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Zubní pulpa – zdroj mezenchymových
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Souhrn

Cíle: Cílem naší práce je izolace kmenových buněk zubní pulpy (KBZP), stanovení proliferačního
a diferenciačního potenciálu, sledování morfologických změn a viability KBZP kultivovaných in vitro.

Metodika: V experimentu bylo použito celkem 16 linií KBZP izolovaných ze třetích molárů. Buňky byly kulti-
vovány v modifikovaném médiu pro mezenchymové kmenové buňky (MKB) obohaceném o růstové faktory (EGF,
PDGF), 2%FCS a ITS suplement. Pro stanovení kvantitativních parametrů a viability buněk jsme použili přístro-
je Vi-Cell XR a Z2 Counter.

Výsledky: Enzymatickou disociací celé zubní pulpy bylo izolováno v průměru 45 ± 6 (10 – 108) kmenových
buněk. Tyto jsme kultivovali přes 60 populačních zdvojení (PD) v modifikovaném médiu pro MKB. Analýza ukáza-
la zvýšení času potřebného pro zdvojení z původních 15-23 hodin pro prvních 30 PD na 24-35 hodin pro dalších 30
PD. Viabilita kultivovaných buněk byla dlouhodobě 96 ± 3 %. V průběhu dlouhodobé kultivace KBZP jsme nepozo-
rovali známky degenerace kultury či znaky spontánní diferenciace buněk.

Závěr: Jedná se o morfologicky homogenní populaci s výrazným proliferačním potenciálem a se stabilním pro-
jevem v kultivačních podmínkách in vitro. Kmenové buňky zubní pulpy představují vysoce potentní zdroj histokom-
patibilních kmenových buněk pro buněčnou terapii, a to nejen pro onemocnění zubní pulpy a periodoncia. Jejich širo-
ký diferenciační potenciál otevírá cestu využití těchto buněk i v dalších medicínských oborech.
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of Mesenchymal Stem Cells

Summary:
Objective: the study aimed to isolation of dental pulp stem cells (DPSC), determination of proliferative and dif-

ferentiation potential and observation of morphological changes and viability of DPSC cultured in vitro.
Methods: the authors used a total of 16 DPSC cell lines isolated from the third molars. The cells were cultured

in a modified medium for mesenchymal stem cells (MSC) enriched with growth factors (EGF, PDGF), 2% FCS and
ITS supplement. For the determination of quantitative parameters and cell viability the Vi-Cell XR and Z2 Counter
were used.

Results: Enzyme dissociation of the complete dental pulp provided isolation of 45 ± 6 (10- 108) stem cells. These
cells were cultured through 60 population duplications (PD) in a modified medium for MSC. The analysis revealed
increased time required for duplication from original 15-23 h for the first PD to 24-35 h for the subsequent 30 PD.
Viability of the cultured cells was continually 96 ± 3%. In the course of the long-term cultivation of DPSC no signs
of culture degeneration or spontaneous differentiation of the cells were observed.

Conclusion: these cells represent a morphologically homogenous population with a marked proliferation poten-
tial and stable phenotype in cultivation conditions in vitro. The dental pulp stem cells represent a highly potent sour-
ce of histocompatible stem cells for cellular therapy, which is not limited to diseases of dental pulp and periodonti-
um only. Their broad differentiation potential opens the way for application of these cells in other medical branches.
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ÚVOD

Zubní pulpa (ZP) je pro většinu stomatologů
tkání, se kterou se ve své praxi neradi setkávají.
Je to právě zubní pulpa (resp. nervová zakončení
v ní obsažená), která je příčinou bolesti při někte-
rých našich zákrocích nebo při zánětu v ní probí-
hajícím. Další nepříjemnou vlastností pro klinic-
kého stomatologa je nízký regenerační potenciál
ZP in situ. V případě toxického nebo mechanické-
ho poškození ZP dochází často k její nekróze
a z toho plynoucí potřeba endodontického ošetře-
ní. ZP však nemusí být vždy jen zdrojem obtíží pro
pacienta. Právě díky ZP si člověk uvědomuje, že
některý z jeho zubů je poškozen a často tak navští-
ví stomatologa ještě v době, kdy je náprava škod
možná. Navíc je zubní pulpa vybavena populací
buněk s vlastnostmi typickými pro dospělé kme-
nové buňky – vysoká proliferační aktivita, fenotyp
typický pro nediferencované buňky a v neposlední
řadě též široký diferenciační potenciál [10].

V současné době zkoumá řada výzkumných
týmů možnost využití kmenových buněk zubní
pulpy (KBZP) v regeneraci zubních tkání, dále
v terapii řady onemocnění v ústní dutině
i celkových nemocí [16, 10].

VÝVOJ ZUBU A ZUBNÍ PULPY

Vývoj zubu a ZP je z hlediska embryologie vel-
mi zajímavým procesem. Zub se zakládá ze dvou
mezenchymálních zdrojů a z ektodermu. Z ekto-
dermu, listu kryjícího povrch embrya, vzniká
orgán skloviny. Na vývoji zubní pulpy se podílejí
mezenchymové buňky, odvozené jednak z tkání
obklopujících dentální lištu, a dále z neurální liš-
ty samotné - buňky během počátečních dnů
embryogeneze migrují z předního mozku pod ekto-
derm primitivní ústní dutiny. Zde tvoří tzv. ekto-
mezenchym, z něhož vzniká část zubní pulpy
(odontoblasty).

V první fázi vývoje zubu, asi v 6. týdnu embry-
onálního vývoje, dochází k zanoření buněk ekto-
dermu do ektomezenchymu. Vzniká tzv. dentální
lišta, ze které se vyvíjejí zuby dočasné i stálé den-
tice. Dalším vývojovým stupněm je stadium pupe-
nu. Poté dochází ke zmnožení buněk ektodermu
a vzniká tzv. stadium pohárku. V této fázi je již
patrné zmnožení buněk ektomezenchymu, začíná
se tvořit orgán skloviny. Posledním vývojovým
stupněm korunky zubu je stadium zvonku. V této
fázi je již dotvořen orgán skloviny, buňky ektoder-
mu téměř obklopily budoucí zubní pulpu a dochází
postupně k tvorbě dentinu a skloviny.

HISTOLOGICKÁ STAVBA ZUBNÍ
PULPY

Jelikož je ZP ohraničena pomocí tvrdých zub-
ních tkání od okolních struktur již v období embry-
onálního vývoje, zachovává si stavbu unikátního,
tzv. rosolovitého vaziva. Jedná se o typ pojivové
tkáně s velkým množstvím mezibuněčné hmoty
(glykosaminoglykany, glykoproteiny) a s malým
množstvím kolagenních vláken, zejména typu
I a III.

ZP z mikroskopického pohledu rozdělujeme do
4 částí: 1. vrstva odontoblastů, 2. bezbuněčná
Weilova zóna, 3. vrstva bohatá na buňky (fibro-
blasty, imunokompetentní buňky a buňky nedife-
rencované) a 4. centrum ZP (obr. 1).

Obr. 1. Zubní pulpa s tenkou vrstvou dentinu. Vrstva
odontoblastů (1) - palisádovitě (epiteloidně) uspořádaná
vrstva buněk. Weilova bezbuněčná zóna (2) - vrstva říd-
kého (rosolovitého) vaziva. Vrstva bohatá na buňky (3)
- vrstva řídkého (rosolovitého) vaziva s fibroblasty
a imunokopetentními buňkami. Centrum zubní pulpy
(4) - část zubní pulpy obsahující cévní a nervové svazky,
v dolní část obrázku zastižen okraj centra zubní pulpy.
HE, původní zvětšení 100x.

Odontoblasty jsou palisádovitě (epiteloidně)
uspořádané buňky nacházející se těsně pod vrst-
vou dentinu. Jsou zodpovědné za tvorbu primární-
ho a sekundárního dentinu. Pod vrstvou odonto-
blastů je vrstvička dřeně s minimálním
množstvím buněk - bazální Weilova vrstva. Pod
Weilovou vrstvou se nachází tzv. silně buněčná
vrstva s vřetenitými buňkami, které jsou štíhlými
výběžky v kontaktu s odontoblasty i mezi sebou
navzájem. Weilova vrstva i buněčná vrstva tvoří
tzv. subodontoblastovou vrstvu dřeně. Tato zóna je
velmi bohatě inervována. Nervová vlákna zde tvo-
ří plexus Raschkowi, z něhož odbočují terminální
vlákna. Ta probíhají spolu s výběžky odontoblastů
v dentinových tubulech. ZP je velmi bohatě vasku-
larizovaná a v jejím centru nacházíme i větší cév-
ní a nervové kmeny.
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KMENOVÉ BUŇKY ZUBNÍ PULPY

Kmenové buňky (KB) se ve vznikajícím organis-
mu zakládají jako jedny z prvních buněčných
populací. Jejich hlavní úlohou je produkce specia-
lizovaných buněčných typů při současném zacho-
vání populace KB až do dospělosti. Z tohoto důvo-
du jsou KB obdařeny biologickými vlastnostmi,
které je odlišují od všech ostatních buněk
v tkáních (např. primitivním fenotypem, vysokou
proliferační schopností, širokým diferenciačním
potenciálem, schopností sebeobnovy). Zatímco za
vývoje je jejich hlavní funkcí vytvoření základu
jednotlivých orgánů, v dospělosti slouží k udržení
homeostázy jednotlivých tkání a k jejich reparaci.

Mezenchymové kmenové buňky (MKB) jsou
vzácnou buněčnou populací vyskytující se v kostní
dřeni s frekvencí zhruba 10-6 až 10-4 jaderných
buněk v závislosti na věku pacienta [25]. MKB jsou
schopné diferenciace v buňky specializovaných
tkání, podpůrného stromatu kostní dřeně, v kostní
tkáň, šlachu, chrupavku, tukovou tkáň, srdeční
svalovinu aj., a to buď po přenesení do příslušného
permisivního prostředí in vivo [2, 9], nebo po
poskytnutí diferenciačních podnětů in vitro [11, 15,
17, 19, 20]. Tyto vlastnosti MKB vzbuzují nejen
naděje na nové způsoby léčby defektů kostí
a chrupavek, ale například i infartku myokardu
[18] či mozkomíšních poranění a defektů [8].

Obecně lze výskyt MKB předpokládat ve větši-
ně tkání a orgánů. Mezenchymové kmenové buň-
ky či kmenové buňky mezenchymovým podobné
byly v lidském organismu identifikovány např.
v tukové tkáni [26], amniové tekutině [1], fetál-
ních tkáních a orgánech [3], periostu [14], perio-
dontálním ligamentu [21] a v neposlední řadě také
v zubní pulpě stálých i exfoliovaných mléčných
zubů [6, 7, 22].

V roce 2000 Gronthos a spolupracovníci poprvé
izolovali a popsali kmenové buňky zubní pulpy
(KBZP) [7]. V jejich experimentu byla zubní pulpa
(ZP) izolována z neprořezaného třetího moláru.
V dalších experimentech prokázali schopnost
sebeobnovy KBZP a jejich schopnost diferencovat
se ve zralé buněčné elementy [6, 22]. Nebyli však
schopni lokalizovat KBZP uvnitř pulpy samotné,
a tak otázka jejich lokalizace zůstává dodnes
nezodpovězena. Výzkumná skupina vedená
Miurou izolovala v roce 2003 KBZP i ze ZP exfoli-
ovaného zubu [13].

MKB se dle současných poznatků zdají být nej-
vhodnějším typem buněk pro regenerativní medi-
cínu. MKB jsou schopné diferencovat v široké
spektrum zralých buněčných linií a navíc jsou
schopné konverze i v elementy odlišných zárodeč-
ných listů v rámci tzv. plasticity KB. Širší diferen-
ciační spektrum mají pouze lidské embryonální
KB, které ovšem nesplňují předpoklad histokom-
patibility s tkáněmi potencionálního příjemce

a jejich získání je navíc eticky sporné. V této chví-
li tak ZP představuje snadno dosažitelný zdroj KB.

Na základě výše uvedených faktů a vzhledem
ke skutečnosti, že zubní pulpa představuje ohrani-
čený a od ostatních tkání oddělený kompartment,
který si uchoval stavbu typickou pro primitivní
(embryonální) tkáně, se domníváme, že KB v ní
obsažené by měly vykazovat spíše vlastnosti čas-
ných (embryonálních) KB. Protože zubní pulpa
není homogenní, nýbrž polarizovaná, předpoklá-
dáme v ní existenci dvou subpopulací KB, tedy
dvou odlišných kompartmentů (subodontoblastic-
kého - SO a perivaskulárního - PV) různě boha-
tých na KB. Nabízí se také hypotéza o různém
embryonálním původu KB těchto kompartmentů.

Cílem naší práce bylo stanovení proliferačního
potenciálu a sledování morfologických změn
a viability kmenových buněk zubní pulpy in vitro.
Za unikátní považujeme použití námi modifikova-
ného média pro kultivaci mezenchymových proge-
nitorových buněk [23, 24], které oproti jiným auto-
rům používá pouze 2 % fetálního bovinního séra
a přibližuje tak podmínky k bezsérovým kultivač-
ním protokolům, předcházejícím klinické aplika-
ce.

METODIKA

Každý pacient je před odběrem (odběrem rozu-
míme extrakci zubu prováděnou v lokální aneste-
zii za sterilních podmínek) zubu pro výzkumné
účely krátce seznámen s teorií kmenových buněk
a podepisuje informovaný souhlas. Pokud se jedná
o odběr zubu u dítěte, informovaný souhlas pode-
pisuje zákonný zástupce. Informace pro nemocné
a text informovaného souhlasu schválila Etická
komise Lékařské fakulty a Fakultní nemocnice
v Hradci Králové. Při zařazení do studie jsou osob-
ní data pacientů uchována s plnou ochranou
důvěrnosti podle platných zákonů ČR. Extrakce

Obr. 2. Extrahovaný zub 38 po preparaci sterilním dia-
mantovým brouskem.
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jsou plánovaným zákrokem a pacientovi tím
nevzniká žádná újma, nedochází k žádnému
vyšetření ani jakémukoli zákroku navíc. Zuby byly
indikovány k extrakci ošetřujícím lékařem nejčas-
těji z ortodontických důvodů a nebyly postiženy
kariézním procesem (obr. 2, obr. 3 obr. 4).

dvě části zubu a materiál k odběru KB. Zubní
dřeň exkavujeme z cavum pulpae ostrým steril-
ním exkavátorem (Henry Schein Inc.) tak, aby-
chom zachytili tkáň pulpy i v těsné blízkosti den-
tinu a získali tak subodontoblastickou vrstvu
dřeně. Tkáň zubní dřeně spolu s extrahovaným
zubem uložíme do sterilních zkumavek s HBSS
médiem.

Obr. 3. Extrahovaný zub 18 s nedokončeným vývojem
kořene.

Obr. 5. Malá kolonie kmenových buněk zubní pulpy 2
dny po inokulaci do kultivační nádoby. KBZP mají
v průměru 12 až 18 µm. Mikroskop s fázovým kontras-
tem, zvětšení 200x.

Obr. 4. Extrahovaný zub 38 – dřeňová dutina široce
komunikuje s okolím.

Dle daných kritérií jsme získali 16 třetích molá-
rů od dárců ve věku 12 – 23 let s průměrným
věkem 19 let. Zub i ZP byly transportovány do
laboratoře tkáňových kultur v Hankově balanco-
vaném solném roztoku (HBSS) (Gibco) při teplotě
4 °C.

Metodika získání samotné ZP se lišila podle
stupně vývoje kořene zubu. Nejobtížnější je zís-
kat pulpu ze zubů s dokončeným vývojem kořene.
Tyto zuby fixujeme sterilním mulovým čtvercem
na pevné podložce. Provedeme sterilním diaman-
tovým brouskem longitudinální řez směřující kol-
mo na směr dlouhé osy zubu. Během řezu chladí-
me brousek fyziologickým roztokem. Tím získáme

Při výše popsané technice však hrozí nebezpečí
poškození buněk ZP nejen mechanicky, ale
i tepelně. V současné době proto preferujeme
extrakci ZP za použití Luerových kleští. Kleštěmi
odštípeme části kořene a ZP exstirpujeme pomocí
exstirpační jehly. Tento postup zabrání termické-
mu poškození ZP. Pokud nedošlo k uzavření fora-
men apicale (obr. 4), můžeme pulpu vybavit rov-
něž pomocí exstirpační jehly, což je technicky
snazší a vyvarujeme se tím i termického poškoze-

Obr. 6. Kolonie kmenových buněk zubní pulpy 5. den
po nasazení. Primokultura je připravena k pasážování.
KBZP mají v průměru 12 - 18 µm. Mikroskop s fázovým
kontrastem, zvětšení 200x.
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ní buněk ZP. Nejsnazší je odběr ZP ze zárodku
zubu. Pulpa široce komunikuje s okolím zubu a je
velmi dobře přístupná (obr. 7).

měru 46 ± 6 (10 – 108) KBZP (počítáno v primo-
kultuře 24 h po nasazení) (obr. 5). Po 5 dnech byly
KB nasazeny do kultivačních nádob pro tkáňové
kultury (Sarstedt) (obr. 6). Další pasáž byla prove-
dena vždy při dosažení 70% splývavosti.

Obr. 7. Karyotyp 46 XX, KBZP po dosažení Hayflickova
limitu.

Izolace KBZP je prováděna enzymatickou diso-
ciací při 37 °C enzymy dispázou (Gibco) a kola-
genázou typu I (Sevapharma). ZP je vystavena
působení enzymů po dobu 30 minut, poté je zbytek
ZP přesunut do nové nádoby a znovu vystaven
působení enzymů po dobu 30-40 minut. Takto
oddělené dvě frakce (z povrchových vrstev
a z centrální části zubní pulpy) nasazujeme na
misky s plastovým povrchem pro tkáňové kultury
(Sarstedt).

Buňky kultivujeme při 37 °C za aerobních pod-
mínek (5 % CO2), a to v námi modifikovaném
expanzním médiu pro kultivaci lidských mezen-
chymových progenitorových buněk (MPCs) [19],
s 2 % fetálního bovinního séra (FBS, PAA), ITS
(inzulin, transferrin, sodium selenite) (Sigma)
a růstovými faktory – EGF (PeproTech), PDGF-
BB (PeproTech). Po 5 - 7 dnech buňky z primo-
kultury disociujeme trypsinizací, počítáme a pasá-
žujeme v poměru 1:3. K dalšímu pasážování
přistupujeme vždy při dosažení 70% splývavosti
buněk v kultivačních nádobkách. Analýzu viabili-
ty, distribuce průměrů a počtů buněk provádíme
pomocí přístrojů Z2 Counter a ViCell (oba
Beckman Coulter).

VÝSLEDKY

Podle našich předpokladů se nám podařilo izo-
lovat 2 odlišné populace KBZP z extrahovaných
třetích molárů. Izolace KBZP byly úspěšné při
použití exstirpační jehly a Luerových kleští.
Izolace metodou užívající rotační nástroje nebyly
úspěšné, a proto jsme od nich upustili.

Po enzymatické disociaci jsme získali v prů-

Obr. 8. Kmenové buňky zubní pulpy izolované
z perivaskulárního kompartmentu při 30. pasáži.
Buňky jsou vřetenaté, s dlouhými výběžky a rozvinutým
cytoskeletem. KBZP mají v průměru 12 - 18 µm.
Mikroskop s fázovým kontrastem, zvětšení 200x.

Obr. 9. Kmenové buňky zubní pulpy izolované
ze subodontoblastického kompartmentu při 30. pasáži.
Buňky jsou více okrouhlé. KBZP mají v průměru 12 -
18 µm. Mikroskop s fázovým kontrastem, zvětšení 200x.

KBZP se jevily proliferačně velmi aktivní. Čas
potřebný na zdvojnásobení populace, tzv. doubling
time (DT), byl pro úvodních 30 populačních zdvo-
jeních (PD) 15 - 23 hodin a po dosažení 30 PD
vzrostl na 24 - 35 hodin. KBZP byly po nasazení
i po dosažení Hayflickova limitu (graf. 1) cytogene-
ticky stabilní (obr. 7) a nevykazovaly žádné znám-
ky spontánní diferenciace. Během celého experi-
mentu si udržely vysokou viabilitu 96 ± 3% (89 -
100%).

KBZP izolované z obou studovaných kompart-
mentů se odlišovaly pouze morfologicky. KB izolo-
vané z PV byly vřetenité s dlouhými výběžky (obr.
8), zatímco KB z SO byly spíše okrouhlé, s více roz-
vinutým cytoskeletem (obr. 9). Tyto morfologické
rozdíly nebyly spojeny se změnou ve velikosti
(průměru) buněk. Velikost buněk dominantní
populace byla v rozmezí 12 - 18 µm. KB ze SO také
více dodržovaly kontaktní inhibici.
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DISKUSE

Zubní pulpa představuje dobře ohraničený a od
ostatních tkání oddělený kompartment, který si
ponechává strukturu podobnou embryonálním
tkáním. Vzhledem ke komplikovanému procesu
odontogeneze, na kterém se podílejí dva zárodeč-
né listy (mezenchym stomodea a neuroektoderm
z crista neuralis), lze i v ZP očekávat dvě popula-
ce KB, které jsou ve vzájemné interakci, avšak
nemají zcela shodné vlastnosti

Izolovali a kultivovali jsme 16 linií KBZP zís-
kaných ze třetích molárů v kultivačním médiu pro
mezenchymové progenitorové buňky izolované
z kostní dřeně. Na rozdíl od ostatních autorů [7,
12] jsme KBZP kultivovali přes 60 PD. Po dosaže-
ní Hayflickova limitu KBZP byly cytogeneticky
stabilní a nejevily žádné známky spontánní dife-
renciace

Jsme prvními autory, kteří u KBZP prokázali
závislost času potřebného na zdvojnásobení popu-
lace na množství populačních zdvojnásobení. DT
byl pro úvodních 30 populačních zdvojení 15-23
hodin a po dosažení 30 PD vzrostl na 24-35 hodin.

Autoři prvních publikovaných studií o KBZP [4,
5, 13] předpokládali, že se tyto buňky v ZP nachá-
zejí perivaskulárně. V našem experimentu jsme
byli schopni izolovat dvě linie KBZP, a to z centra
(perivaskulární kompartment) a z povrchové vrst-
vy (subodontoblastický kompartment) zubní pul-
py. KBZP izolované z PV byly vřetenité, protáhlé
a s dlouhými výběžky, na rozdíl od KB izolovaných
ze SO, které byly spíše okrouhlé. Kmenové buňky
z obou kompartmentů jsou vysoce proliferačně
aktivní.

Otázky, zda jsou KBZP schopné diferenciace
v jiné buněčné elementy a zda je rozdílný původ
subpopulací KBZP spojen i s rozdílným fenoty-
pem, se pokusíme zodpovedět při dalším řešení
této problematiky.

ZKRATKY

DT doubling time; čas potřebný na zdvoj-
násobení populace

EGF epidermal growth factor; epidermální
růstový faktor

FBS fetální bovinní sérum
FCS fetal calf serum; fetální telecí sérum
HBSS Hank’s balanced salted solution;

Hankův balancovaný solný roztok
HE hematoxylin-eosin
ITS liquid media supplement (inzulin,

transferrin, sodium selenite)
KB kmenové buňky
KBZP kmenové buňky zubní pulpy
MAPCs multipotent adult progenitor cells
MKB mezenchymové kmenové buňky
MPB mezenchymové progenitorové buňky
PD population doublings; populační

zdvojnásobení
PDGF-BB platelet-derived growth factor;

z krevních destiček derivovaný růsto-
vý faktor

PV perivaskulární kompartment zubní
pulpy

SO subodontoblastický kompartment
zubní pulpy
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Při chirurgickém zákroku, stejně jako při vzni-
ku každého řezného poranění, nastává poškození
kontinuity cévních stěn, a je tedy nutné i použití
vhodných prostředků zastavujících krvácení.
Nejúčinněji působí ty, které aktivují a urychlují
srážení krve. Hemokoagulace je proces probíhají-
cí podle známého dosti složitého schematu aktiva-
ce trombocytů vnitřního a zevního systému hemo-
koagulační kaskády a antikoagulačních faktorů.
Nejprve se vytváří destičkový trombus podmíně-
ný adhezí a agregací trombocytů, který je násled-
ně stabilizován sítí polymerního fibrinu.
Z trombocytů se pak uvolňuje serotonin, histamin,
IL-1, faktory PDGF, d.f.III a TGF-ß, které působí
vasokonstrikčně a zvyšují permeabilitu cévní stě-
ny, nebo působí chemotakticky na neutrofily
a monocyty. Také z poškozených endotelových
buněk se uvolňují chemotaktické substance, např.
IL-1, IL-8 a růstové humorální faktory např. FGF,
GM-CSF, PDGF. Nejúčinnější hemostatické pří-
pravky aktivující hemokoagulaci jsou vyráběny na
bázi derivátů kolagenu. Nejdůležitější je kolagen
typu I. Je cennou surovinou pro řadu farmaceutic-
kých výrobků, jako jsou hemostatické plsti a pěny,
chirurgické nitě, kolagenové membrány pro říze-
nou tkáňovou a kostní regeneraci (GTR/GBR), filt-
ry a pod.

Aminokyselinové složení kolagenu je
u odlišných živočišných druhů velmi podobné
a většinou se jen mírně liší v některých sekven-
cích. Charakteristickým znakem jejich aminoky-
selinového složení je velký obsah glycinu, který se
nachází v každé třetí poloze, což umožňuje zcela
zvláštní prostorovou strukturu, tj. konformaci
polymerních molekul, a obsah neobvyklé iminoky-
seliny, hydroxiprolinu. Neobyčejný význam této
bílkoviny pro lidský organismus dokládá skuteč-
nost, že v lidském genomu bylo nalezeno více než
40 možných kolagenových genů a přibližně stejný
počet genů, které kódují kratší nebo delší sekven-
ce kolagenu-podobných polypeptidických řetězců.
Kolagen v těle vytváří bílé, neprůhledné vláknité
útvary, které jsou obaleny různým množstvím pro-
teoglykánů a jiných bílkovin (podle druhu tkáně).
Kolagenová vlákna jsou mikroskopicky dobře
identifikovatelná podle příčného pruhování, histo-
logické barvitelnosti, schopnosti bobtnání a náhlé
kontrakce, které podléhají asi při 60 °C. Při této
teplotě se část kolagenu rozpouští ve vodě na žela-
tinu nebo klih, podle něhož kolagen dostal své
jméno (z řeckého colagené — klihodárný). Za
zvláštních fyziologických podmínek některé kola-
genové struktury podléhají osifikaci a mění se na
kost. Přestože běžně používaný kolagen je bílko-
vina s relativně nízkou antigenicitou, nelze ji
zanedbat, protože u vnímavých pacientů může
vyvolávat alergické, vlastně přehnané imunitní
reakce. Bylo zjištěno, že v polymerních řetězcích

kolagenů se nalézají tři oblasti s touto aktivitou,
tzv. antigenní determinanty. Z nich dvě jsou
v krátkých koncových oblastech, které nemají
typické šroubovité uspořádání a jsou nazývány
telopeptidy. Třetí antigenní oblast se sice nalézá
v hlavní, trojhelikální části molekuly, ale je aktiv-
ní pouze po tepelné denaturaci kolagenu, kdy se
jeho trojhelikální uspořádaná konformace změní
na neuspořádanou formu statistického klubka,
tzv. želatiny. Pro odstranění antigenicity kolagenu
byla vyvinuta jeho jedinečná modifikace, tzv. ate-
lokolagen.

Atelokolagen je název užívaný pro kolagen zba-
vený částí telopeptidů, které mají funkci antigen-
ních determinantů, při současném zachování jeho
kvazikrystalické, tj. uspořádané trojhelikální kon-
formace, což zajistí zablokování jeho zbývající
vnitřní antigenní oblasti. První hemostatické pro-
středky takového typu byly vyvinuty a uvedeny
na trh pod názvem Hypro-Sorb® podle původního
patentu 276891 ing. A. Galatíka, CSc.
a doc. MUDr. Kuběny, CSc. Atelokolagenová
hemostatika Hypro-Sorb® R jsou apyrogenní, ste-
rilní a po implantaci plně vstřebatelná živou tká-
ní.

Histologické a klinické studie zdravotnického
prostředku Hypro-Sorbu® R ukázaly několik
výrazných výhod atelokolagenu ve srovnání
s kolagenovými materiály:
- Atelokolagen je nejúčinnější známé hemostati-

kum.
- Neobsahuje antigenní telopeptidy a proto je

plně tolerovaný živou tkání bez imunologické
reakce.

- Obsahuje méně než 0,1% nekolagenních bílko-
vin.

- Má schopnost inhibovat serinové proteinázy,
proto působí i mírně bakteriostaticky.

- Atelokolagenové implantáty Hypro-Sorb® R si
udržují kompaktnost a účinnost 2 až 3 týdny.
Potom se rychle vstřebají během čtvrtého týdne
po implantaci.
Ostatní dosud známé kolagenové materiály se

vstřebávají postupně již od okamžiku implantace
v důsledku mírné zápalové reakce, takže hematos-
tatická nebo mechanická účinnost implantátu se
rychleji snižuje, i když celková doba resorpce je
srovnatelná.

Novinkou na našem trhu je Hypro-Sorb® R (kat.
č. 006), který se používá k hemostázi po extrakci
zubů ve stomatologii stejně jako hemostatické
zubní kořenové čípky. Toto balení obsahuje 10 ks
sterilních jednotlivě balených krychliček
o rozměru 10x10x10 mm. Srovnáme-li je
s používanými kořenovými čípky Hypro-Sorb® Z,
krychličky Hypro-Sorb® R obsahují o 40% více ate-
lokolagenu, jsou mnohem měkčí a lze je proto
snadno tvarovat až na místě.

Atelokolagenová hemostatika
ve stomatologii
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