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Metodiky odbéru zubni pulpy pro izolaci
a kultivaci kmenovych bunék

Ivanéakova R.1, Soukup T.2, Suchdnek J.1, Karbanovd J.2

IStomatologicka klinika LF UK a FN, Hradec Kralové,
prednostka doc. MUDr. V. Hubkova, CSc.
2Ustav histologie a embryologie LF UK, Hradec Kralové,
prednosta doc. MUDr. J. Mokry, Ph.D.

Souhrn

Mezenchymové kmenové bunky (MKB) jsou schopné spontanné generovat celé spektrum bunék mezenchymo-
vého pavodu. Navic jsou schopny konverze i v elementy odlisnych zarodeénych listti. Takovy terapeuticky poten-
cial lze oéekavat pouze od lidskych embryonalnich KB, které vSak nesplnuji predpoklad histokompatibility s tka-
némi piijemce. MKB lIze navic izolovat z relativné snadno pristupného zdroje, jakym je zubni pulpa, na rozdil od
takovych tkanoveé specifickych KB, jakymi jsou napt. neurdlni KB. Za pouZiti ndmi vytvorenych metod kultivace
KB izolovanych z lidské kostni diené jsme identifikovali KB ve tkani zubni pulpy.

Kmenové buriky zubni pulpy (KBZP) jsme izolovali z extrahovanych doéasnych/stalych zubt za pouziti proto-
kolu enzymatické disociace. Ziskané buriky jsme kultivovali v médiu s 2% FBS a rtastovymi faktory a pasazovali
trikrat tydné pies 55 populaénich zdvojeni, a to u vSech pacientt.

Nase vysledky ukazaly, Ze izolované KBZP jsou homogenni populaci kmenovych bunék schopnych sebeobnovy
s obdobnou charakteristikou jako MKB kostni diené.
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Ivancakova R., Soukup T., Suchanek J., Karbanova J.:
Methods of Tooth Pulp Sampling for Isolation and Cultivation of Stem Cells

Summary: Mesenchymal stem cells (MSC) are capable of spontaneous generation of a whole spectrum of cells
of mesenchymal origin. Moreover, they can converse even into elements of different embryonic stems. Such the-
rapeutic potential may be expected only on human embryonic SC which, however, do not fulfill histocompatibili-
ty with the recipient tissues. Moreover, MSC may be isolated from relatively easily accessible source such as den-
tal pulp, in contrast to such tissue specific SC as for example neural SC. When using the method of cultivation of
SC isolated from human bone marrow we developed, SC were identified in the dental pulp tissue.

Stem cells of dental pulp (SCDP) were isolated from extracted primary/permanent teeth with the application
of enzyme dissociation protocol. The obtained cells were cultivated in the medium with 2% FBS and passaged
three times weekly over 55 population divisions in all patients.

Our results have shown that the isolated SCDP represent a homogeneous population of stem cells capable of
self-renewal with similar characteristics as MSC of bone marrow.
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UVOD homeostazy jednotlivych tkani a k jejich repa-
raci.
Mezenchymové kmenové bunky (MKB) jsou

vzacné bunééné elementy vyskytujici se napt.

Kmenové bunky (KB) se ve vznikajicim orga-
nismu zakladaji jako jedny z prvnich bunéc-

nych populaci. Jejich hlavni tlohou je produk-
ce specializovanych bunéénych typua pi#i soucas-
ném zachovani populace KB az do dospélosti.
7 tohoto dtvodu jsou KB obdatfeny biologicky-
mi vlastnostmi, které je odlisuji od v8ech ostat-
nich bunék v tkanich. Zatimco za vyvoje je
jejich hlavni funkeci vytvoieni zakladu jednotli-
vych organu, v dospélosti slouzi k udrzeni

v kostni dieni s frekvenci zhruba 2-5 na 1 milion
jadernych bunék [1]. Jedna se o klicové bunky
zodpovédné za vytvoreni a udrzeni struktury
stromatu kostni diené. MKB jsou v soucasné
dobé intenzivné studovany pro své schopnosti
podpory krvetvorby, modulace imunitnich funkei
a diferenciace smérem ke specializovanym tka-
nim (kost, chrupavka, Slacha, srde¢ni sval aj.).
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Disponuji znaénym proliferaénim [2] a diferenci-
aénim potencialem [3, 4]. MKB se nabizeji pro
potencialni, Siroké Kklinické vyuziti (bunécéna
a genova terapie) a laboratorni modelovani.

Lidské MKB, jejichz izolaci a ex vivo expanzi
se vénujeme, byly mimo jiné lokality v lidském
organismu identifikovany i v zubni pulpé. Gront-
hos a spolupracovnici [5] tyto bunky jako prvni
izolovali, kultivovali a obecné charakterizovali.
Dalsi jejich prace [6, 7] dokladaji schopnost sebe-
obnovy kmenovych bunék zubni pulpy (KBZP),
schopnost diferenciace ve zralé bunééné typy,
regenerace mikroprostiedi zubni pulpy a vysoky
prolifera¢ni potencial. Stejni autoii také diskutu-
ji distribuci KBZP uvnitt zubni pulpy a zaméiuji
se predevsim na srovnani perivaskularniho niché
KB z kostni difené a zubni pulpy.

Ve svétové literature se hromadi stale vice
dokladd o tom, Ze nejperspektivnéj§im typem
bunék pro regeneraéni medicinu je pravé mezen-
chymova KB. MKB je schopna spontanné genero-
vat celé spektrum bunék mezenchymového ptvo-
du. Navic je MKB schopna konverze i v elementy
odlisnych zarodeénych listu (v rameci tzv. plastici-
ty KB) — nervové bunky [8], hepatocyty [9] atd.
Takovy terapeuticky potencial 1ze o¢ekavat pouze
od lidskych embryonalnich kmenovych bunék,
které vsak nesplnuji predpoklad histokompatibi-
lity s tkanémi konkrétniho piijemce. MKB lze
navic izolovat z relativné snadno pristupného
zdroje, jakym je zubni pulpa, na rozdil od tako-
vych tkanoveé specifickych KB, jakymi jsou napft.
neuralni KB.

Na zakladé vyse uvedenych faktt, a protoze
zubni pulpa piedstavuje ohrani¢eny a od ostat-
nich tkani oddéleny kompartment, ktery si ucho-
val stavbu typickou pro primitivni (embryonalni)
tkané, se domnivame, ze KB v ni obsazené by
mély vykazovat spiSe vlastnosti ¢asnych (embry-
onalnich) KB. Protoze zubni pulpa neni homo-
genni, je polarizovana, piredpokladame zde exi-
stenci 2 kompartmentt (subodontoblastického —
SO a perivaskularniho — PV) jinak bohatych na
KB. Predpokladame také ruzny ptuvod KB v téch-
to kompartmentech.

K ovéteni nasich piredpokladt bylo nutné opti-
malizovat metodiky odbéru, izolace a kultivace
KBZP v podminkach pro MKB izolované z lidské
kostni diené. Tyto metodiky s prvnimi vysledky
kultivace KBZP jsou tématem naseho sdéleni.

METODY

Do naseho souboru jsme zaiadili podle nize
uvedenych kritérii celkem 12 pacienttt Stomato-
logické kliniky Lékarské fakulty a Fakultni
nemocnice v Hradci Kralové, u kterych byla indi-
kovana extrakce zubu. Kazdy pacient je pied
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odbérem zubu pro vyzkumné ucely kratce sezna-
men s teorii kmenovych bunék a podepisuje infor-
movany souhlas. Pokud se jedna o odbér zubu
u ditéte, informovany souhlas podepisuje zakon-
ny zastupce. Informace pro nemocné a text infor-
movaného souhlasu schvéilila Eticka komise LK
UK a FN v Hradci Kralové. Pii zatazeni do stu-
die jsou osobni data pacienti uchovana s plnou
ochranou davérnosti podle platnych zakont CR.
Extrakce jsou planovanym zakrokem a paciento-
vi tim nevznika Zadna djma, nedochazi k zadné-
mu vySetfeni ani zakroku navic.

Pro odbér zubni direné jsme zvolili ¢tyti skupi-
ny extrahovanych zubt. U dospélych pacientt se
zubni pulpa ziskava po extrakeci jiz proiezanych
¢i semiretinovanych tietich molart nebo po ger-
mektomii tietich molara, které svoji polohou ¢i
sklonem nemohou fyziologicky protfezat do ustni
dutiny. U déti se zubni dien odebira z extrahova-
nych doc¢asnych jednokoienovych zubu vykazuji-
cich znamky resorpce zubniho koiene, ktera vsak
nepiesahuje polovinu délky zubniho koiene.
K extrakei jsou do¢asné zuby indikovany pro uraz
nebo fyziologickou resorpci u pacienttt détského
oddéleni Stomatologické kliniky v ramci bézného
oSetieni. Posledni skupinou extrahovanych zubu
jsou premolary, které jsou u déti indikovany
k extrakci z ortodontickych davoda a u kterych
jesté nedoslo k dokonéeni vyvoje zubniho koiene.

Metodiku odbéru rozdélujeme podle toho, zda
zub proiezava ¢i je jiz proiezany, a je tudiz vysta-
ven infekénimu prostfedi ustni dutiny, nebo je
retinovany, a nehrozi pienos infekce do laborato-
fe tkanovych kultur. V obou pripadech je zub
extrahovan za standardnich podminek v lokalni
anestezii. U zubu proiezanych do tustni dutiny
nasleduje po jejich extrakci oSetieni sterilni
gazou napuSténou dezinfekénim roztokem
(Gutar). Tim odstranime mikrobialni povlak
a poté zuby transportujeme v Hankové balanco-
vaném solném roztoku (HBSS, Gibco) s antibioti-
ky (gentamycin, streptomycin, amfotericin
a penicilin) pti teploté 4 °C. V pripadé retinova-
nych zubt nebo germektomii, probiha extrakce
za sterilnich podminek. Takto ziskany zub tran-
sportujeme v HBSS médiu bez antibiotik, taktéz
pri teploté 4 °C.

Vlastni odbér pulpy se provadi v laboratoii
tkanovych kultur. Nejobtiznéjsi je ziskat pulpu
ze zubu s dokonéenym vyvojem koiene. Takové
zuby fixujeme sterilnim mulovym ¢tvercem na
pevné podloZce a provedeme longitudinalni ez ve
sméru dlouhé osy zubu sterilnim diamantovym
kotouCovym brouskem. Béhem iezu chladime
brousek fyziologickym roztokem. Tim ziskame
dvé identické poloviny zubu (obr. 1) a material
k odbéru. Zubni dien exkavujeme z cavum pul-
pae ostrym sterilnim exkavatorem (Henry Schein
Inc.,, UK) tak, abychom zachytili tkan pulpy
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Obr. 1. Dvé priblizné stejné poloviny zubu po lon-
gitudialnim rezu diamantovym kotoucovym
brouskem.

Obr. 2. Pohled do cavum pulpae zubu po germek-
tomii a vybavena zubni pulpa.

i v tésné blizkosti dentinu a ziskali tak subodon-
toblastickou vrstvu diené. Tkan zubni diené se
spolu s extrahovanym zubem ulozi kazdé zvlast
do sterilnich zkumavek s HBSS médiem. Pii této
technice hrozi poSkozeni bunék pulpy nejen
mechanicky, ale i termicky.

Pokud nedoslo k uzavieni foramen apicale,
muzeme pulpu vybavit pomoci exstirpacni jehly,
coz je technicky snaz§i a vyvarujeme se tim i ter-
mického poskozeni bunék zubni pulpy. Nejsnazsi
je odbér pulpy ze zarodku zubu (obr. 2). Pulpa
siroce komunikuje s okolim zubu a je velmi dobte
piistupna.

Izolace KBZP je provadéna enzymatickou diso-
ciaci pii 37 °C enzymy dispazou (Gibco) a kolage-
nazou typu I (Sevapharma). Ziskané frakce:

a) z tvrdych ¢asti a povrchovych vrstev pulpy;

b) z centralni ¢asti zubni pulpy; nasazujeme na
misky s plastovym povrchem pro tkanové kultu-
ry (Sarstedt).

Bunky kultivujeme pii 37 °C za aerobnich pod-
minek (6% CO,), a to v modifikovaném expan-
znim médiu pro kultivaci lidskych mezenchymo-
vych progenitorovych bunék ziskanych aspiraci
kostni dfené (MPCs) [10] s 2 % fetalniho bovinni-
ho séra (FBS) a rastovymi faktory (EGF, PDGF-
BB). Bunky z primokultury disociujeme trypsini-
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zaci a rozesazujeme v poméru 1:3. K dals§imu
pasazovani pristupujeme vzdy pii dosazeni 70%
splyvavosti bunék v kultivaénich nadobkach.
Analyzu viability, distribuce praméra a pocéta
bunék provadime pomoci pristroje ViCell (Beck-
man Coulter).

VYSLEDKY

Nase pracovni hypotézy se potvrdily. Izolovali
jsme KBZP z obou kompartmenta (SO, PV) extra-
hovanych tretich molara (obr. 3, obr. 4) a také ze
zubni pulpy exfoliovaného fezaku. Tyto elementy
jsme jako prvni in vitro expandovali pies 60 popu-
la¢nich zdvojeni v médiu pro kultivaci MPC kost-
ni dfené. Cas potfebny na zdvojnasobeni popula-
ce bunék (tzv. doubling time) se pohyboval v roz-
mezi 24-50 hodin pro inicialnich 40 popula¢nich
zdvojeni. Pozdé&ji, po cca 50 populac¢nich zdvoje-
nich, tento ¢as vzrostl z 60 na 270 hodin (graf 1).
Po celou dobu kultivace jsme navic sledovali via-
bilitu bunék, ktera byla pramérné 98,3 +/- 0,6 %.

Obr. 3. Monolayer KBZP, SO kompartment, 30.
pasaz, histologické srovnani.

Obr. 4. Monolayer KBZP, PV komparment, 30.
pasaz, histologické srovnani.
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stavu a jejich biologickym
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chovani jako MPC ziska-
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Prvni autoii, ktefi pub-
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menty pochéazeji z oblasti
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Graf 1. Dynamika ¢asu potiebného ke zdvojeni populace KBZP v prubé-

hu kultivace.

Vsechny izolované linie KBZP byly inicialné
i po dosazeni tzv. Hayflickova limitu (63 populac-
nich zdvojeni) cytogeneticky normalni (vykazova-
ly normalni karyotyp v 7 po sobé nasledujicich
experimentech).

DISKUSE

Zubni pulpa predstavuje ohranic¢eny a od
ostatnich tkani oddéleny kompartment, ktery si
uchoval stavbu typickou pro primitivni (embryo-
nalni) tkané. Zaklady zubt se formuji z ektoder-
movych zubnich 1list (laminae dentales)
a z mezenchymu, ktery pochazi jednak z mezo-
dermu téZe oblasti a jednak z bunék kranialni
partie crista neuralis, které vycestovaly do loka-
lit budoucich zubu. Jiz na zakladé tohoto vyvojo-
vého faktu lze v zubni pulpé oéekavat dvé popu-
lace KB, které jsou ve vzajemné interakci a mély
by vykazovat spiSe vlastnosti ¢asnych (embryo-
nalnich) KB. Lze také ocekavat jejich odliSnou
distribuci v ramci vlastni zubni pulpy.

Ukolem téchto KB in vivo je podle neéetnych
literarnich udaja piedevsim produkovat potom-
stvo (fibroblasty, pericyty, odontoblasty) s cilem
doplnéni bunéénych typu, které se v pulpé zubu
nachéazeji (v ramci obmény zubni pulpy).

Na zakladé nasich zkusenosti s kultivaci MPC
bunék z kostni dfené jsme se snazili zachytit tyto
primitivni bunky také v zubni pulpé. Kultivaci
KBZP v modifikovaném MPC médiu podle Reye-

spektra spontanné dife-
rencovaného potomstva
budeme moci v budoucnu
usuzovat na  puvod
KBZP. Chceme tak pii-
spét do diskuse o niché KBZP a jejich distribuci
ve vlastni zubni pulpé.

Nastavenim metodiky vybéru nemocnych
(doc¢asna vs trvala dentice) jsme se pokusili oziej-
mit vliv krevniho zasobeni na niché KBZP. Krev-
ni zasobeni je naprosto zasadnim faktorem pro
formovani niché kmenovych bunék v nejraznéj-
Sich tkanich. Nap#. v oblasti subependymaéalni
z6ny mozku, ktera predstavuje niché pro neural-
ni kmenové bunky. Endotelové burky krevnich
cév zde produkuji neurotrofické faktory a jejich
bazalni membrany vazi velké mnozstvi rastovych
faktort, coZz ovliviiuje chovani KB [9]. Dal§im
dokladem vyznamu cévniho zasobeni pro formaci
niché a udrzeni tkanoveé specifickych KB je elimi-
nace KB Lieberkiihnovych krypt v gastrointesti-
nalnim traktu po ozareni - bylo popsano, Ze zde
dochazi k trombotizaci cév, a tim k naruSeni
niché, které sekundarné vede k zaniku KB.

Nase dosud nepublikované nalezy dokladaji,
7e nami izolované buniky zubni pulpy maji vlast-
nosti KB a je mozné je dlouhodobé kultivovat in
vitro a diferencovat v osteogenni a chondrogen-
ni elementy. Jsou tyto bunky skuteéné pluripo-
tentni a schopné produkce bunéénych typua
jinych nez vzniklych spontanni diferenciaci? Je
mozné KBZP reprogramovat v jiné bunky nez
ty, které zubni pulpu normalné konstituuji?
Jaka je distribuce a interakce diskutovanych
dvou populaci KBZP? Odpovédi na tyto otazky
se pokusime zodpovédét pii dalSim feSeni této
problematiky.
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KAZUISTIKY
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GENETIKY

Obsahly soubor 70 kazuistik détskych pacientd s monogennimi
onemocnénimi, na némz se podilel vice nez sto¢lenny autorsky
kolektiv odbornik(l z Ceské republiky i ze zahraniéi, obsahuije ty
nejzajimavejsi pripady z jejich klinické praxe. Autori se soustredili
jak na nejtastéjsi choroby, tak i na onemocnéni vzacna, ale z riz-
nych pohledt dulezita (bud z etnického hlediska, nebo z hlediska
modelovych patogenetickych aspektu). Sbornik je roz¢lenén do
15 okruhd, tykajicich se jednotlivych onemocnéni (hyperglykémie,
maly vzrlst, hemostaza, hypertenze, obezita, bolesti bficha, plic-
ni onemocnéni, poruchy sluchu, §titna Zlaza, nadledviny, lipidy,
kriticky nemocny novorozenec, neurogenetickd onemocnéni,
vyvojové anomdlie, srde¢ni vady), a doplnén bohatou fotodoku-
mentaci. Autori kazuistik uvedené pribéhy se svymi pacienty osobné prozili; jsou mezi nimi pri-
béhy smutné i pribéhy se Stastnym koncem, vSechny ale prispély k poznani

a pouceni.

Wdal Galén v roce 2006, ISBN 80-7262-418-0, formdt 155 x 225 mm, broZ., 219 str., cena 190 K¢.

Objednavku miiZete poslat na adresu: Nakladatelské a tiskové stiredisko CLS JEP, Sokolsk4 31,
120 26 Praha 2, fax 224 266 226, e-mail: nts@cls.cz

135



