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Souhrn

Cile: Cilem nasi prace je izolace kmenovych bunék zubni pulpy (KBZP), stanoveni proliferaéniho
a diferenciaéniho potencialu, sledovani morfologickych zmén a viability KBZP kultivovanych in vitro.

Metodika: V experimentu bylo pouzito celkem 16 linii KBZP izolovanych ze tietich molara. Buniky byly kulti-
vovany v modifikovaném médiu pro mezenchymové kmenové butiky (MKB) obohaceném o rustové faktory (EGF,
PDGF), 2%FCS a ITS suplement. Pro stanoveni kvantitativnich parametra a viability bunék jsme pouzili p¥istro-
je Vi-Cell XR a Z2 Counter.

Vysledky: Enzymatickou disociaci celé zubni pulpy bylo izolovano v praméru 45 + 6 (10 — 108) kmenovych
bunék. Tyto jsme kultivovali pies 60 populaénich zdvojeni (PD) v modifikovaném médiu pro MKB. Analyza ukaza-
la zvySeni ¢asu potiebného pro zdvojeni z ptvodnich 15-23 hodin pro prvnich 30 PD na 24-35 hodin pro dalsich 30
PD. Viabilita kultivovanych bunék byla dlouhodobé 96 + 3 %. V prtb&hu dlouhodobé kultivace KBZP jsme nepozo-
rovali znamky degenerace kultury ¢i znaky spontanni diferenciace bunék.

Zaveér: Jedna se o morfologicky homogenni populaci s vyraznym prolifera¢nim potencialem a se stabilnim pro-
jevem v kultivaénich podminkéach in vitro. Kmenové buriky zubni pulpy pfedstavuji vysoce potentni zdroj histokom-
patibilnich kmenovych bunék pro bunéénou terapii, a to nejen pro onemocnéni zubni pulpy a periodoncia. Jejich Siro-
ky diferenciaéni potencial otevira cestu vyuziti téchto bunék i v dalsich medicinskych oborech.
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Suchanek J., Soukup T., Ivanéakova R., Visek B.: Dental Pulp - the Source
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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UVOD

Zubni pulpa (ZP) je pro vétSinu stomatologt
tkani, se kterou se ve své praxi neradi setkavaji.
Je to pravé zubni pulpa (resp. nervova zakonéeni
v ni obsazena), ktera je pfi¢inou bolesti pii nékte-
rych nasich zékrocich nebo p¥i zanétu v ni probi-
hajicim. Dalsi neptijemnou vlastnosti pro klinic-
kého stomatologa je nizky regeneraéni potencial
ZP in situ.V piipadé toxického nebo mechanické-
ho poskozeni ZP dochazi ¢asto k jeji nekroze
a z toho plynouci potieba endodontického oSette-
ni. ZP v8ak nemusi byt vZdy jen zdrojem obtiZi pro
pacienta. Pravé diky ZP si ¢lovék uvédomuje, Ze
néktery z jeho zubt je poskozen a ¢asto tak navsti-
vi stomatologa jesté v dobé, kdy je naprava Skod
mozZna. Navic je zubni pulpa vybavena populaci
bunék s vlastnostmi typickymi pro dospélé kme-
nové bunky — vysoka prolifera¢ni aktivita, fenotyp
typicky pro nediferencované buriky a v neposledni
radeé téz Siroky diferenciaéni potencial [10].

V soucasné dobé zkouma fada vyzkumnych
tymt moznost vyuziti kmenovych bunék zubni
pulpy (KBZP) v regeneraci zubnich tkani, dale
v terapii fady onemocnéni v ustni dutiné
i celkovych nemoci [16, 10].

VYVOJ ZUBU A ZUBNI PULPY

Vyvoj zubu a ZP je z hlediska embryologie vel-
mi zajimavym procesem. Zub se zaklada ze dvou
mezenchymalnich zdroji a z ektodermu. Z ekto-
dermu, listu kryjiciho povrch embrya, vznika
organ skloviny. Na vyvoji zubni pulpy se podileji
mezenchymové bunky, odvozené jednak z tkani
obklopujicich dent4lni listu, a d4le z neuralni lis-
ty samotné - buriky béhem pocéateénich dnu
embryogeneze migruji z pfedniho mozku pod ekto-
derm primitivni tstni dutiny. Zde tvoii tzv. ekto-
mezenchym, z néhoz vznika ¢ast zubni pulpy
(odontoblasty).

V prvni fazi vyvoje zubu, asi v 6. tydnu embry-
onalniho vyvoje, dochazi k zanofeni bunék ekto-
dermu do ektomezenchymu. Vznika tzv. dentalni
lista, ze které se vyvijeji zuby doéasné i stalé den-
tice. Dal$im vyvojovym stupném je stadium pupe-
nu. Poté dochazi ke zmnozeni bunék ektodermu
a vznika tzv. stadium poharku. V této fazi je jiz
patrné zmnoZeni bunék ektomezenchymu, zaéina
se tvorit organ skloviny. Poslednim vyvojovym
stupném korunky zubu je stadium zvonku. V této
fazi je jiz dotvotren organ skloviny, buniky ektoder-
mu témé¥ obklopily budouci zubni pulpu a dochézi
postupné k tvorbé dentinu a skloviny.
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HISTOLOGICKA STAVBA ZUBNI
PULPY

dJelikoz je ZP ohranicena pomoci tvrdych zub-
nich tkani od okolnich struktur jiz v obdobi embry-
onalniho vyvoje, zachovava si stavbu unikatniho,
tzv. rosolovitého vaziva. Jedna se o typ pojivové
tkané s velkym mnozstvim mezibunééné hmoty
(glykosaminoglykany, glykoproteiny) a s malym
mnozstvim kolagennich vlaken, zejména typu
Talll

ZP z mikroskopického pohledu rozdélujeme do
4 ¢gasti: 1. vrstva odontoblastt, 2. bezbunééna
Weilova zdna, 3. vrstva bohata na bunky (fibro-
blasty, imunokompetentni bunikky a bunky nedife-
rencované) a 4. centrum ZP (obr. 1).

Obr. 1. Zubni pulpa s tenkou vrstvou dentinu. Vrstva
odontoblasti (1) - palisadovité (epiteloidné) usporadana
vrstva bunék. Weilova bezbunééné zéna (2) - vrstva rid-
kého (rosolovitého) vaziva. Vrstva bohata na bunky (3)
- vrstva ridkého (rosolovitého) vaziva s fibroblasty
a imunokopetentnimi burikami. Centrum zubni pulpy
(4) - ¢ast zubni pulpy obsahujici cévni a nervové svazky,
v dolni ¢ast obrazku zastiZen okraj centra zubni pulpy.
HE, ptvodni zvétseni 100x.

Odontoblasty jsou palisadovité (epiteloidné)
uspoiadané bunky nachazejici se tésné pod vrst-
vou dentinu. Jsou zodpovédné za tvorbu primarni-
ho a sekundarniho dentinu. Pod vrstvou odonto-
blasti je vrstvicka dfené s minimAlnim
mnozstvim bunék - bazalni Weilova vrstva. Pod
Weilovou vrstvou se nachazi tzv. silné bunééna
vrstva s vietenitymi burikami, které jsou §tihlymi
vybézky v kontaktu s odontoblasty i mezi sebou
navzajem. Weilova vrstva i bunééné vrstva tvoii
tzv. subodontoblastovou vrstvu diené. Tato zéna je
velmi bohaté inervovana. Nervova vlakna zde tvo-
i plexus Raschkowi, z néhoz odboc¢uji terminalni
vlakna. Ta probihaji spolu s vybézky odontoblastt
v dentinovych tubulech. ZP je velmi bohaté vasku-
larizovana a v jejim centru nachazime i vétsi cév-
ni a nervové kmeny.
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KMENOVE BUNKY ZUBNI PULPY

Kmenové buniky (KB) se ve vznikajicim organis-
mu zakladaji jako jedny z prvnich bunéénych
populaci. Jejich hlavni ilohou je produkce specia-
lizovanych bunéénych typa pii souc¢asném zacho-
vani populace KB az do dospélosti. Z tohoto duvo-
du jsou KB obdaieny biologickymi vlastnostmi,
které je odliSuji od vSech ostatnich bunék
v tkanich (nap¥. primitivnim fenotypem, vysokou
prolifera¢éni schopnosti, Sirokym diferenciaénim
potencidlem, schopnosti sebeobnovy). Zatimco za
vyvoje je jejich hlavni funkei vytvoreni zakladu
jednotlivych organt, v dospélosti slouzi k udrzeni
homeostazy jednotlivych tkani a k jejich reparaci.

Mezenchymové kmenové buiiky (MKB) jsou
vzéacnou bunéénou populaci vyskytujici se v kostni
dfeni s frekvenci zhruba 10-6 az 104 jadernych
bunék v zavislosti na véku pacienta [25]. MKB jsou
schopné diferenciace v buriky specializovanych
tkani, podpiarného stromatu kostni dfené, v kostni
tkan, slachu, chrupavku, tukovou tkan, srdeéni
svalovinu aj., a to bud po pfeneseni do pi¥islu§ného
permisivniho prostiedi in vivo [2, 9], nebo po
poskytnuti diferenciaénich podnéta in vitro [11, 15,
17, 19, 20]. Tyto vlastnosti MKB vzbuzuji nejen
nadéje na nové zpusoby lécby defektt kosti
a chrupavek, ale napiiklad i infartku myokardu
[18] ¢i mozkomi$nich poranéni a defekta [8].

Obecné Ize vyskyt MKB piedpokladat ve vétsi-
né tkani a organu. Mezenchymové kmenové buii-
ky ¢ kmenové butiky mezenchymovym podobné
byly v lidském organismu identifikovany napft.
v tukové tkani [26], amniové tekutiné [1], fetal-
nich tkanich a organech [3], periostu [14], perio-
dontalnim ligamentu [21] a v neposledni Fadé také
v zubni pulpé stalych i exfoliovanych mléénych
zubu [6, 7, 22].

V roce 2000 Gronthos a spolupracovnici poprvé
izolovali a popsali kmenové buiiky zubni pulpy
(KBZP) [7].V jejich experimentu byla zubni pulpa
(ZP) izolovana z neproiezaného tietiho molaru.
V dalsich experimentech prokazali schopnost
sebeobnovy KBZP a jejich schopnost diferencovat
se ve zralé bunécné elementy [6, 22]. Nebyli vSak
schopni lokalizovat KBZP uvnit# pulpy samotné,
a tak otazka jejich lokalizace ztstava dodnes
nezodpovézena. Vyzkumna skupina vedena
Miurou izolovala v roce 2003 KBZP i ze ZP exfoli-
ovaného zubu [13].

MKSB se dle souc¢asnych poznatkt zdaji byt nej-
vhodné&j$im typem bunék pro regenerativni medi-
cinu. MKB jsou schopné diferencovat v Siroké
spektrum zralych bunéénych linii a navic jsou
schopné konverze i v elementy odli§nych zarodec-
nych listtl v rdmeci tzv. plasticity KB. Sirsi diferen-
ciaéni spektrum maji pouze lidské embryonalni
KB, které ovSem nespliiuji predpoklad histokom-
patibility s tkanémi potencionalniho piijemce
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a jejich ziskani je navic eticky sporné. V této chvi-
li tak ZP piedstavuje snadno dosazitelny zdroj KB.

Na zakladé vyse uvedenych faktu a vzhledem
ke skuteénosti, Ze zubni pulpa piedstavuje ohrani-
¢eny a od ostatnich tkani oddéleny kompartment,
ktery si uchoval stavbu typickou pro primitivni
(embryonalni) tkané, se domnivame, ze KB v ni
obsazené by mély vykazovat spiSe vlastnosti ¢as-
nych (embryonélnich) KB. Protoze zubni pulpa
neni homogenni, nybrz polarizovana, predpokla-
dame v ni existenci dvou subpopulaci KB, tedy
dvou odlisnych kompartmentt (subodontoblastic-
kého - SO a perivaskularniho - PV) razné boha-
tych na KB. Nabizi se také hypotéza o rizném
embryonalnim ptvodu KB téchto kompartmenta.

Cilem nasi prace bylo stanoveni prolifera¢niho
potencidlu a sledovani morfologickych zmén
a viability kmenovych bunék zubni pulpy in vitro.
Za unikatni povazujeme pouziti nAmi modifikova-
ného média pro kultivaci mezenchymovych proge-
nitorovych bunék [23, 24], které oproti jinym auto-
rum pouziva pouze 2 % fetalniho bovinniho séra
a priblizuje tak podminky k bezsérovym kultivac-
nim protokoltim, pfedchézejicim klinické aplika-
ce.

METODIKA

Kazdy pacient je pted odbérem (odbérem rozu-
mime extrakci zubu provadénou v lokalni aneste-
zii za sterilnich podminek) zubu pro vyzkumné
ucely kratce seznamen s teorii kmenovych bunék
a podepisuje informovany souhlas. Pokud se jedna
0 odbér zubu u ditéte, informovany souhlas pode-
pisuje zakonny zastupce. Informace pro nemocné
a text informovaného souhlasu schvalila Eticka
komise Lékaiské fakulty a Fakultni nemocnice
v Hradci Kralové. Pii zatazeni do studie jsou osob-
ni data pacienti uchovana s plnou ochranou
davérnosti podle platnych zakont CR. Extrakce

Obr. 2. Extrahovany zub 38 po preparaci sterilnim dia-
mantovym brouskem.
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jsou planovanym zakrokem a pacientovi tim
nevznika Zadnd Gjma, nedochézi k zadnému
vySetieni ani jakémukoli zakroku navic. Zuby byly
indikovany k extrakeci oSetiujicim lékatem nejcéas-
téji z ortodontickych dtvoda a nebyly postiZzeny
kariéznim procesem (obr. 2, obr. 3 obr. 4).

Obr. 3. Extrahovany zub 18 s nedokonéenym vyvojem
koiene.

Obr. 4. Extrahovany zub 38 — dfeiova dutina Siroce
komunikuje s okolim.

Dle danych kritérii jsme ziskali 16 tietich mola-
ri od darca ve véku 12 — 23 let s pramérnym
vékem 19 let. Zub i ZP byly transportovany do
laboratote tkanovych kultur v Hankové balanco-
vaném solném roztoku (HBSS) (Gibco) pti teploté
4 °C.

Metodika ziskani samotné ZP se ligila podle
stupné vyvoje kotene zubu. Nejobtiznéjsi je zis-
kat pulpu ze zubti s dokonéenym vyvojem koiene.
Tyto zuby fixujeme sterilnim mulovym ¢tvercem
na pevné podlozce. Provedeme sterilnim diaman-
tovym brouskem longitudinalni ¥ez sméiujici kol-
mo na smér dlouhé osy zubu. Béhem fezu chladi-
me brousek fyziologickym roztokem. Tim ziskame
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dvé casti zubu a material k odbéru KB. Zubni
dtrenn exkavujeme z cavum pulpae ostrym steril-
nim exkavatorem (Henry Schein Inc.) tak, aby-
chom zachytili tkan pulpy i v tésné blizkosti den-
tinu a ziskali tak subodontoblastickou vrstvu
dfené. Tkan zubni dfené spolu s extrahovanym
zubem uloZime do sterilnich zkumavek s HBSS
médiem.

Obr. 5. Mala kolonie kmenovych bunék zubni pulpy 2
dny po inokulaci do kultivaéni nadoby. KBZP maji
v pruméru 12 az 18 pm. Mikroskop s fazovym kontras-
tem, zvétSeni 200x.

P#i vyse popsané technice vSak hrozi nebezpeéi
poskozeni bunék ZP nejen mechanicky, ale
i tepelné. V soucasné dobé proto preferujeme
extrakci ZP za pouziti Luerovych klesti. Klestémi
odstipeme ¢asti kofene a ZP exstirpujeme pomoci
exstirpaéni jehly. Tento postup zabrani termické-
mu poskozeni ZP. Pokud nedoslo k uzavteni fora-
men apicale (obr. 4), mtiZzeme pulpu vybavit rov-
néz pomoci exstirpaéni jehly, coZz je technicky
snazsi a vyvarujeme se tim i termického poskoze-

Obr. 6. Kolonie kmenovych bunék zubni pulpy 5. den
po nasazeni. Primokultura je piipravena k pasazovani.
KBZP maji v pruméru 12 - 18 pm. Mikroskop s fazovym
kontrastem, zvétseni 200x.
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ni bunék ZP. Nejsnazsi je odbér ZP ze zarodku
zubu. Pulpa Siroce komunikuje s okolim zubu a je
velmi dobie piistupna (obr. 7).
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Obr. 7. Karyotyp 46 XX, KBZP po dosazeni Hayflickova
limitu.

Izolace KBZP je provadéna enzymatickou diso-
ciaci pti 37 °C enzymy dispazou (Gibco) a kola-
genazou typu I (Sevapharma). ZP je vystavena
pusobeni enzymi po dobu 30 minut, poté je zbytek
ZP ptesunut do nové nadoby a znovu vystaven
pusobeni enzymt po dobu 30-40 minut. Takto
oddélené dvé frakce (z povrchovych vrstev
a z centralni ¢asti zubni pulpy) nasazujeme na
misky s plastovym povrchem pro tkanové kultury
(Sarstedt).

Bunky kultivujeme pti 37 °C za aerobnich pod-
minek (5 % COg9), a to v ndmi modifikovaném
expanznim médiu pro kultivaci lidskych mezen-
chymovych progenitorovych bunék (MPCs) [19],
s 2 % fetalniho bovinniho séra (FBS, PAA), ITS
(inzulin, transferrin, sodium selenite) (Sigma)
a rastovymi faktory — EGF (PeproTech), PDGF-
BB (PeproTech). Po 5 - 7 dnech buriky z primo-
kultury disociujeme trypsinizaci, po¢itame a pasa-
Zujeme v poméru 1:3. K dal§imu pasazovani
pristupujeme vzdy pii dosazeni 70% splyvavosti
bunék v kultivaénich nadobkach. Analyzu viabili-
ty, distribuce pramért a poéti bunék provadime
pomoci pristrojd Z2 Counter a ViCell (oba
Beckman Coulter).

VYSLEDKY

Podle nasich piedpokladi se ndm podatilo izo-
lovat 2 odlisné populace KBZP z extrahovanych
tretich molaru. Izolace KBZP byly tspésné pii
pouziti exstirpaéni jehly a Luerovych klesti.
Izolace metodou uzivajici rotaéni néastroje nebyly
Gspésné, a proto jsme od nich upustili.

Po enzymatické disociaci jsme ziskali v pra-
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méru 46 + 6 (10 — 108) KBZP (pocitano v primo-
kultuie 24 h po nasazeni) (obr. 5). Po 5 dnech byly
KB nasazeny do kultiva¢nich nadob pro tkarnové
kultury (Sarstedt) (obr. 6). Dalsi pasaz byla prove-
dena vzdy pti dosazeni 70% splyvavosti.

Obr. 8. Kmenové buniky zubni pulpy izolované
z perivaskularniho kompartmentu pi#i 30. pasazi.
Buniky jsou vietenaté, s dlouhymi vybézky a rozvinutym
cytoskeletem. KBZP maji v priméru 12 - 18 pm.
Mikroskop s fazovym kontrastem, zvétSeni 200x.

Obr. 9. Kmenové buniky zubni pulpy izolované
ze subodontoblastického kompartmentu pti 30. pasézi.
Buriky jsou vice okrouhlé. KBZP maji v praméru 12 -
18 um. Mikroskop s fazovym kontrastem, zvétseni 200x.

KBZP se jevily prolifera¢né velmi aktivni. Cas
potiebny na zdvojnasobeni populace, tzv. doubling
time (DT), byl pro dvodnich 30 populaénich zdvo-
jenich (PD) 15 - 23 hodin a po dosazeni 30 PD
vzrostl na 24 - 35 hodin. KBZP byly po nasazeni
i po dosazeni Hayflickova limitu (graf. 1) cytogene-
ticky stabilni (obr. 7) a nevykazovaly Zadné znam-
ky spontanni diferenciace. BEhem celého experi-
mentu si udrzely vysokou viabilitu 96 + 3% (89 -
100%).

KBZP izolované z obou studovanych kompart-
mentt se odliSovaly pouze morfologicky. KB izolo-
vané z PV byly vietenité s dlouhymi vybézky (obr.
8), zatimco KB z SO byly spiSe okrouhlé, s vice roz-
vinutym cytoskeletem (obr. 9). Tyto morfologické
rozdily nebyly spojeny se zménou ve velikosti
(priméru) bunék. Velikost bunék dominantni
populace byla v rozmezi 12 - 18 um. KB ze SO také
vice dodrzovaly kontaktni inhibici.
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Kumulace poétu populacnich zdvojnasobeni

Graf. 1. Kumulace po¢tu populaénich zdvojeni u linie
KBZP, celkem dosaZeno 60 popula¢nich zdvojeni

DISKUSE

Zubni pulpa piedstavuje dobie ohrani¢eny a od
ostatnich tkani oddéleny kompartment, ktery si
ponechava strukturu podobnou embryonéalnim
tkanim. Vzhledem ke komplikovanému procesu
odontogeneze, na kterém se podileji dva zarodeé-
né listy (mezenchym stomodea a neuroektoderm
z crista neuralis), 1ze i v ZP ofekavat dvé popula-
ce KB, které jsou ve vzajemné interakci, avSak
nemaji zcela shodné vlastnosti

Izolovali a kultivovali jsme 16 linii KBZP zis-
kanych ze tretich molarta v kultivaénim médiu pro
mezenchymové progenitorové buiiky izolované
z kostni diené. Na rozdil od ostatnich autort [7,
12] jsme KBZP kultivovali pies 60 PD. Po dosaze-
ni Hayflickova limitu KBZP byly cytogeneticky
stabilni a nejevily Zddné znamky spontanni dife-
renciace

Jsme prvnimi autory, kteti u KBZP prokazali
zévislost ¢asu potiebného na zdvojnasobeni popu-
lace na mnozstvi populaénich zdvojnasobeni. DT
byl pro ivodnich 30 populaénich zdvojeni 15-23
hodin a po dosazeni 30 PD vzrostl na 24-35 hodin.

Autofi prvnich publikovanych studii o KBZP [4,
5, 13] predpokladali, Ze se tyto butiky v ZP naché-
zeji perivaskularné. V nasem experimentu jsme
byli schopni izolovat dvé linie KBZP, a to z centra
(perivaskularni kompartment) a z povrchové vrst-
vy (subodontoblasticky kompartment) zubni pul-
py. KBZP izolované z PV byly vietenité, protahlé
a s dlouhymi vybézky, na rozdil od KB izolovanych
ze SO, které byly spiSe okrouhlé. Kmenové bunky
z obou kompartmentt jsou vysoce proliferaéné
aktivni.

Otazky, zda jsou KBZP schopné diferenciace
v jiné buné¢éné elementy a zda je rozdilny ptvod
subpopulaci KBZP spojen i s rozdilnym fenoty-
pem, se pokusime zodpovedét pii dal§im feSeni
této problematiky.
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ZKRATKY
DT doubling time; ¢as potiebny na zdvoj-
nasobeni populace
EGF epidermal growth factor; epidermalni
rustovy faktor
FBS fetalni bovinni sérum
FCS fetal calf serum; fetalni teleci sérum
HBSS Hank’s balanced salted solution;
Hankuav balancovany solny roztok
HE hematoxylin-eosin
ITS liquid media supplement (inzulin,
transferrin, sodium selenite)
KB kmenové bunky
KBZP kmenové buriky zubni pulpy
MAPCs multipotent adult progenitor cells
MKB mezenchymové kmenové bunky
MPB mezenchymové progenitorové burky
PD population doublings; populaéni
zdvojnasobeni
PDGF-BB platelet-derived  growth  factor;
z krevnich desti¢ek derivovany rasto-
vy faktor
PV perivaskularni kompartment zubni
pulpy
SO subodontoblasticky kompartment
zubni pulpy
LITERATURA
1. Anker, P.S,, Scherjon, S. A., Kleijburg-van der Keur,

C. et al.: Amniotic fluid as a novel source of mesenchy-
mal stem cells for therapeutic transplantation. Blood, roé.
102, 2003, s. 1548-1549.

Bruder, S. P, Kraus, K. H., Goldberg, V. M., Kadiyla,
S.: The effect of implants loaded with autologous mesen-
chymal stem cells on thehealing of canine segmental bone
defects. J. Bone Joint Surg. Am., ro¢. 80, 1998, s. 985-996.
Campagnoli, C., Roberts, I. A.,, Kumar, S. et al.:
Identification of mesenchymal stem/progenitor cells in
human first-trimester fetal blood, liver, and bone marrow.
Blood, roé. 98, 2001, s. 2396-2402.

Colter, D. C., Class, R., DiGirolamo, C. M. et al.: Rapid
expansion of recycling stem cells in cultures of plastic-
adherent cells from human bone marrow. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 2000, ¢. 97, s. 3213-3218.

Doetsch, F.: A niche for adult neural stem cells. Curr.
Opin. Genet. Dev., 2003, ¢é. 13, s. 543-550.

Gronthos, S., Brahim, J., Li, W. et al.: Stem cell proper-
ties of human dental pulp stem cells. J. Dent. Res., ro¢. 81,
2002, ¢. 8, s. 531-535.

Gronthos, S., Mankani, M., Brahim, J. et al.: Postnatal
human dental pulp stem cells (DPSCs) in vitro and in vivo.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2000, &. 97, s. 13625-13630.
Jendelova, P., Herynek, V., De Cross, J., Glogarova,
K., Andersson, B., Hajek, M., Sykova, E.: Imaging the
fate of implanted bone marrow stromal cells labeled with
superparamagnetic nanoparticles. Magn. Reson. Med., ro¢.
50, 2003, s. 767-776.

Jiang, Y., Jahagirdar, B. N., Reinhardt, L. et al.:
Pluripotency of mesenchymal stem cells derived from
adult marrow. Nature, ro¢. 418, 2002, s. 41-49, supplemen-
tary information www.nature.com/nature.

127



stoma+pzl_5_2008:maketa - radiologie 22.9.2008 11:44 Sl:rég)? ZE278

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Liu, H., Gronthos, S., Shi, S.: Dental pulp stem cells.
Methods Enzymol., 419, 2006, s. 99-113.

Makino, S., Fukuda, K., Miyoshi, S., Konishi, F.,
Kodama, H., Pan, J., Sano, M., Takahashi, T., Hoti, S.,
Abe, H., Hata, J., Umezawa, A., Ogawa, S. Cardio-
myocytes can be generated from marrow stromal cells in
vitro. J. Clin. Invest., roé. 103, 1999, s. 697-705.
Minguel, J. J., Erices, A., Conget, P.: Mesenchymal
stem cells. Exp Biol Med, 2001, ¢. 226, s. 507-520.
Miura, M., Gronthos, S., Zhao, M., Lu, B., Fischer, L.
W., Robey, P. G., Shi, S.: SHED: Stem cells from human
exfoliated deciduous teeth. Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
100, 2003, s. 5807-5812. 80. Mesenchymal stem cells. Exp.
Biol. Med., 226, 2001, s. 507-520.

Nakahara, H., Dennis, J. E., Bruder, S. P. et al.: In vit-
ro differentiation of bone and hypertrophic cartilage from
periosteal-derived cells. Exp. Cell. Res., ro¢. 195, 1991,
s. 492-503.

Pereira, R. F., Halford, K. W., O’Hara, M. D. et al.:
Cultured adherent cells from marrow can serve as long-
lasting precursor cells for bone, cartilage and lung in irra-
diated mice. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1995, ¢. 92,
s. 4857-4861.

Perry, B. C., Zhou, D., Wu, X,, Yang, F. C., Byers, M.
A., Chu, T. M., Hockema, J. J., Woods, E. J., Goebel, W.
S: Collection, cryopreservation, and characterization of
human dental pulp-derived mesenchymal stem cells for
banking and clinical use tissue. Eng. Part C Methods,
14,2008, 2, s. 149-156.

Pittenger, M. F., Mackay, A. M., Beck, S. C. et al.:
Multilineage potential of adult human mesenchymal stem
cells. Science, 1999, ¢. 284, s. 143-147.

Pittenger, M. F., Martin, B. J.: Mesenchymal stem cells
and their potential as cardiac therapeutics. Circ. Res., ro¢.
95, 2004, s. 9-20.

Reyes, M., Lund, T., Lenvik, T. et al.: Purification and
ex vivo expansion of postnatal human marrow mesoder-
mal progenitor cells. Blood, roé. 98, 2001, ¢. 9, s. 2615-2625.

20. Sanchez-Ramos, J. et al.: Adult bone marrow stromal
cells differentiate into neural cells in vitro. Exp. Neurol.,
2000, ¢. 164, s. 247-256.

21. Seo, B. M., Miura, M., Gronthos, S., Bartold, P. M.,
Batouli, S. et al.:. Investigation of multipotent postnatal
stem cells from human periodontal ligament. Lancet, ro¢.
364, 2004, s. 149-155.

22. Shi, S., Gronthos, S.: Perivascular niche of postnatal
mesenchymal stem cells in human bone marrow and den-
tal pulp. J. Bone Miner. Res., ro¢. 18, 2003, ¢. 4, s. 696.

23. Soukup, T., Mokry, J., Karbanova, J., Pytlik, R.,
Suchomel, P.,, Ku¢erova, L.: Mesenchymal stem cells
isolatér from human bone marrow: cultivation, phenotypic
analysis and changes in proliferation kinetice. Acta
Medica, Hradec Kralové, ro¢. 49, 2006, 1, s. 27-33.

24. Suchanek, J., Soukup, T., Ivandéakova, R.,
Karbanova, J., Hubkova, V., Pytlik R., Ku¢erova, L.:
Human dental pulp stem cells —isolation and long term
cultivation. Acta Medica, Hradec Kralové, roé¢. 50, 2007,
s. 195-201.

25. Werntz, J. R., Lane, J. M., Burstein, A. H., Justin, R.,
Klein, R., Tomin, E.: Qualitative and quantitative ana-
lysis of orthotopic bone regeneration by marrow. J. Orthop.
Res., ro¢. 14, 1996, s. 85-93.

26. Zuk, P. A., Zhu, M., Aashijian, P., et al.:. Human adipo-
se tissue is a source of multipotent stem cells. Mol. Biol.
Cell,, ro¢. 13,2002, s. 4279-4295.

Prdce vznikla za podpory grantu IGA MZ NR
9182-3/07 a grantu Grantové agentury Univerzity
Karlovy v Praze, ¢islo 102908-3029/2008.

MUDr. Jakub Suchdnek
Stomatologickad klinika LF UK a FN
Sokolska 581

500 05 Hradec Krdlové

e-mail: suchanekj@Ifhk.cuni.cz

128



stoma+pzl_5_2008:maketa - radiologie 22.9.2008 11:44 Sl:ré@?; ZESLO

Atelokolagenova hemostatika
ve stomatologii

Pfi chirurgickém zakroku, stejné jako pfi vzni-
ku kazdého fezného poranéni, nastava poskozeni
kontinuity cévnich stén, a je tedy nutné i pouziti
vhodnych prostfedktt zastavujicich krvaceni.
Nejacdinnéji ptsobi ty, které aktivuji a urychluji
srazeni krve. Hemokoagulace je proces probihaji-
ci podle znamého dosti slozitého schematu aktiva-
ce trombocytt vnitiniho a zevniho systému hemo-
koagulaéni kaskady a antikoagulaénich faktort.
Nejprve se vytvari destickovy trombus podminé-
ny adhezi a agregaci trombocyt, ktery je nasled-
né stabilizovan siti polymerniho fibrinu.
Z trombocytu se pak uvoliiuje serotonin, histamin,
IL-1, faktory PDGEF, d.fIII a TGF-8, které ptisobi
vasokonstrikéné a zvySuji permeabilitu cévni sté-
ny, nebo putsobi chemotakticky na neutrofily
a monocyty. Také z poskozenych endotelovych
bunék se uvolnuji chemotaktické substance, napt.
IL-1, IL-8 a rtstové humoralni faktory napt. FGF,
GM-CSF, PDGF. Nejacinnéjsi hemostatické pri-
pravky aktivujici hemokoagulaci jsou vyrabény na
bazi derivata kolagenu. Nejdtlezitéjsi je kolagen
typu I. Je cennou surovinou pro Fadu farmaceutic-
kych vyrobk, jako jsou hemostatické plsti a pény,
chirurgické nité, kolagenové membrany pro iize-
nou tkanovou a kostni regeneraci (GTR/GBR), filt-
ry a pod.

Aminokyselinové  sloZeni  kolagenu je
u odlisnych Zivoéisnych druht velmi podobné
a vétsinou se jen mirné 1isi v nékterych sekven-
cich. Charakteristickym znakem jejich aminoky-
selinového sloZeni je velky obsah glycinu, ktery se
nachéazi v kazdé treti poloze, coz umoznuje zcela
zvlastni prostorovou strukturu, tj. konformaci
polymernich molekul, a obsah neobvyklé iminoky-
seliny, hydroxiprolinu. Neobycejny vyznam této
bilkoviny pro lidsky organismus doklada skutec-
nost, Ze v lidském genomu bylo nalezeno vice nez
40 moznych kolagenovych gent a piiblizné stejny
pocet gend, které kéduji kratsi nebo delsi sekven-
ce kolagenu-podobnych polypeptidickych fetézci.
Kolagen v téle vytvari bilé, neprtthledné vlaknité
utvary, které jsou obaleny riznym mnozstvim pro-
teoglykant a jinych bilkovin (podle druhu tkané).
Kolagenova vlakna jsou mikroskopicky dobie
identifikovatelna podle priéného pruhovani, histo-
logické barvitelnosti, schopnosti bobtnani a nahlé
kontrakce, které podléhaji asi pii 60 °C. P této
teploté se ¢ast kolagenu rozpousti ve vodé na Zela-
tinu nebo klih, podle néhoZz kolagen dostal své
jméno (z teckého colagené — klihodarny). Za
zvlastnich fyziologickych podminek nékteré kola-
genové struktury podléhaji osifikaci a méni se na
kost. PrestoZze bézné pouzivany kolagen je bilko-
vina s relativné nizkou antigenicitou, nelze ji
zanedbat, protoZze u vnimavych pacientt muze
vyvolavat alergické, vlastné pfehnané imunitni
reakce. Bylo zjisténo, Ze v polymernich fetézcich

kolagenu se nalézaji tii oblasti s touto aktivitou,
tzv. antigenni determinanty. Z nich dvé jsou
v kratkych koncovych oblastech, které nemayji
typické Sroubovité uspoiradani a jsou nazyvany
telopeptidy. T¥eti antigenni oblast se sice naléza
v hlavni, trojhelikalni ¢asti molekuly, ale je aktiv-
ni pouze po tepelné denaturaci kolagenu, kdy se
jeho trojhelikalni usporadana konformace zméni
na neusporadanou formu statistického klubka,
tzv. Zelatiny. Pro odstranéni antigenicity kolagenu
byla vyvinuta jeho jedineéna modifikace, tzv. ate-
lokolagen.

Atelokolagen je nazev uzivany pro kolagen zba-
veny ¢asti telopeptidi, které maji funkci antigen-
nich determinantt, pfi sou¢asném zachovani jeho
kvazikrystalické, tj. usporadané trojhelikalni kon-
formace, coZ zajisti zablokovani jeho zbyvajici
vnit¥ni antigenni oblasti. Prvni hemostatické pro-
stfedky takového typu byly vyvinuty a uvedeny
na trh pod nazvem Hypro-Sorb® podle ptivodniho
patentu 276891 ing. A. Galatika, CSc.
a doc. MUDr. Kubény, CSc. Atelokolagenova
hemostatika Hypro-Sorb® R jsou apyrogenni, ste-
rilni a po implantaci plné vstiebatelna Zivou tka-
ni.

Histologické a klinické studie zdravotnického
prostfedku Hypro-Sorbu® R ukazaly nékolik
vyraznych vyhod atelokolagenu ve srovnani
s kolagenovymi materialy:

- Atelokolagen je nejuéinnégjsi znamé hemostati-
kum.

- Neobsahuje antigenni telopeptidy a proto je
plné tolerovany Zivou tkani bez imunologické
reakce.

- Obsahuje méné nez 0,1% nekolagennich bilko-
vin.

- Ma schopnost inhibovat serinové proteinazy,
proto pusobi i mirné bakteriostaticky.

- Atelokolagenové implantaty Hypro-Sorb® R si
udrzuji kompaktnost a Géinnost 2 az 3 tydny.
Potom se rychle vstiebaji béhem ¢tvrtého tydne
po implantaci.

Ostatni dosud znamé kolagenové materialy se
vstiebavaji postupné jiz od okamziku implantace
v disledku mirné zapalové reakce, takZze hematos-
taticka nebo mechanicka uéinnost implantatu se
rychleji sniZuje, i kdyz celkova doba resorpce je
srovnatelna.

Novinkou na nasem trhu je Hypro-Sorb® R (kat.
¢. 006), ktery se pouziva k hemostazi po extrakei
zubti ve stomatologii stejné jako hemostatické
zubni korenové ¢ipky. Toto baleni obsahuje 10 ks
sterilnich  jednotlivé  balenych krychlicek
o rozméru 10x10x10 mm. Srovname-li je
s pouzivanymi kotenovymi ¢ipky Hypro-Sorb® Z,
krychlicky Hypro-Sorb® R obsahuji 0 40% vice ate-
lokolagenu, jsou mnohem mékéi a lze je proto
snadno tvarovat az na misteé.
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