [42]. V dUsledku téchto Uprav Ize
kombinovat vyhody zvolenych materiald pod-
le zamysleného poufziti. KH je tak Siroce vyu-
Zitelnym materialem pro celou Fadu indikaci.
Na naSem pracovisti jsme Uspésné otestova-
li aplikaci spongiézniho materidlu vzniklého
lyofilizaci roztoku KH s oktenidin dihydrochlo-
ridem pro |écbu alveolarni ostitis [40]. PFi au-
tologni transplantaci fibroblastd kolonizuji-
cich nosi¢ z KH byl tento material pouzit jako
Stép pro kryti gingivalnich reces( [43, 44]. Ko-
polymer kyseliny hyaluronové, mlécné a gly-
kolové Ize diky jeho pomalé degradaci pouzit
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ve formé membrany jako bariéru pro kryti
kosténych defektl s lepsimi vysledky nez pfi
pouziti prosté membrany z polymeru kyseliny
beni KH bylo demonstrovano snizenim zanét-
livych projevl dasni pfi dlouhodobé aplikaci
0,2% gelu KH [45].

K pouZziti KBZD in vivo je nutné bunky na
misto pfenést a v misté je udrzet. K tomuto
Ucelu slouZzi scaffoldy, které podle zvoleného
materialu mohou nejen pinit funkci podpr-
nou, ale mohou samy bufky ovlivhovat [46].
Mezi materialy vyuzivané pro tvorbu scaffol-
dl patfi i KH, ktera je ve vysokomolekularni
formé pfirozenou soucasti pojivovych tkani.
Je biokompatibilni, biodegradabilni snadno
resorbovatelnad a diky svému vysokému za-
stoupeni v téle je i soucasti pfirozeného pro-
stfedi bunék. Mezi ostatnimi materialy pro
tvorbu scaffoldl je specificka svym funkcénim
pusobenim na kultivované burky. Mezen-
chymalni KB kultivované ve scaffoldech z KH
produkuji vyrazné vétsi mnozstvi kolagenu I
nez pfi kultivaci ve scaffoldech z polyethylen-
glykolu [47]. Stejny efekt mélo i pFidani KH
do scaffoldl z kolagenu pfi kultivaci chond-
rocytl [46]. KBZD vykazuji pfirozené vysokou
pozitivitu na povrchovy receptor glykopro-
tein CD44 podilejici se mimo jiné na indukci
mineralizace odontoblastt [19]. KH induku-
je vazbou na CD 44 in vivo mineralizaci KBZD
a in vitro jejich diferenciaci v odontoblasty
[19, 48]. Jeji snadnou in vivo degradaci, a te-
dy kratky cas, po ktery pIni funkci scaffoldu
Ci bariéry, Ize zpomalit biochemickymi Upra-
vami [21, 22] &i misenim s kolagenem, které
kombinuje vyhody obou materiall [46].

| pfes zpomaleni degradace je nutné, aby
postupné odbouravani scaffoldu probiha-
lo az do jeho plného vymizeni. Pfi degra-
daci KH dochazi k jejimu Stépeni na krat-
Si fetézce, a tedy ke snizovani molekularni
hmotnosti fetézct KH. Bioaktivni vlastnos-
ti KH jsou podminény pravé délkou retézcl
[5, 9, 17, 18], a proto je nutné znat vliv rdz-
nych molekuldrnich hmotnosti KH na buriky,
které jsou s ni v kontaktu. Této problematice
se doposud vénuje jen velmi omezené mnoz-
stvi publikaci a pfi literarni reSerSi jsme nena-
lezli publikaci, ktera by se vénovala porovna-
ni vlivu rdznych molekuldrnich hmotnosti KH
na lidské KBZD.

Cilem experimentu proto bylo posoudit
vliv KH o nizké, stfedni a vysoké molekular-
ni hmotnosti rozpusténé v kultivatnim mé-
diu na fenotypovy profil, proliferacni aktivi-
tu a diferenciacni potencial lidskych KBZD.
U KBZD kultivovanych v médiu s pfidavkem

®

VMH-KH jsme podle o€ekavani nepozorovali
vyznamné odchylky ve fenotypu oproti nega-
tivni kontrole, naopak u KBZD kultivovanych
v médiu s pridavkem NMH-KH jsme zazna-
menali u nékterych znakd odchylky vyrazné.

U KBZD kultivovanych v médiu s pridav-
kem NMH-KH byl oproti KBZD kultivovanych
v ostatnich médiich a negativni kontrole pa-
trny pokles znakd CD 105 a OCT 3/4 u linie 1.
U linie 2 doslo k poklesu znak( CD 105,
CD 117 a CD 146. Pozitivita ostatnich sle-
dovanych znakd byla srovnatelna. OCT 3/4
je znak typicky pro KB a je asociovan s niz-
ce diferencovanym fenotypem [49]. SniZeni
OCT 3/4 muZe ukazovat na indukci diferen-
ciace KBZD. | pfes tento vysledek, ktery na-
znacuje sniZzenou schopnost KBZD kultivo-
vanych v médiu s nizkomolekularni KH dife-
rencovat ve zralé bunécné elementy, jsme
byli schopni i u téchto bunék indukovat di-
ferenciaci ve zralé bunécné linie. CD 105
a CD 146 jsou znaky asociované s angiogene-
zi [50, 51]. Vzhledem k tomu, Ze angiogene-
ze je podle nékterych publikaci indukovana
NMH-KH [14, 15], je pro nas tento vysledek
prekvapujici. Exprese CD 44 nebyla vyrazné
ovlivnéna, byt se jedna o znak, ktery obvykle
byva pfitomnosti KH ovlivnén [19, 48]. Ten-
to vysledek si vysvétlujeme nizkou koncent-
raci KH v kultivacnich médiich a tuto hypoté-
zu by bylo vhodné v dalSich experimentech
si KH a analyzovat transkriptom bunék meto-
dou gPCR pro kvantitativni analyzu exprese
genl se zamérenim na DSPP a DMP-1 (mar-
kery odontogenni diferenciace), jez jsou vaz-
bou KH-CD 44 ovlivnény [19]. OvéFeni ziska-
nych poznatkd by bylo vhodné experimental-
né potvrdit na vice liniich.

ZAVER

Experimentem jsme ovéfili, Ze lidské KBZD
v pfitomnosti KH o molekuldrnich hmotnos-
tech 116, 540 a 1500 kDa prezivaji, proliferuji
a udrzuji si schopnost diferencovat ve zralé
bunécné elementy. Dale jsme ovéfili plvod-
ni pfedpoklad, Ze NMH-KH bude mit rozdilny
dopad na fenotyp KBZD nez VMH-KH.
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