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Souhrn 

Kyselina hyaluronová (KH) a kmenové buňky zubní dřeně (KBZD) jsou aktuálními 

výzkumnými tématy a jejich kombinované použití v rámci tkáňového inženýrství je 

nadějným směrem regenerativní medicíny. KBZD jsou mezenchymální populací 

kmenových buněk, které jsou získávány z měkkých tkání dřeňové dutiny zubu. Jejich 

výhodami jsou snadná dostupnost, vysoká proliferační aktivita a široký diferenciační 

potenciál. KH je extracelulární biopolymer vyskytující se napříč tkáněmi lidského těla 

včetně zubní dřeně a díky její biokompatibilitě a biodegradabilitě se jedná o vhodný 

materiál pro tvorbu buněčných nosičů. Degradací vysokomolekulárních (VM) řetězců 

KH, které jsou v tkáních enzymaticky štěpeny, dochází ke vzniku nízkomolekulárních 

(NM) fragmentů KH. V porovnání s VM KH vykazují NM frakce KH výrazně odlišné 

bioaktivní vlastnosti. Z tohoto důvodu je nutné posuzovat vliv KH na tkáně a buňky 

separátně pro její jednotlivé frakce. 

V této práci jsou prezentovány výsledky dvou in vitro experimentů. První z nich byl 

zaměřen na vliv širokého spektra molekulárních hmotností KH (116 kDa, 540 kDa, 

1500 kDa) na dvě linie KBZD. Tento pilotní experiment ověřil základní předpoklad, že 

buňky v prostředí zvolených molekul adherují, přežívají, proliferují, zachovávají si svůj 

typický fenotyp a udržují si schopnost diferencovat osteogenním a chondrogenním 

směrem. Druhý experiment byl zaměřen na NM KH a její vliv byl testován na 5 liniích 

KBZD. Použity byly molekuly o velikosti fragmentů vznikajících při in vivo degradaci 

KH (800 Da, 1600 Da, 15 kDa). Po aplikaci KH do kultivačních médií byla u 

experimentálních skupin zaznamenána akutní redukce proliferační aktivity v porovnání 

s kontrolní skupinou (p = 0,0033, p = 0,0033, p = 0,1416). Redukce byla omezena 

pouze na pasáž, při které došlo k iniciálnímu kontaktu buněk s NM KH, a nebyla 

pozorována v dalších pasážích. Kumulovaný počet populačních zdvojení na konci 

experimentu se statisticky významně lišil (p = 0,015, p = 0,0143, p = 0,0864). KBZD 

kultivované v médiích s NM KH byly statisticky významně menší v porovnání 

s kontrolní skupinou (p = 0,0078, p = 0,0019, p = 0,0098). Relativní délka telomer byla 

v porovnání s kontrolní skupinou u experimentálních médií kratší u 4 z 5 linií, statisticky 

významný rozdíl byl zaznamenán u buněk kultivovaných v médiu s přídavkem KH o 

molekulární hmotnosti 800 Da (p = 0,0275, p = 0,1416, p = 0,0864). Všechny buňky si 

udržely vysokou expresi povrchových znaků typických pro KBZD (CD29, CD44, CD73, 

CD90). V porovnání s kontrolou bylo u experimentálních skupin zaznamenáno 

statisticky významné snížení exprese fenotypových znaků (p < 0,05; CD29, CD34, 

CD90, CD106, CD117, CD146, CD166). Buňky si i po dlouhodobé kultivaci 

v přítomnosti NM KH udržely znaky mezenchymálních KB a naivní nediferencovaný 

fenotyp. 

Práce dokumentuje vliv NM KH na KBZD in vitro. Výsledky ukazují, že NM KH ovlivňuje 

jejich proliferační aktivitu, velikost, telomerázovou aktivitu a expresi fenotypových 

znaků. Závěry práce přinášejí významné poznatky o vlivu degradačních produktů KH, 

které je nutné zohlednit při dalším vývoji buněčných nosičů z KH pro KBZD. 
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Summary 

Hyaluronic acid (HA) and dental pulp stem cells (DPSCs) are attractive research topics 

and their combined use in tissue engineering is a promising direction in regenerative 

medicine. DPSCs are a mesenchymal population of stem cells that are obtained from 

the soft tissues within the dental pulp cavity. Their advantages are easy availability, 

high proliferative activity, and wide differentiation potential. HA is a natural extracellular 

biopolymer occurring across human body tissues, including dental pulp. Due to its 

biocompatibility and biodegradability, HA is a suitable scaffold materal. Degradation of 

high molecular weight (HMW) HA chains, which are enzymatically cleaved in tissues, 

results in low molecular weight (LMW) HA fragments. Compared to the HMW HA, LMW 

HA exhibits markedly different bioactive properties. Thus, it is necessary to assess the 

effect of HA on tissues and cells separately for its distinct fractions. 

The results of two in vitro experiments are presented in this work. The first of them was 

focused on the influence of a wide spectrum of HA (116 kDa, 540 kDa, 1500 kDa) on 

two DPSC lines. This pilot experiment verified the basic assumption that cells in the 

environment of selected molecules adhere, survive, proliferate, maintain their typical 

phenotype and osteogenic and chondrogenic differentiation potential. The second 

experiment was focused on LMW HA and its effect was tested on 5 DPSC lines. 

Molecules of the particular sizes corresponding with in vivo degradative HA fragments 

(800 Da, 1600 Da, 15 kDa) were used. After application of HA to the culture media, an 

acute reduction in proliferative activity was observed in the experimental groups 

compared to the control group (p = 0.0033, p = 0.0033, p = 0.1416). This reduction 

was limited to the passage in which the cells were initially seeded in LMW HA enriched 

media and was not observed in subsequent passages. At the end of the experiment, 

statistically significant difference in the cumulative number of population doublings was 

observed between the control group and experimental groups (p = 0.015, p = 0.0143, 

p = 0.0864). Additionally, DPSCs cultured in media with LMW HA were statistically 

significantly smaller compared to the control group (p = 0.0078, p = 0.0019, p = 0.0098). 

The relative telomere length was shorter in experimental groups of 4 of 5 lines 

compared to the control group. A statistically significant difference was detected in cells 

cultured in medium with the addition of 800 Da HA (p = 0.0275, p = 0.1416, p = 0.0864). 

All cells maintained high expression of surface markers typical of DPSCs (CD29, CD44, 

CD73, CD90). Compared to the control, a statistically significant reduction in the 

expression of phenotypic markers was observed in the experimental groups (p < 0.05; 

CD29, CD34, CD90, CD106, CD117, CD146, CD166). The cells retained the features 

of mesenchymal stem cells and the naive undifferentiated phenotype even after long-

term cultivation in the presence of LMW HA. 

This work provides data on the effect of HA on DPSCs in vitro with emphasis on LMW 

HA. The results show that LMW HA affects their proliferative activity, size, telomerase 

activity and expression of phenotypic traits. The work presents important findings about 

the influence of HA degradation products, which must be taken into account in the 

further development of HA scaffolds for DPSCs. 
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Úvod do problematiky 

Kmenové buňky zubní dřeně (KBZD) jsou nejdéle známou linií kmenových buněk 

z rodiny dental-related stem cells nacházejících se v zubu a jeho okolí. Jedná se o 

mezenchymálních adultní kmenové buňky, které jsou izolovány ze dřeně stálých zubů 

a jejichž původ je odvozen z kraniální gangliové lišty [1]. Jsou nadány vysokou mírou 

proliferace a širokým diferenciačním potenciálem. In vitro byla prokázána jejich 

schopnost diferencovat v odontoblasty, osteoblasty, chondroblasty, adipocyty, 

myoblasty, epiteliální a neurální buňky či buňky produkující insulin [2-6]. Dalším 

znakem KBZD je schopnost dosahovat vysokých hodnot populačního zdvojení, kterým 

je překonán Hayflickův limit. Experimenty našeho pracoviště prokázaly kapacitu 

překonávající 60 populačních zdvojení, práce Alraies et al. uvádí dokonce 80 

populačních zdvojení [7, 8]. Při kontaktu s přilnavým povrchem KBZD na tento 

přisedají a nabývají tvaru vřetene s mnohočetnými výběžky. Pakliže jsou v prostředí 

volně, zaujímají tvar koule o průměru 12-17 μm [9]. Na svém povrchu pak vystavují 

typicky znaky (angl. cluster of differentiation, CD), CD29, CD44, CD73 a CD90. 

Naopak exprese CD31, CD34 a CD45 je nízká či nulová [9, 10]. Již od první 

charakterizace v roce 2000 jsou KBZD považovány za heterogenní skupinu 

s variabilními vlastnostmi [11]. Tato variabilita je pozorována jak mezi jednotlivými 

liniemi od různých dárců, které vykazují odlišnosti v proliferační aktivitě, velikosti buněk, 

proliferační aktivitě nebo expresi některých povrchových znaků, tak i v rámci 

subpopulací v jedné linii [9, 11-17]. 

Nízká diferenciace těchto buněk a jejich široký diferenciační potenciál může být dán 

jejich izolací od okolního prostředí a exogenních stimulů. Zubní dřeň je měkkou tkání 

nacházející se v dřeňové dutině a kořenových kanálcích zubu. Tento vnitřní prostor je 

od okolí oddělen tvrdými zubními tkáněmi a jedinou komunikaci s vnějším prostředím 

poskytuje foramen physiologicum, jehož šíře je 0,2-0,5 mm [18]. Takto ohraničený 

kompartment poskytuje i výhodu při získávání KBZD. Vnitřní prostor zubu je i po 

extrakci nepoškozen a vyjmutý zub, který je považován za biologický odpad, je tak 

možno využit pro izolaci KBZD. Oproti jiným metodám získávání mezenchymálních 

kmenových buněk, u kterých je nutný ad hoc zásah do integrity těla, je KBZD možno 

získat jako vedlejší produkt zákroku, který byl primárně indikován ze zcela jiných 

medicínských důvodů. Zubní dřeň je proto snadno dostupným zdrojem KBZD a jejich 

zisk nepředstavuje pro pacienta zákrok nad rámec plánovaného ošetření. 

Kyselina hyaluronová (KH) je nesulfátovaný glykosaminoglykan, tedy 

mukopolysacharid, tvořený opakujícími se disacharidovými jednotkami. Každá 

jednotka je složena z kyseliny D-glukuronové a N-acetylglukosaminu. Opakováním 

těchto jednotek vzniká polymer KH o různých molekulárních hmotnostech. Molekulární 

hmotnost KH produkované v lidském těle se různí podle příslušné tkáně, její obvyklé 

rozmezí je mezi 1000 a 8000 kDa [19]. V těle dospělého 70 kg člověka je přítomno 

přibližně 15 g KH, která je soustředěna zejména do pericelulární zóny a extracelulární 

matrix pojivových tkání [20, 21]. Polovina KH lidského těla je v kůži a dále je 

zastoupena např. v očním sklivci, synoviální tekutině, pupečníkové šňůře či v zubní 
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dřeni. Základními funkcemi kyseliny hyaluronové v těle jsou hydratace, lubrikace, 

vyplňování mezibuněčných prostor, jejich organizace a poskytování prostorové opory 

pro buňky a ostatní složky mezibuněčné hmoty [22]. Hydratační schopnost KH je dána 

její hygroskopickými vlastnostmi. Díky funkčním hydrofilním skupinám váže KH vodu, 

která zvyšuje tkáňový turgor, elasticitu a vypjatost [22]. Vázáním vody a tvorbou 

solvatačního obalu kolem molekul KH fungují její řetězce jako lubrikant. Tato vlastnost 

se uplatňuje při separování jednotlivých tkání a jejich vrstev, zejména pak v místech, 

kde dochází k výraznému otěru. Na dlouhé řetězce KH v se mezibuněčném prostoru 

váží proteoglykany, které jsou díky KH organizované do štětkovitých útvarů, a spolu s 

okolní kolagenovou matrix vytváří vysoce organizovanou síťovou strukturu. Tato síť 

slouží jako opora pro pohyb buněk a usnadňuje tak jejich migraci [23]. Zároveň se 

jedná o bioaktivní molekulu, která funkčně ovlivňuje své okolí a jejíž působení je závislé 

na molekulární hmotnosti [24].  

V lidském organismu KH syntetizována jako vysokomolekulární (VM) molekula a při 

její degradaci dochází ke štěpení těchto řetězců na nízkomolekulární (NM) fragmenty. 

Takto je v tkáních denně degradována přibližně 1/3 veškeré KH [20]. V těle člověka 

rozlišujeme 7 typů hyaluronidáz (HYALs). Nejlépe popsány jsou HYAL 1 a HYAL 2. 

HYAL 2 je lokalizována na buněčné membráně a štěpí KH na fragmenty o přibližné 

velikosti 50 jednotek (~ 20 kDa), HYAL 1 štěpí KH na tetrasacharidové fragmenty (~ 

800 Da), které jsou v rámci lysozomů dále degradovány [25, 26]. Syntéza a degradace 

je za fyziologických podmínek udržována v rovnováze [19]. Tento stav může být ale 

změněn při poranění tkáně či při tkáňovém stresu [27]. Takové podmínky vedou 

k akceleraci degradace KH, a tedy k zvyšování koncentrace jejích NM frakcí 

s odlišnými bioaktivními vlastnostmi [28]. 

Při porušení integrity tkáně v ní dochází nejprve k výraznému nárůstu koncentrace VM 

KH [28]. Dlouhé řetězce KH se váží na fibrinogen a pomáhají zahájit vnější systém 

koagulace [29]. Se zvyšující se denzitou makrokmolekul KH se zvyšuje i vázaná 

tekutina v porušené tkáni, což se klinicky manifestuje jako otok [25]. Hustší síť KH 

spolu s vyšším zavodněním prostředí vede ke vzniku porézní trojrozměrné sítě, která 

usnadňuje migraci buněk do místa poškození včetně chemotakticky atrahovaných 

buněk podílejících se na rozvoji zánětlivé reakce [23, 28, 30]. Během dalších fází 

hojení rány je KH štěpena a její jednotlivé frakce specificky ovlivňují zánětlivou reakci, 

vrůstání endotelií, organizování granulační tkáně či reepitelizaci [22, 31-33]. VM frakce 

KH, které jsou obvyklou formou KH ve většině tkání, mají protizánětlivý a 

protiangiogenní efekt. NM frakce mají naopak prozánětlivý a proangiogenní efekt [34-

39]. Rozdílná regulace zánětlivé odpovědi je dána odlišnou vazebností jednotlivých 

frakcí KH na receptory imunokompetentních buněk, ve kterých NM KH indukuje 

expresi prozánětlivých cytokinů [40, 41]. NM KH dále zvyšuje mitogenní aktivitu 

endotelií a podporuje tak angiogenzi, VM KH ji naopak utlumuje [42-45]. Různý vliv 

frakcí KH byl pozorován i u adheze, proliferace a diferenciace fibroblastů, 

mezenchymálních KB kostní dřeně či osteoblastů [35, 46, 47]. 
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KH je pro své vlastnosti intenzivně studována jako materiál vhodný pro tkáňové 

inženýrství. Díky svému přirozenému výskytu ve tkáních, biokompatibilitě, 

biodegradabilitě, plné resorbovatelnosti a pokročilé technologii její výroby a úprav je 

považována za látku s širokou aplikovatelností [22, 48]. Její použití se jeví zvláště 

výhodné u tkání a buněk, v jejichž nativním prostředí se KH přirozeně vyskytuje, neboť 

lze předpokládat jejich menší reaktivnost na tento materiál. KH může být produkována 

ve různých formách a tvarech, např. prášku, variabilně sycených roztocích, gelech o 

různé viskozitě, pevných porézních či solidních prefabrikátů, a pokročilé technologie 

umožňují již i produkci KH ve formě nanomateriálů [48-51]. Vlastnosti KH, jako jsou 

hygroskopie a tvorba oporné sítě podporující migraci buněk, vytváří vhodné prostředí 

pro kolonizaci nosiče (scaffoldu) implantovanými buňkami a konduktivními vlastnostmi 

je zároveň usnadňováno vrůstání okolních tkání do nosiče [48, 52]. Využití nosičů z KH 

je široké a je testováno pro buňky z různých tkání – chrupavky, kosti, rohovky, 

periodoncia či zubní dřeně [53-57]. 

Obecným požadavkem na nosiče je jejich relativní stálost. Relativní proto, že by měly 

v místě aplikace vydržet dostatečně dlouho, aby splnily účel aplikace, ale zároveň by 

měly být následně biodegradovatelné a nahraditelné novotvořenou tkání [58, 59]. Tyto 

podmínky KH splňuje, ale vzhledem k faktu, že degradační produkty KH, tedy její 

fragmenty o nižší molekulární hmotnosti, jsou biologicky aktivní molekuly s vlastnostmi 

odlišnými od VM KH, je nezbytné znát jejich vliv na buňky, které do nich budou 

implantovány. K tomu, abychom tyto informace získali, je v první fázi testování možné 

sledovat vliv NM KH na buňky v in vitro podmínkách. U KH je však tento krok spojen s 

technologickým problémem její kvality a čistoty. Mnohé výzkumné práce uvádějí 

molekulární hmotnost pouze orientačně (nízko/oligo/středně/vysokomolekulární KH) či 

v širokých rozmezích až stovek kDa (často uváděná hranice pro NM a VM KH je 500 

kDa) [37]. Následné výsledky mohou být zavádějící, protože testovaná molekula 

definovaná v takto širokém rozmezí nemusí vykazovat bioaktivní vlastnosti, které 

vykazují produkty in vivo degradace KH vznikající působením HYALs. Proto by 

k vědeckým účelům měla být používána KH o přesné molekulární hmotnosti. Zároveň 

je nutné zajistit, aby používaná KH byla ve farmaceutické čistotě, neboť použití jiné 

než farmaceuticky čisté KH může vést ke zkreslení či znehodnocení výsledků 

experimentu [37, 60]. 

KH byla v několika studiích označena za materiál netoxický pro KBZD, který negativně 

neovlivňuje jejich viabilitu, proliferační aktivitu nebo diferenciační potenciál [61-63]. 

Další autoři popsali některé změny v genové expresi KBZD vlivem KH a velmi 

omezené množství prací se věnuje vlivu KH na expresi fenotypových znaků [64-68]. 

Interpretace těchto studií stran vlivu KH na KBZD je však limitována některými z 

následujících faktorů:  

• mnohé studie neberou v potaz, že bioaktivita KH je závislá na její molekulární 

hmotnosti, a proto poskytují jen omezené či žádné informace ohledně 

molekulární hmotnosti použité KH 



6 
 

• studie se většinově věnují VM KH, pokud se věnují NM HK, pak mimo spektrum 

fragmentů, které vznikají in vivo degradací KH 

• deklarace farmaceutické čistoty chybí a není deklarována ani uvedeným 

dodavatelem 

• studie nejsou zaměřeny pouze na vliv KH na KBZD, ale součástí testovaného 

prostředí jsou i další příměsi ovlivňující KBZD 

Z výše uvedeného je patrné, že k relevantnímu zhodnocení vlivu KH na KBZD je třeba 

provést experimenty, které nebudou zatíženy těmito limitacemi.  
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Cíl práce 

Cílem práce bylo zhodnotit vliv kyseliny hyaluronové na kmenové buňky izolované ze 

zubní dřeně stálých zubů s důrazem na nízkomolekulární kyselinu hyaluronovou. Vliv 

kyseliny hyaluronové byl analyzován porovnáním viability, velikosti, proliferační aktivity, 

fenotypu, diferenciačního potenciálu a telomerázové aktivity kmenových buněk zubní 

dřeně. 
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Materiál a metodika 

Izolační protokol a metodika experimentů včetně zpracování biologického materiálu za 

vědeckým účelem byly schváleny Etickou komisí Fakultní nemocnice Hradec Králové 

(FN HK) (souhlasy č. j. 200612 S0lP, 201011 S14P, 201812 S07P). Každý dárce či 

jeho zákonný zástupce byl před vyjmutím zubu poučen o problematice výzkumu, o 

využití jím poskytnutých tkání a o obsahu informovaného souhlasu s využitím KBZD 

pro výzkumné účely. 

Kyselina hyaluronová 

KH využita pro účely experimentů této práce byla zdarma poskytnuta firmou Contipro, 

a. s. (Dolní Dobrouč, Česká republika). Molekulární hmotnost použité KH byla 800 Da, 

1 600 Da, 15 000 Da, 116 000 Da, 540 000 Da a 1 500 000 Da. Farmaceutická čistota 

a velikost fragmentů byly ověřeny vysokoúčinnou kapalinovou chromatografii a 

hmotnostní spektrometrií. 

Odběr zubu 

Vyjmutí zubu bylo provedeno za lokálního znecitlivění a za aseptických podmínek na 

Stomatologické klinice Lékařské fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Králové (LF HK) a 

FN HK. Po extrakci byl povrch vyjmutého zubu mechanicky očištěn za použití sterilní 

gázy a dále byl zub po 30 sekund dekontaminován ponořením do 0,2% vodného 

roztoku cholorhexidin glukonátu. Následně byl zub vyjmut z dekontaminačního roztoku 

a ponořen do 10% Hankova balancovaného solného roztoku (Invitrogen, MA, USA) 

s antibiotiky a antimykotiky, ve kterém byl za stálé teploty 4 °C do laboratoře tkáňových 

kultur Ústavu histologie a embryologie LF HK. 

Izolace, mobilizace, expanze a kryokonzervace 

Izolace zubní dřeně byla prováděna za sterilních podmínek v laminárním boxu. Dřeň 

zubů s nedokončeným vývojem byla vyjmuta přes široce otevřené foramen apicale. 

Dřeň zubů s úzkým formaen apicale byla vyjmuta po rozlomení zubu Luerovými 

kleštěmi. Mobilizace je roces makromechanického, mikromechanického a 

enzymatického rozrušení tkáně vedoucí k uvolnění buněk. Měkkotkáňová masa byla 

rozstříhána sterilními nůžkami na drobné fragmenty o přibližné velikosti 1 mm3. Tyto 

byly přeneseny do tkáňového minihomogenizátoru s obsahem 1 ml izotonického 

fosfátového pufrovačního rozotoku (PBS; Invitrogen). V něm byla tkáň rozrušena za 

vzniku homogenizátu. Homogenizát byl transportován do centrifugační zkumavky, 

přidán 1 ml 0,05% trypsinu (Gibco, Thermo Fisher Scientific, CA, USA) a zkumavka 

ponechána 10 minut při 37 °C. Po inaktivaci trypsinu byla suspenze buněk 

centrifugována a odsát supernatant. Získaná peleta obsahující směs různých buněk a 

extracelulární matrix byla kultivována v modifikovaném médiu pro postnatální 

progenitorové mezenchymální buňky (Eaglovo minimální esenciální médium v Alpha 

modifikaci) obohaceném o 1 % Insulin-Transferrin-Sodium-Selenium supplement (ITS; 

Invitrogen), 2 % fetálního bovinního séra (FBS), 2 % glutaminu (Invitrogen), 0,2 mM L-

askorbové kyseliny (Bieffe Medital), 50 mM dexametazonu (Bieffe Medital), 10 ng/ml 
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růstového faktoru izolovaného z trombocytů (PDGF; PeproTech, London, UK), 10 

ng/ml epidermálního růstového faktoru (EGF; PeproTech), 10 µl/ml amfotericinu B, 20 

μg/ml gentamicinu, 100 U/ml penicilinu a 2,5 µg/ml amphotericinu (Sigma-Aldrich). 

Kultivační nádoby byly inkubovány při teplotě 37 °C v atmosféře 5 % CO2. Médium 

bylo měněno každé tři dny. Po dosažení 70% konfluence byly buňky pasážovany v 

koncentraci 5000 buněk/cm2 a kultivovány za stejných podmínek. Po dosažení 70% 

konfluence byly buňky kryokonzervovány v počtu 1,5 x 106 KBZD v 1 ml 

kryokonzervačního média, které se skládalo z 0,5 ml kultivačního média a 0,5 ml 20 % 

DMSO ve FBS metodou neřízené kryokonzervace a uloženy v −80 °C. Před 

následným použitím byly buňky rozmraženy, expandovány do 70% konfluence a 

v další pasáži použity pro experimenty. 

Kultivace 

Pro pilotní experiment byly zvoleny linie p1 a p2. Buňky byly nasazeny do 

experimentálních médií v koncentraci 5 000 buněk/cm2. Experimentální média se lišila 

od standardního kultivačního média pouze přídavkem 0,1 % KH o různých 

molekulárních hmotnostech, a to: Experimentální pilotní médium 1 (Ep1) 116 kDa, 

experimentální pilotní médium 2 (Ep2) 540 kDa a experimentální pilotní médium 3 

(Ep3) 1 500 kDa. Pro kontrolní data byla zvolena kultivace buněk ve standardním 

kultivačním médiu bez přídavku KH (kontrola). Všechny buňky byly kultivovány po 5 

pasáží, dokud nepřesáhly Hayflickův limit. Pro účely prezentace dat byla pasáž po 

rozmražení buněk označena jako pasáž 0 a pasáže v rámci experimentu byly 

označeny jako pasáže 1-5. 

Pro experiment s nízkomolekulární kyselinou hyaluronovou byly zvoleny linie 1-5. 

Buňky byly nasazeny do experimentálních médií v Petriho miskách s adherentním 

povrchem v koncentraci 5 000 buněk/cm2. Experimentální média se lišila od 

standardního kultivačního média pouze přídavkem 100 μmol/l KH o různých 

molekulárních hmotnostech, a to: Experimentální médium 1 (E1) 800 Da, 

experimentální médium 2 (E2) 1 600 Da a experimentální médium 3 (E3) 15 kDa. Pro 

kontrolní data byla zvolena kultivace buněk ve standardním kultivačním médiu bez 

přídavku KH (kontrola). Všechny buňky byly kultivovány po 6 pasáží, dokud nepřesáhly 

Hayflickův limit. Pro účely prezentace dat byla pasáž po rozmražení buněk označena 

jako pasáž 0 a pasáže v rámci experimentu byly označeny jako pasáže 1-6. 

Charakteristika buněk 

Počet buněk a jejich velikost byly stanoveny v každé pasáži pomocí přístroje Z2-

Counter (Beckman Coulter, Miami, FL, USA). Proliferační aktivita byla vyjádřena 

populačním zdvojením (anlg. population doubling). Viabilita buněk byla stanovena na 

konci experimentů analyzátorem Vi-Cell (Beckman Coulter). Fenotyp KBZD 

značených imunofluorescenčními polyvalentními protilátkami konjugovanými s 

fluorescein izothiokyanátem (FITC) a s fykoerytrinem (PE) proti povrchovým CD 

znakům byl analyzován metodou průtokové cytometrie pomocí Cell Lab Quanta 

(Beckman Coulter) na konci experiemntů. 
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Analýza relativní délky telomer buněk 

V rámci experimentu s NM KH byla v 5. pasáži izolována DNA pomocí DNeasy Tissue 

Kit (Qiagen, Hilden, Německo). Nálož jamky v celkovém objemu 20 µl obsahovala 20 

ng DNA, 200 nM dopředného primeru telomery tel1b, 200 nM reverzního primeru 

telomery tel2b (Generi Biotech, Hradec Králové, Česká republika) a SYBR Green 

master mixu (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Jako single copy gen 

(referenční, housekeeping gen) byl zvolen 36B4 (Generi Biotech) kódující kyselý 

ribozomální fosfoprotein P0. Termocyklizace byla provedena v přístroji ABI 7500 HT 

Detection System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). 

Diferenciační potenciál 

K ověření schopnosti KBZD diferencovat ve zralé buněčné typy i za přítomnosti KH 

byly buňky kultivovány v komerčně dodávaných osteogenním a chondrogenním 

médiu, a to s přípdavkem 0,1% KH o molekulárních hmotnostech 116 kDa, 540 kDa 

a 1500 kDa a bez přídavku KH. Pro průkaz diferenciace jsme využili histologické 

barvení. 

Statistická analýza 

Ke statistické analýze neparametrických dat byl použit Friedmanův test a Dunnův post 

hoc test. Pro parametrická data byla zvolena jednofaktorová ANOVA a Fisherův LSD 

post hoc test. Pro určení sféricity dat byl proveden Mauchlyho test. Statistická 

významnost byla stanovena jako p < 0,05. 
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Výsledky 

Pilotní experiment 

Izolace a kultivace KBZD 

Úspěšně jsme izolovali 2 linie KBZD. Linie byly pro potřeby experimentu označeny jako 

linie p1 a linie p2. Linie p1 a p2 byly kultivovány v médiích kontrola / Ep1 / Ep2 / Ep3. 

Napříč médii nebyl pozorován rozdíl v adherenci a shlukování buněk. 

Proliferační aktivita 

Proliferace linií p1 a p2 byla sledována od 1. do 5. pasáže ve všech kultivačních 

médiích. Kumulovaný počet populačních zdvojení kontroly byl u obou linií nižší 

v porovnání s experimentálními skupinami. Hodnoty kumulovaného počtu populačních 

zdvojení v 5. pasáži pro linii p1 kultivovanou v kontrola / Ep1 / Ep2 / Ep3 byly v tomto 

pořadí: 14,1 / 15,3 / 15,4 / 14,8. Hodnoty kumulovaného počtu populačních zdvojení v 

5. pasáži pro linii p2 kultivovanou v kontrola / Ep1 / Ep2 / Ep3 byly v tomto pořadí: 16,7 

/ 17,2 / 16,7 / 16,8. Statisticky významné rozdíly nebyly v rámci kumulovaného počtu 

proliferačních zdvojení zaznamenány 

Viabilita 

KBZD si ve všech kultivačních médiích, a to jak kontrolním, tak experimentálních, 

zachovaly vysokou hodnotu viability přesahující 80 %. U žádného kultivačního média 

nebyl pozorován negativní vliv na viabilitu KBZD. U linie p1 byla viabilita nejvyšší 

v experimentálním médiu Ep1, nejnižší pak v experimentálním médiu Ep2. U linie p2 

byla viabilita nejvyšší v experimentálním médiu Ep1, nejnižší pak v kontrolním médiu. 

Statisticky významné rozdíly nebyly zaznamenány. Hodnoty viability v pořadí médií 

kontrola / Ep1 / Ep2 / Ep3 pro linii p1 byly 92,3 / 93,1 / 91,8 / 92,6 % a pro linii p2 80,1 

/ 82,5 / 81,8 / 80,9 %. 

Analýza povrchových znaků 

Analýza fenotypu KBZD, pro kterou byly vyšetřeny povrchové znaky, proběhla v 5. 

pasáži obou linií. U KBZD kultivovaných v Ep1 byl zaznamenán oproti KBZD 

kultivovaných v kontrolním médiu pokles znaků CD 105 a OCT 3/4 u linie p1 a u linie 

p2 došlo k poklesu znaků CD 105, CD 117 a CD 146. Jako statisticky významně 

rozdílná (p < 0,05) byla vyhodnocena následující data: CD 13 Ep1-Ep3, CD 29 

kontrola-Ep2, CD 90 Ep1-Ep3, CD 105 Ep1-Ep3, OCT 3/4 Ep1-Ep2. 

Diferenciační potenciál 

U obou testovaných linií p1 a p2 kultivovaných v kontrolním a experimentálních 

médiích byla prokázána schopnost indukovat diferenciaci v osteoblasty a byla 

prokázána přítomnost vápenatých deposit v extracelulárním prostoru. Chondrogenní 

diferenciace byla prokázána u obou testovaných linií v kontrolním médiu, Ep1 a Ep3. 

V médiu Ep2 došlo během 3. týdne diferenciačního procesu ke kontaminaci 

kultivačních nádob plísní a tyto byly z experimentu vyřazeny. 
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Experiment s nízkomolekulární kyselinou hyaluronovou 

Izolace a kultivace KBZD 

Úspěšně jsme pro experiment s NM KH izolovali 5 linií KBZD. Linie byly pro potřeby 

experimentu označeny jako linie 1, linie 2, linie 3, linie 4 a linie 5. Napříč médii nebyl 

pozorován rozdíl v adherenci a shlukování buněk. 

Proliferační aktivita 

Proliferace linií 1-5 byla sledována od 0. do 6. pasáže ve všech kultivačních médiích. 

Kumulovaný počet populačních zdvojení kontrolní skupiny byl u všech linií vyšší 

v porovnání s experimentálními skupinami. Hodnoty kumulovaného počtu populačních 

zdvojení v 6. pasáži pro linie 1-5 kultivované v kontrola / E1 / E2 / E3 byly v tomto 

pořadí: linie 1 23,2 / 22,1 / 21,2 / 22,8; linie 2 20,3 / 16,8 / 17,2 / 16,3; linie 3 25,6 / 18,0 

/ 18,8 / 19,2; linie 4 24,0 / 18,1 / 18,9 / 19,1; linie 5 22,4 / 21,0 / 21,3 / 21,6 (Graf 1A). 

Rozdíl kontrolní a experimentálních skupin byl statisticky významný: Friedmanův test: 

p = 0,023; Dunnův post hoc test: kontrola-E1: p = 0,0015; kontrola-E2: p = 0,0143; 

kontrola-E3: p = 0,0864. 

Pokles proliferační aktivity v první pasáži byl mezi kontrolní a experimentálními 

skupinami statisticky významný: Friedmanův test: p = 0,016; Dunnův post hoc test: 

kontrola-E1: p = 0,0033; kontrola-E2: p = 0,0033; kontrola-E3: p = 0,1416 (Graf 1B). 

 

  

Graf 1. Populační zdvojení v pasáži 0-6 experimentu s NM KH. Grafy znázorňují 

průměr populačních zdvojení linií 1-5 se středními chybami průměru vynesenými jako 

chybové úsečky. Buňky byly kultivovány v kontrolním médiu (kontrola) a 

experimentálních médiích (E1-3). Statistická analýza byla provedena Friedmanovým 

testem následovaným Dunnovým post hoc testem, ** p < 0,005. 



13 
 

Viabilita 

Viabilita KBZD byla změřena v poslední pasáži. Viabilita KBZD byla v pořadí kontrola 

/ E1 / E2 / E3 následující: Linie 1: 89,0 / 96,9 / 97,1 / 98,0 %; linie 2: 80,2 / 97,4 / 97,2 

96,6 %; linie 3: 90,3 / 96,5 / 98,0 / 98,3 %; linie 4: 96,4 / 96,4 / 98,7 / 96,2 %; linie 5: 

97,2 / 93,9 / 94,8 / 96,2 %. Rozdíly mezi skupinami nebyly statisticky významné. 

Velikost buněk 

Medián průměru buněk v 6. pasáži v pořadí kontrola / E1 / E2 / E3 byl: Linie 1: 13,5 / 

12,5 / 10,3 / 11,7 μm; linie 2: 10,3 / 10,4 / 10,2 / 10,0 μm; linie 3: 15,9 / 12,2 / 12,3 / 

12,9 μm; linie 4: 15,8 / 14,5 / 14,7 / 15,5 μm; linie 5: 11,8 / 9,6 / 9,7 / 9,4 μm. Výsledky 

statistické analýzy: kontrola-E1: p = 0,0078, kontrola-E2: p = 0,0019, 

kontrola-E3: p = 0,0098. Vyobrazeno v grafu 2. 

Analýza povrchových znaků 

Pro analýzu fenotypu byla vyšetřena pozitivita povrchových znaků KBZD linií 1-5 v 6. 

pasáži. Statistickou analýzou všech znaků při porovnání kontrolní skupiny a 

experimentálních skupin bylo zjištěno, že KH má statisticky významný vliv na fenotyp 

KBZD. Kromě CD133 a CD271 byla v kontrolní skupině zaznamenána vyšší pozitivita 

všech znaků než v experimentálních skupinách, a to: CD29 (*), CD31, CD34 (*), CD44, 

CD45, CD49f, CD73, CD90 (***), CD105, CD106 (*), CD117 (*), CD146 (*), CD166 

(***) (Friedmanův test). Výsledky statistické analýzy (Friedmanův a Dunnův post hoc 

test) jsou vyobrazeny v grafu 3. 

Graf 2. Medián průměru kmenových buněk zubní dřeně na konci 6. pasáže 

experimentu NM KH. Graf demonstruje hodnoty linií 1-5 kultivovaných v kontrolním 

médiu (kontrola) a experimentálních médiích (E1-3). Pro statistickou analýzu mezi 

kontrolní skupinou a experimentálními skupinami byla použita metoda jednofaktorové 

analýzy rozptylu a Fisherův LSD post hoc test; p < 0,005. 
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Relativní telomerová délka 

Relativní telomerová délka buněk v 6. pasáži v pořadí kontrola / E1 / E2 / E3 byla: Linie 

1: 4,13 / 2,90 / 3,27 / 3,70; linie 2: 3,21 / 3,30 / 3,16 / 3,51; linie 3: 3,68 / 2,44 / 2,83 / 

2,75; linie 4: 4,51 / 3,42 / 3,50 / 3,28; linie 5: 4,65 / 3,76 / 3,89 / 3,69. Výsledky 

statistické analýzy: kontrola-E1: p = 0,0275, kontrola-E2: p = 0,1416, 

kontrola-E3: p = 0,0864. 

  

Graf 3. Analýza povrchových znaků kmenových buněk zubní dřeně linie 1-5 v 6. pasáži 

experimentu s nízkomolekulární kyselinou hyaluronovou. Grafy demonstrují procenta 

pozitivních buněk. Průměr skupiny je vynesen jako sloupec, směrodatná odchylka 

skupiny je vynesena jako chybová úsečka a individuální hodnoty jsou vyneseny jako 

symboly (kruh, trojúhelník a čtverec). Buňky byly kultivovány v kontrolním médiu 

(kontrola) a experimentálních médiích (Ep1-3). Statistická analýza byla provedena 

Friedmanovým testem následovaným Dunnovým post hoc testem, * p ≤ 0,05, 

** p < 0,005, *** p < 0,001. Statisticky nevýznamné výsledky vůči kontrolní skupině 

jsou označeny jako ns, rozdíly mezi experimentálními skupinami navzájem, pakliže 

není uvedeno jinak, jsou statisticky nevýznamné. 
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Diskuze 

KBZD jsou známé již od roku 2000 a díky intenzivnímu studiu jsou jejich vlastnosti 

detailně popsány. Jednou z limitací klinického využití je však forma jejich aplikace. 

K tomu, aby mohly být klinicky použity, je nutné buňky do místa aplikace přenést a 

v místě je udržet. Možnou formou aplikace jsou scaffoldy, tedy nosiče buněk, které 

zajistí přenos a udržení buněk v tkáni. Vzhledem k tomu, že materiál pro tvorbu nosičů 

by měl být biokompatibilní, biodegradovatelný a bioresorbovatelný jeví se jako ideální 

takové látky, které jsou tělu vlastní. Jedním z možných materiálů pro buněčné nosiče 

je i KH, která se hojně vyskytuje v pojivových a podpůrných tkání těla, včetně zubní 

dřeně. Jedná se tak nejen o biogenní materiál, ale zároveň i o materiál, který je 

součástí přirozeného prostředí KBZD. Nespornou výhodou je i fakt, že se jedná o látku 

dlouho známou, kterou lze bez nutnosti dalšího testování používat ve farmaceutickém 

průmyslu a biomedicíně. Dalším pozitivem je i variabilní forma produktů od prášku přes 

gely až po tuhé materiály a možnost její chemické modifikace pro úpravu 

farmakokinetických vlastností. 

Důležitou vlastností KH je její bioaktivita závislá na molekulární hmotnosti. Mnoha 

studiemi bylo potvrzeno, že vliv KH na buňky a tkáně se pro její jednotlivé frakce liší a 

je proto nutné KH vnímat jako látku s proměnlivými vlastnosti. Byť je tento fakt 

vědeckou literaturou akcentován a velká část výzkumu KH je zaměřena právě na její 

variabilní funkce, u buněčných nosičů z KH je tento aspekt mnohdy opomíjen. Je to 

ale právě prostředí uvnitř nosiče a v jeho okolí, tedy nesené buňky a cílová tkáň, 

kterého se tato problematika týká zcela zásadně. V důsledku biodegradace nosiče 

dochází k zvyšování přítomnosti nižších molekulárních frakcí KH, a to v širokém 

spektru molekulárních hmotností.  

Preparáty na bázi KH jsou schváleny jako terapeutika pro kožní a slizniční defekty a 

jsou aplikovány jak na jejich povrch ke krytí, tak i do hloubi ran [69]. Díky tomu, že tato 

aplikace je již schváleným a studiemi podloženým postupem, je použití KH k těmto 

účelům bezpečné. Aplikaci nosiče z KH jsme ověřili i na našem pracovišti v rámci 

klinického výzkumu [70]. Nosič z kyseliny hyaluronové však nenesl buňky, ale byl 

vehikulem pro oktenidin-dihydrochlorid a byl vkládán do extrakčních ran postižených 

alveolární ostitidou (alveolitis sicca) s pozitivním účinkem na hojení. Touto studií jsme 

ověřili nejen účinnost nově zaváděného terapeutika, ale vyzkoušeli jsme si i klinickou 

práci s nosiči z KH a jejich in vivo aplikaci. 

Naším dlouhodobým vědeckým záměrem je vývoj nosiče z KH pro KBZD s následnou 

klinickou aplikací. Neprostudovaným tématem je však vliv nosiče z KH právě na KBZD. 

Pokud má být KH považována za vhodný materiál pro nesení těchto buněk, je nutné 

znát její vliv na KBZD nejen pro molekulární hmotnost, ze které je nosič zhotoven, ale 

i ve spektru jeho biodegradačních produktů. Z tohoto důvodu je nutné testovat nejen 

VM KH, která je obvyklou složkou tkání a ze které jsou nosiče nejčastěji konstruovány, 

ale i NM KH, a to s důrazem na štěpné produkty HYALs. 
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V prvním experimentu, který byl designován jako pilotní, jsme si kladli za cíl zjistit vliv 

KH na KBZD v širokém spektru molekulárních hmotností. Jednalo se o probatorní 

aplikaci nízko, středně a vysokomolekulární KH na buňky. Experimentem jsme se 

nesnažili získat statisticky významná data, ale záměrem bylo zjistit, zda je vůbec 

možné KBZD v takovém prostředí kultivovat a využít tyto informace pro statisticky 

robustnější experimenty. Z tohoto důvodu jsme se rozhodli pro 2 linie kultivované 

v kontrolním médiu a v médiích obohacených o 0,1 % KH o molekulární hmotnosti 116 

kDa, 540 kDa a 1500 kDa. Tyto molekulární hmotnosti byly zvoleny na základě review 

literatury s vědomím, že nepokrývají celé spektrum a detailní zaměření na jednotlivé 

frakce bude předmětem dalšího výzkumu až v případě, že ověříme kultivovatelnost 

KBZD v tomto formátu. 

Odběr zubů, izolace, mobilizace, expanze a kryokonzervace KBZD byly úspěšné 

zejména díky dlouhodobé zkušenosti naší laboratoře s těmito postupy. Stejně tak 

nebylo zaznamenáno významných změn buněčné viability mezi jednotlivými médii. 

Tímto jsme ověřili, že buňky v experimentálních médiích adherují k povrchu, proliferují 

a udržují si viabilitu v rozmezí obvyklém pro kultivaci za standardních podmínek. 

V závěru experimentu byly analyzovány povrchové znaky, kterými jsme sledovali, zda 

buňky vlivem KH nemění svůj fenotyp. Na základě informací z literární rešerše (viz 

úvod) jsme předpokládali, že NM KH bude mít na KBZD větší vliv než VM KH. Tento 

předpoklad se potvrdil u některých znaků, a to OCT3/4 a CD105 u linie p1 a CD105, 

CD117 a CD146 u linie p2. OCT3/4 je typickým znakem KB a je asociován s nízce 

diferencovaným fenotypem [71]. Jeho snížení může být ukazatelem indukce 

diferenciace, ale i přes tento výsledek jsme byli schopni indukovat diferenciaci ve zralé 

buněčné elementy, a to chondrogenním a osteogenním směrem. CD105 a CD 146 

jsou znaky spojené s angiogenezí a jsou diskutovány v rámci druhého experimentu. 

Exprese CD44 nebyla výrazně změněna, byť se jedná o znak, který obvykle bývá 

přítomností KH ovlivněn a má vztah k mineralizaci [65, 72]. Takový výsledek může být 

dán nízkou koncentrací KH v experimentálních médiích, tuto hypotézu by však bylo 

nutno ověřit opakováním experimentu s médii o vyšší náloži KH. 

Pilotní experiment prokázal, že KBZD v přítomnosti KH o molekulárních hmotnostech 

116 kDa, 540 kDa a 1500 kDa přežívají, adherují k povrchu, proliferují a udržují si 

schopnost diferencovat ve zralé buněčné elementy. Na základě těchto výsledků jsme 

se rozhodli přistoupit k navazujícímu experimentu, který již na statisticky relevantním 

souboru analyzoval vliv NM KH na KBZD. 

V experimentu s NM KH byly zvoleny fragmenty KH (800 Da, 1600 Da a 15 000 Da) 

které svou velikostí odpovídají štěpným produktům in vivo působícím HYAL 1 a HYAL 

2, neboť působení endogenních HYALs budou v tkáních vystaveny i buněčné nosiče. 

Model prezentovaného experimentu je unikátní a při publikaci výsledků v časopise 

Biomolecules se jednalo o první práci popisující vliv fragmentů KH velikosti 

degradačních produktů endogenních HYALs na KBZD. 
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Po nasazení buněk do kultivačních médií byl zvolen stejný postup jako u pilotního 

experimentu, který neodhalil rozdíly v adherenci buněk kultivovaných v kontrolním a 

experimentálních médiích. Výsledky analýzy životaschopnosti buněk ukázaly, že NM 

KH nemá negativní vliv na tento parametr, naopak u 3 z 5 linií byly v experimentálních 

skupinách pozorovány hodnoty viability vyšší než v kontrolní. Tyto výsledky však 

nepřekročily hranici statistické významnosti. Nově hodnoceným parametrem byla 

velikost buněk. Toto měření vykázalo velmi významný rozdíl mezi kontrolní skupinou 

a experimentálními skupinami. KBZD kultivované v kontrolním médiu byly menší než 

buňky kultivované v experimentálních médiích. Výsledek byl statisticky významný pro 

všechna experimentální média. Práce Yang et al. popisuje zmenšení velikosti 

mezenchymálních KB s postupující pasáží a senescencí buněk [73]. Tyto závěry 

mohou vést k hypotéze, že NM KH deceleruje progresi senescence v KBZD. Taková 

hypotéza koresponduje i s výsledky práce Alessio et al., která popisuje statisticky 

významné snížení procenta senescentních mezenchymálních KB kultivovaných za 

přítomnosti NM a VM KH [74]. Závěry naší analýzy nastolují hypotézu, která otevírá 

novou oblast vlivu KH na KBZD a k jejímuž potvrzení či vyvrácení je potřeba dalšího 

výzkumu. Výsledky analýzy velikosti buněk je v tomto kontextu vhodné porovnat 

s výsledky analýzy relativní telomerové délky. Telomery jsou lokalizované na koncích 

chromozomů a při dělení buněk dochází k jejich částečné redukci. Postupné 

zkracování těchto koncových úseků je jednou z příčin stárnutí buněk, které je 

fyziologicky zakončeno apoptózou. Kompenzační mechanismus, který je přítomný u 

kmenových a nádorových buněk, je pak schopen toto zkracování vyrovnávat. V naší 

studii vedla kultivace v experimentálních médiích u 4 z 5 linií ke zkrácení relativní 

telomerové délky v porovnání kontrolní skupinou. Tento výsledek byl statisticky 

významný pro buňky kultivované v E1. Tyto výsledky ukazují, že NM KH může vést 

k redukci délky telomer KBZD, ale projekce tohoto fenoménu do dalších sledovaný 

ukazatelů, např. viability, nebyla pozorována. Pravděpodobně proto, že telomery jsou 

na chromozomech přítomny v nadbytku a jejich laboratorně detekovatelné zkrácení 

tak nemělo na buňky vliv. Je možné, že by postupné zkracování vedlo k vyšší úmrtností 

buněk ve vyšších pasážích. Tato hypotéza, i kdyby se prokázala, by ale neměla mít 

vliv na použitelnost nosičů z KH, neboť 6 pasáží, pro které byl vliv testován, je 

dostatečně dlouhým intervalem pro plnou degradaci nosiče aplikovaného do rány. 

Analýzou proliferační aktivity byla v porovnání s kontrolní skupinou prokázána redukce 

kumulovaných populačních zdvojení buněk kultivovaných v médiích obohacených o 

NM KH. Tato disparita byla statisticky významná u experimentálních skupin E1 a E2. 

Analýzou proliferační aktivity v každé pasáži byl zjištěn rapidní pokles proliferační 

aktivity buněk v experimentálních skupinách v první pasáži, kdy byla poprvé přidána 

KH. Tento fenomén se vyskytoval pouze v první pasáži a nebyl zaznamenán v žádné 

z dalších pasáží. Možným vysvětlením prudkého poklesu v proliferační aktivitě je tak 

právě náhlá změna kultivačního prostředí spočívající v přítomnosti KH. Tento nález 

považujeme za důležitý pro další výzkumy zaměřující se na kultivaci KBZD 

v přítomnosti NM KH. U krátkodobých experimentů, které nedisponují daty o 

dlouhodobé kultivaci, může takto významná změna proliferační aktivity vést k závěru, 
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že útlum proliferační aktivity KBZD je obecně platným vlivem NM KH na tyto buňky. 

Takové závěry mohou negativně ovlivnit pohled na aplikaci KBZD do buněčných 

nosičů z KH. Vzhledem k tomu, že u buněčných nosičů je předpoklad dlouhodobého 

kontaktu s implantovanými buňkami, je důležité konstatovat, že při dlouhodobé 

kultivaci nebyl pozorován negativní vliv NM KH na proliferační aktivitu KBZD. Zároveň 

lze předpokládat, že biodegradace nosičů bude probíhat pozvolna a buňky tak 

nebudou vystaveny náhlé změně okolního prostředí, jak tomu bylo v našem 

experimentu. 

Pro analýzu fenotypu KBZD byl navržen panel sledovaných znaků s důrazem na 

povrchové znaky týkající se kmenovosti, diferenciace, motility či adheze. Jako markery 

adultních mezenchymálních KB jsme zvolili CD29, CD44 a CD90. V průměru byla 

zachována vysoká pozitivita pro tyto znaky ve všech skupinách, ale v kontrolní skupině 

byla pozitivita vždy vyšší. Statistické porovnání kontrolní skupiny vůči experimentálním 

skupinám vykázalo významné rozdíly u CD29 a CD90. Dále byly vyšetřeny stromální 

znaky CD73 a CD166. Buňky všech skupin byly vysoce pozitivní na CD73, nejvyšší 

pozitivita byla zaznamenána u kontrolní skupiny, rozdíly ale nebyly statisticky 

významné. Naopak statisticky významných rozdílů bylo dosaženo při analýze exprese 

CD166, adhezivní molekuly vystavované na mezenchymálních KB a fibroblastech, 

která byla přítomna v kontrolní skupině výrazně více než ve skupinách 

experimentálních. Podobný rozdíl jako u CD166 byl pozorován i u CD105 (endoglin), 

který je membránovým glykoproteinem účastnícím se procesu angiogeneze [75]. 

Výsledky korespondují se závěry práce Bringhof et al., která popisuje pozitivní korelaci 

mezi CD105 a CD166 v mezenchymálních KB [76]. Tyto nálezy mohou indikovat 

negativní vliv NM KH na expresi markerů asociovaných s fibroblasty a angiogenezí. 

CD31 a CD106, které jsou adhesivními molekulami typickými pro endoteliální buňky, 

byly ve všech skupinách exprimovány nízce. Zatímco rozdíl v expresi mezi kontrolní a 

experimentální skupinami nebyl u CD31 významný, exprese CD106 byla 

v experimentálních skupinách statisticky významně nižší než v kontrolní skupině. 

CD106 (VCAM-1) je buněčný povrchový protein, který mediuje adhezi leukocytů a 

endoteliálních buněk a byla popsána jeho cytokiny indukovaná exprese [77]. Výsledky 

naší studie ukazují, že NM KH statisticky významně snižuje subpopulaci KBZD, které 

tuto adhezivní molekulu nesou. Exprese CD49f (integrin alfa-6, ITGA6) byla u 

experimentálních skupin znatelně nižší než v kontrolní skupině. V recentní publikaci 

Nieto-Nicolau et al. bylo popsáno, že mezenchymální KB, které vykazují vyšší hodnoty 

CD49f vykazují i vyšší míru klonogenicity, migrace a diferenciačního potenciálu [78]. 

Autoři také popisují, že tyto změny jsou regulovány cestou proteinkinázy B (PKB, též 

Akt) a inhibitory buněčného cyklu proteiny p53 a p21. Obdobné statisticky signifikantní 

snížení exprese v experimentálních skupinách bylo pozorován i u CD117 (c-KIT), který 

ovlivňuje signalizační kaskádu proteinkinázy B a má významnou roli v proliferaci, 

diferenciaci, adhezi, motilitě a angiogenezi u hematopoetických a nádorových stem-

like cells [79, 80]. Výsledky našeho výzkumu prokazují snížení exprese obou těchto 

membránových proteinů, které jsou důležité v regulaci proliferace, mobility a 
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diferenciace, u KBZD kultivovaných v přítomnosti NM KH. Na základě těchto výsledků 

lze usuzovat, že NM KH může ovlivnit proliferaci, mobilitu a diferenciaci KBZD. 

Při analýze fenotypu byla také zjištěna interindividuální variabilita mezi jednotlivými 

liniemi. Tento fenomén byl patrný např. u exprese CD133 (prominin-1). Zatímco 

v kontrolní skupině byla zaznamenána napříč skupinami uniformně nízká hodnota 

pozitivity pro tento znak, data v experimentálních skupinách byla velmi variabilní. Tyto 

rozdíly nebyly náhodné, ale jejich distribuce byla asociována s příslušnými 

biologickými replikacemi (liniemi) napříč experimentálními médii. Jelikož jsme takové 

rozdíly nepozorovali v uniformní kontrolní skupině, kde jsou hodnoty obdobné jako 

hodnoty reportované jinými autory, přisuzujeme tyto změny interindividuální 

vnímavosti KBZD na NM KH [7, 81]. Tento nález je obtížné interpretovat, neboť znak 

CD133 je ve vztahu ke KBZD obecně považován za nedostatečně definovaný [82]. 

Inverzní efekt byl pozorován u exprese CD146 (MCAM), který vykazoval konzistentní 

hodnoty ve všech experimentálních médiích, zatímco hodnoty v kontrolní skupině byly 

silně inkongruentní. Tento povrchový znak je asociován s diferenciací 

mezenchymálních KB a pericytů směrem k vaskulární hladké svalovině [83]. U KBZD 

byly ale CD146+ buňky také identifikovány jako subpopulace promotorů pro regeneraci 

dentinových a dřeňových tkání a byla u nich zjištěna vysoká exprese alkalické 

fosfatázy (ALP), která je markerem diferenciace KBZD směrem k odontoblastům a 

osteoblastům podobným buňkám [84, 85]. V tomto kontextu lze CD146 tedy 

interpretovat i jako znak tendence KBZD diferencovat směrem k odontoblastům a 

osteoblastům podobným buňkám, jehož exprese je vlivem NM KH snížena na 

minimum. 

V souladu s definicí mezenchymálních KB podle Dominici et al. byla pozorována nízká 

exprese povrchových znaků CD34 a CD45, a to ve všech skupinách [86]. V práci 

Alraies et al. byl CD34 byl identifikován jako možný marker pro stromální subset KBZD 

s původem v neurální liště. Tento subset je distribuován variabilně mezi donory a i 

mezi jednotlivými zuby od jednoho dárce a CD34 analýza je jedním z možných nástrojů 

k identifikaci populací bohatých na tuto subpopulaci s původem v neurální liště a jejich 

klinickou aplikaci [87]. Přestože byla exprese CD34 hodnocena ve všech skupinách 

jako nízká, byl zaznamenán její statisticky významný pokles v experimentálních 

skupinách. Výsledek lze interpretovat tak, že NM KH utlumuje v KBZD CD34+ 

subpopulaci. Vliv NM KH na právě tento subtyp KBZD by bylo možné analyzovat 

dalším experimentem s využitím třídění buněk dle CD34. 

CD271 (low-affinity nerve growth factor receptor, NGFR) je markerem, který se 

vyskytuje na povrchu mezenchymálních KB z různých tkání včetně tkání zubních [88, 

89]. Práce Alvarez et al. popisuje CD271 jako marker, který se v populací KBZD pojí 

s vysokou proliferační kapacitou a širokým diferenciačním potenciálem [89]. V naší 

studii se výsledky pozitivity pro CD271 mezi jednotlivými skupinami nelišily a hodnoty 

exprese byly v obdobném rozmezí, jaké uváděla i výše zmíněná studie. 

Při komplexním hodnocení analýzy fenotypu KBZD v rámci tohoto experimentu je 

důležité zdůraznit, že v souladu s obvyklými hodnotami povrchových znaků 
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mezenchymálních KB si buňky napříč skupinami zachovaly vysokou pozitivitu pro 

CD29, CD73 a CD90 a nízkou pozitivitu pro CD34 a CD45, a to i přes statisticky 

významné rozdíly mezi kontrolní a experimentálními skupinami pro CD29, CD 34 a 

CD90 [90, 91]. Oproti obvyklým hodnotám se lišila exprese znaku CD105, který byl u 

experimentálních skupin nižší, než jsou hodnoty standardně udávané pro 

mezenchymální KB. Dále byly u buněk kultivovaných v experimentálních médiích 

pozorovány celkově nižší exprese znaků asociovaných s buněčnou mobilitou, adhezí, 

proliferační aktivitou a znaků souvisejících s angiogenezí a s diferenciací směrem 

k fibroblastům a odontoblastům. Buňky si i v přítomnosti NM KH udržely znaky 

mezenchymálních KB a naivní nediferencovaný fenotyp. 
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Závěr 

Cílem práce bylo zhodnotit dlouhodobý in vitro vliv KH na KBZD. Byl proveden pilotní 

experiment testující vliv širokého spektra KH na 2 linie KBZD následovaný 

experimentem zaměřeným na NM KH, do kterého bylo zařazeno 5 linií KBZD. Pilotní 

experiment prokázal, že KBZD při dlouhodobé kultivaci v přítomnosti KH o 

molekulárních hmotnostech 116 kDa, 540 kDa a 1500 kDa a koncentraci 0,1 % 

přežívají, adherují k povrchu, proliferují a udržují si schopnost diferencovat ve zralé 

buněčné elementy ve srovnatelné míře jako buňky kultivované v kontrolním médiu. 

Byly pozorovány ojedinělé změny exprese povrchových znaků bez statistické 

významnosti. Pro experiment zaměřený na vliv NM KH na KBZD byly použity 

fragmenty KH odpovídající molekulární hmotnosti produktů enzymatického štěpení KH 

in vivo působením HYALs. Jednalo se o 800 Da, 1600 Da a 15 KDa o koncentraci 100 

µmol/l. Kultivace probíhala v kontrolním a experimentálních médiích. Po nasazení 

buněk do médií nebyl pozorován rozdíl v adherenci buněk k povrchu kultivační nádoby, 

ale byl zaznamenán statisticky významný pokles proliferační aktivity 

v experimentálních skupinách. V první pasáži byl u KBZD v experimentálních médiích 

výrazně redukován počet populačních zdvojení. Tento pokles byl omezen pouze na 

první pasáž a v dalších pasážích již nebyl zaznamenán. Dosažený kumulovaný počet 

populačních zdvojení na konci experimentu byl v experimentálních skupinách 

statisticky významně nižší. Velikost buněk kultivovaných v experimentálních 

skupinách byla statisticky významně menší než velikost buněk v kontrolní skupině. 

Relativní telomerová délka byla v porovnání s kontrolní skupinou u experimentálních 

médií kratší u 4 z 5 linií, statisticky významný rozdíl byl zaznamenán u buněk 

kultivovaných v médiu s přídavkem KH o molekulární hmotnosti 800 Da. Viabilita 

buněk nebyla přítomností KH negativně ovlivněna, naopak u 3 z 5 linií byla 

v experimentálních médiích vyšší než u kontroly. Rozdíly ve viabilitě nebyly statisticky 

významné. Výrazné rozdíly byly pozorovány ve fenotypu buněk – přestože si všechny 

skupiny udržely vysokou expresi základních markerů KBZD (CCD29, CD44, CD73, 

CD90), byl u těchto znaků u experimentálních skupin pozorován pokles. Celková 

analýza fenotypu pak odhalila statisticky významné snížení exprese povrchových 

znaků v experimentálních skupinách (p < 0,05; CD29, CD34, CD90, CD106, CD117, 

CD146, CD166). Buňky si i po dlouhodobé kultivaci v přítomnosti NM KH udržely znaky 

mezenchymálních KB a naivní nediferencovaný fenotyp. 

Práce dokumentuje vliv NM KH na KBZD in vitro. Výsledky ukazují, že NM KH ovlivňuje 

jejich proliferační aktivitu, velikost, telomerázovou aktivitu a expresi fenotypových 

znaků. Závěry práce přinášejí významné poznatky o vlivu degradačních produktů KH, 

které je nutné zohlednit při dalším vývoji buněčných nosičů z KH pro KBZD. 
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