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Souhrn

Kyselina hyaluronova (KH) a kmenové bunky zubni dfené (KBZD) jsou aktualnimi
vyzkumnymi tématy a jejich kombinované pouziti v ramci tkanového inzenyrstvi je
nadéjnym smérem regenerativni mediciny. KBZD jsou mezenchymalni populaci
kmenovych bunék, které jsou ziskavany z mékkych tkani dfenové dutiny zubu. Jejich
vyhodami jsou snadna dostupnost, vysoka proliferani aktivita a Siroky diferenciaéni
potencial. KH je extracelularni biopolymer vyskytujici se napfic tkanémi lidského téla
vCetné zubni dfené a diky jeji biokompatibilité a biodegradabilité se jedna o vhodny
material pro tvorbu buné¢nych nosi¢l. Degradaci vysokomolekularnich (VM) fetézcu
KH, které jsou v tkanich enzymaticky stépeny, dochazi ke vzniku nizkomolekularnich
(NM) fragmentd KH. V porovnani s VM KH vykazuji NM frakce KH vyrazné odlisné
bioaktivni vlastnosti. Z tohoto divodu je nutné posuzovat vliv KH na tkané a buriky
separatné pro jeji jednotlivé frakce.

V této praci jsou prezentovany vysledky dvou in vitro experimentu. Prvni z nich byl
zaméfen na vliv Sirokého spektra molekularnich hmotnosti KH (116 kDa, 540 kDa,
1500 kDa) na dvé linie KBZD. Tento pilotni experiment ovéfil zakladni pfedpoklad, ze
bunky v prostfedi zvolenych molekul adheruji, pfezivaji, proliferuji, zachovavaiji si svij
typicky fenotyp a udrzuji si schopnost diferencovat osteogennim a chondrogennim
smérem. Druhy experiment byl zaméfen na NM KH a jeji vliv byl testovan na 5 liniich
KBZD. Pouzity byly molekuly o velikosti fragmentt vznikajicich pfi in vivo degradaci
KH (800 Da, 1600 Da, 15 kDa). Po aplikaci KH do kultivaCnich médii byla u
experimentalnich skupin zaznamenana akutni redukce proliferacni aktivity v porovnani
s kontrolni skupinou (p = 0,0033, p = 0,0033, p = 0,1416). Redukce byla omezena
pouze na pasaz, pfi které doslo k inicialnimu kontaktu bunék s NM KH, a nebyla
pozorovana v dalSich pasazich. Kumulovany pocéet populacnich zdvojeni na konci
experimentu se statisticky vyznamné lisil (p = 0,015, p = 0,0143, p = 0,0864). KBZD
kultivované v médiich s NM KH byly statisticky vyznamné mensi v porovnani
s kontrolni skupinou (p = 0,0078, p = 0,0019, p = 0,0098). Relativni délka telomer byla
v porovnani s kontrolni skupinou u experimentalnich médii kratSi u 4 z 5 linii, statisticky
vyznamny rozdil byl zaznamenan u bunék kultivovanych v médiu s pfidavkem KH o
molekularni hmotnosti 800 Da (p = 0,0275, p = 0,1416, p = 0,0864). VSechny bunky si
udrzely vysokou expresi povrchovych znaku typickych pro KBZD (CD29, CD44, CD73,
CD90). V porovnani s kontrolou bylo u experimentalnich skupin zaznamenano
statisticky vyznamné snizeni exprese fenotypovych znakd (p < 0,05; CD29, CD34,
CD90, CD106, CD117, CD146, CD166). Buriky si i po dlouhodobé kultivaci
v pfitomnosti NM KH udrzely znaky mezenchymalnich KB a naivni nediferencovany
fenotyp.

Prace dokumentuje vliv NM KH na KBZD in vitro. Vysledky ukazuji, Ze NM KH ovliviiuje
jejich proliferacni aktivitu, velikost, telomerazovou aktivitu a expresi fenotypovych
znakUl. Zaveéry prace pfinaseji vyznamné poznatky o vlivu degradacénich produkti KH,
které je nutné zohlednit pfi dalSim vyvoji bunécnych nosic¢t z KH pro KBZD.



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.



Uvod do problematiky

Kmenové bunky zubni dfené (KBZD) jsou nejdéle znamou linii kmenovych bunék
z rodiny dental-related stem cells nachazejicich se v zubu a jeho okoli. Jedna se o
mezenchymalnich adultni kmenové buriky, které jsou izolovany ze dfené stalych zubl
a jejichz plvod je odvozen z kranialni gangliové listy [1]. Jsou nadany vysokou mirou
proliferace a Sirokym diferenciaénim potencialem. In vitro byla prokazana jejich
schopnost diferencovat v odontoblasty, osteoblasty, chondroblasty, adipocyty,
myoblasty, epitelialni a neuralni buiky ¢i buriky produkujici insulin [2-6]. DalSim
znakem KBZD je schopnost dosahovat vysokych hodnot populacniho zdvojeni, kterym
je prekonan Hayflickiv limit. Experimenty nasSeho pracovisté prokazaly kapacitu
pfekonavajici 60 populacnich zdvojeni, prace Alraies et al. uvadi dokonce 80
populacnich zdvojeni [7, 8]. Pfi kontaktu s pfilnavym povrchem KBZD na tento
pfisedaji a nabyvaji tvaru vietene s mnohocetnymi vybézky. Paklize jsou v prostredi
volné, zaujimaiji tvar koule o priméru 12-17 ym [9]. Na svém povrchu pak vystavuji
typicky znaky (angl. cluster of differentiation, CD), CD29, CD44, CD73 a CD90.
Naopak exprese CD31, CD34 a CD45 je nizka ¢&i nulova [9, 10]. Jiz od prvni
charakterizace vroce 2000 jsou KBZD povazovany za heterogenni skupinu
s variabilnimi vlastnostmi [11]. Tato variabilita je pozorovana jak mezi jednotlivymi
liniemi od riznych darcu, které vykazuji odliSnosti v proliferacni aktivité, velikosti bunék,
proliferacni aktivité nebo expresi nékterych povrchovych znakl, tak i v ramci
subpopulaci v jedné linii [9, 11-17].

Nizka diferenciace téchto bunék a jejich Siroky diferenciacni potencial maze byt dan
jejich izolaci od okolniho prostfedi a exogennich stimult. Zubni dferi je mékkou tkani
nachazejici se v dfefiové dutiné a kofenovych kanalcich zubu. Tento vnitfni prostor je
od okoli oddélen tvrdymi zubnimi tkanémi a jedinou komunikaci s vnéjSim prostfedim
poskytuje foramen physiologicum, jehoz Sife je 0,2-0,5 mm [18]. Takto ohraniCeny
kompartment poskytuje i vyhodu pfi ziskavani KBZD. Vnitini prostor zubu je i po
extrakci neposkozen a vyjmuty zub, ktery je povazovan za biologicky odpad, je tak
mozno vyuzit pro izolaci KBZD. Oproti jinym metodam ziskavani mezenchymalnich
kmenovych bunék, u kterych je nutny ad hoc zasah do integrity téla, je KBZD mozno
ziskat jako vedlejSi produkt zakroku, ktery byl primarné indikovan ze zcela jinych
medicinskych divodd. Zubni dfen je proto snadno dostupnym zdrojem KBZD a jejich
zisk nepfedstavuje pro pacienta zakrok nad ramec planovaného oSetreni.

Kyselina hyaluronova (KH) je nesulfatovany glykosaminoglykan, tedy
mukopolysacharid, tvofeny opakujicimi se disacharidovymi jednotkami. Kazda
jednotka je sloZena z kyseliny D-glukuronové a N-acetylglukosaminu. Opakovanim
téchto jednotek vznika polymer KH o riznych molekularnich hmotnostech. Molekularni
hmotnost KH produkované v lidském téle se rlizni podle pfislusné tkané, jeji obvyklé
rozmezi je mezi 1000 a 8000 kDa [19]. V téle dospélého 70 kg Clovéka je pfitomno
pfiblizné 15 g KH, ktera je soustfedéna zejména do pericelularni zény a extracelularni
matrix pojivovych tkani [20, 21]. Polovina KH lidského téla je v kuzi a dale je
zastoupena napf. v o¢nim sklivci, synovialni tekuting, pupecnikové snufe &i v zubni
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dfeni. Zakladnimi funkcemi kyseliny hyaluronové v téle jsou hydratace, lubrikace,
vypliiovani mezibunécnych prostor, jejich organizace a poskytovani prostorové opory
pro buriky a ostatni slozky mezibunécné hmoty [22]. Hydratacni schopnost KH je dana
jeji hygroskopickymi vlastnostmi. Diky funk&nim hydrofilnim skupinam vaze KH vodu,
ktera zvySuje tkanovy turgor, elasticitu a vypjatost [22]. Vazanim vody a tvorbou
solvatacniho obalu kolem molekul KH funguji jeji fetézce jako lubrikant. Tato vlastnost
se uplathuje pfi separovani jednotlivych tkani a jejich vrstev, zejména pak v mistech,
kde dochazi k vyraznému otéru. Na dlouhé fetézce KH v se mezibunécném prostoru
vazi proteoglykany, které jsou diky KH organizované do Stétkovitych utvart, a spolu s
okolni kolagenovou matrix vytvari vysoce organizovanou sitovou strukturu. Tato sit
slouzi jako opora pro pohyb bunék a usnadriuje tak jejich migraci [23]. Zaroven se
jedna o bioaktivni molekulu, ktera funk&né ovliviiuje své okoli a jejiz pusobeni je zavislé
na molekularni hmotnosti [24].

V lidském organismu KH syntetizovana jako vysokomolekularni (VM) molekula a pfi
jeji degradaci dochazi ke Stépeni téchto fetézcl na nizkomolekularni (NM) fragmenty.
Takto je v tkanich denné degradovana pfiblizné 1/3 veskeré KH [20]. V téle Clovéka
rozliSujeme 7 typu hyaluronidaz (HYALSs). Nejlépe popsany jsou HYAL 1 a HYAL 2.
HYAL 2 je lokalizovana na buné&né membrané a $tépi KH na fragmenty o pfiblizné
velikosti 50 jednotek (~ 20 kDa), HYAL 1 $tépi KH na tetrasacharidové fragmenty (~
800 Da), které jsou v ramci lysozomU dale degradovany [25, 26]. Syntéza a degradace
je za fyziologickych podminek udrzovana v rovnovaze [19]. Tento stav muze byt ale
zménén pfi poranéni tkané Ci pfi tkanovém stresu [27]. Takové podminky vedou
k akceleraci degradace KH, a tedy k zvySovani koncentrace jejich NM frakci
s odliSnymi bioaktivnimi vlastnostmi [28].

PFi poruSeni integrity tkané v ni dochazi nejprve k vyraznému nartstu koncentrace VM
KH [28]. Dlouhé fetézce KH se vazi na fibrinogen a pomahaji zahajit vnéjsi systém
koagulace [29]. Se zvySujici se denzitou makrokmolekul KH se zvySuje i vazana
tekutina v porusené tkani, coz se klinicky manifestuje jako otok [25]. HustSi sit KH
spolu s vy$Sim zavodnénim prostfedi vede ke vzniku porézni trojrozmérné sité, ktera
usnadfiuje migraci bunék do mista posSkozeni vCetné chemotakticky atrahovanych
bunék podilejicich se na rozvoji zanétlivé reakce [23, 28, 30]. BEéhem dalSich fazi
hojeni rany je KH $tépena a jeji jednotlivé frakce specificky ovliviuji zanétlivou reakci,
vrustani endotelii, organizovani granulacni tkané Ci reepitelizaci [22, 31-33]. VM frakce
KH, které jsou obvyklou formou KH ve vétSiné tkani, maji protizanétlivy a
protiangiogenni efekt. NM frakce maji naopak prozanétlivy a proangiogenni efekt [34-
39]. Rozdilna regulace zanétlivé odpovédi je dana odliSnou vazebnosti jednotlivych
frakci KH na receptory imunokompetentnich bunék, ve kterych NM KH indukuje
expresi prozanétlivych cytokind [40, 41]. NM KH dale zvySuje mitogenni aktivitu
endotelii a podporuje tak angiogenzi, VM KH ji naopak utlumuje [42-45]. Rlzny vliv
frakci KH byl pozorovan i u adheze, proliferace a diferenciace fibroblastu,
mezenchymalnich KB kostni dfené ¢i osteoblastl [35, 46, 47].



KH je pro své vlastnosti intenzivné studovana jako material vhodny pro tkarnové
inzenyrstvi. Diky svému pfirozenému vyskytu ve tkanich, biokompatibilite,
biodegradabilité, plné resorbovatelnosti a pokrocilé technologii jeji vyroby a uprav je
povazovana za latku s Sirokou aplikovatelnosti [22, 48]. Jeji pouziti se jevi zvlasté
vyhodné u tkani a bunék, v jejichz nativnim prostiedi se KH pfirozené vyskytuje, nebot
Ize pfedpokladat jejich mensi reaktivnost na tento material. KH maze byt produkovana
ve rtznych formach a tvarech, napf. prasku, variabilné sycenych roztocich, gelech o
rizné viskozité, pevnych poréznich &i solidnich prefabrikatl, a pokrocilé technologie
umozniuji jiz i produkci KH ve formé& nanomaterialt [48-51]. Vlastnosti KH, jako jsou
hygroskopie a tvorba oporné sité podporujici migraci bunék, vytvari vhodné prostiedi
pro kolonizaci nosice (scaffoldu) implantovanymi bufikami a konduktivnimi viastnostmi
je zaroven usnadnovano vrustani okolnich tkani do nosice [48, 52]. Vyuziti nosicu z KH
je Siroké a je testovano pro bufiky z ruznych tkani — chrupavky, kosti, rohovky,
periodoncia €i zubni dfené [53-57].

Obecnym pozadavkem na nosiCe je jejich relativni stalost. Relativni proto, ze by mély
v misté aplikace vydrzet dostateCné dlouho, aby splnily ucel aplikace, ale zaroven by
mely byt nasledné biodegradovatelné a nahraditeIné novotvorenou tkani [58, 59]. Tyto
podminky KH spliuje, ale vzhledem k faktu, Ze degradacni produkty KH, tedy jeji
fragmenty o niz8i molekularni hmotnosti, jsou biologicky aktivni molekuly s vlastnostmi
odliSnymi od VM KH, je nezbytné znat jejich vliv na buriky, které do nich budou
implantovany. K tomu, abychom tyto informace ziskali, je v prvni fazi testovani mozné
sledovat vliv NM KH na buriky v in vitro podminkach. U KH je vSak tento krok spojen s
technologickym problémem jeji kvality a Cistoty. Mnohé vyzkumné prace uvadéji
molekularni hmotnost pouze orientacné (nizko/oligo/stiedné/vysokomolekularni KH) €i
v Sirokych rozmezich az stovek kDa (€asto uvadéna hranice pro NM a VM KH je 500
kDa) [37]. Nasledné vysledky mohou byt zavadéjici, protoze testovana molekula
definovana v takto Sirokém rozmezi nemusi vykazovat bioaktivni vlastnosti, které
vykazuji produkty in vivo degradace KH vznikajici pusobenim HYALs. Proto by
k védeckym ucelim méla byt pouzivana KH o pfesné molekularni hmotnosti. Zaroven
je nutné zajistit, aby pouzivana KH byla ve farmaceutické Cistoté, nebot’ pouZiti jiné
nez farmaceuticky Cist¢ KH muze vést ke zkresleni & znehodnoceni vysledku
experimentu [37, 60].

KH byla v nékolika studiich oznacena za material netoxicky pro KBZD, ktery negativné
neovliviiuje jejich viabilitu, proliferaéni aktivitu nebo diferenciacni potencial [61-63].
DalSi autofi popsali nékteré zmény v genové expresi KBZD vlivem KH a velmi
omezené mnozstvi praci se vénuje vlivu KH na expresi fenotypovych znakl [64-68].
Interpretace téchto studii stran vlivu KH na KBZD je v8ak limitovana nékterymi z
nasledujicich faktoru:

e mnohé studie neberou v potaz, Ze bioaktivita KH je zavisla na jeji molekularni
hmotnosti, a proto poskytuji jen omezené ¢i Zzadné informace ohledné
molekularni hmotnosti pouzité KH



e studie se vétsinoveé vénuji VM KH, pokud se vénuji NM HK, pak mimo spektrum
fragmentu, které vznikaji in vivo degradaci KH
e deklarace farmaceutické Cistoty chybi a neni deklarovana ani uvedenym
dodavatelem
e studie nejsou zamérfeny pouze na vliv KH na KBZD, ale soucasti testovaného
prostfedi jsou i dalSi pfimési ovliviiujici KBZD
Z vySe uvedeneého je patrné, Ze k relevantnimu zhodnoceni vlivu KH na KBZD je tfeba
provést experimenty, které nebudou zatizeny témito limitacemi.



Cil prace

Cilem prace bylo zhodnotit vliv kyseliny hyaluronové na kmenové buriky izolované ze
zubni dfené stalych zubl s dlrazem na nizkomolekularni kyselinu hyaluronovou. Vliv
kyseliny hyaluronové byl analyzovan porovnanim viability, velikosti, proliferacni aktivity,
fenotypu, diferenciacniho potencialu a telomerazové aktivity kmenovych bunék zubni
drene.



Material a metodika

Izolacni protokol a metodika experimentl vEetné zpracovani biologického materialu za
védeckym ucelem byly schvaleny Etickou komisi Fakultni nemocnice Hradec Kralové
(FN HK) (souhlasy €. j. 200612 SOIP, 201011 S14P, 201812 S07P). Kazdy darce &i
jeho zakonny zastupce byl pred vyjmutim zubu poucen o problematice vyzkumu, o
vyuziti jim poskytnutych tkani a o obsahu informovaného souhlasu s vyuzitim KBZD
pro vyzkumné ucely.

Kyselina hyaluronova

KH vyuzita pro ucely experimentd této prace byla zdarma poskytnuta firmou Contipro,
a. s. (Dolni Dobroug, Ceska republika). Molekularni hmotnost pouzité KH byla 800 Da,
1 600 Da, 15 000 Da, 116 000 Da, 540 000 Da a 1 500 000 Da. Farmaceuticka Cistota
a velikost fragmentd byly ovéfeny vysokoucinnou kapalinovou chromatografii a
hmotnostni spektrometrii.

Odbér zubu

Vyjmuti zubu bylo provedeno za lokalniho znecitlivéni a za aseptickych podminek na
Stomatologické klinice Lékarské fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralove (LF HK) a
FN HK. Po extrakci byl povrch vyjmutého zubu mechanicky ocCistén za pouZiti sterilni
gazy a dale byl zub po 30 sekund dekontaminovan ponofenim do 0,2% vodného
roztoku cholorhexidin glukonatu. Nasledné byl zub vyjmut z dekontaminacniho roztoku
a ponofen do 10% Hankova balancovaného solného roztoku (Invitrogen, MA, USA)
s antibiotiky a antimykotiky, ve kterém byl za stalé teploty 4 °C do laboratofe tkariovych
kultur Ustavu histologie a embryologie LF HK.

Izolace, mobilizace, expanze a kryokonzervace

Izolace zubni dfené byla provadéna za sterilnich podminek v laminarnim boxu. Dfen
zubu s nedokonéenym vyvojem byla vyjmuta pfes Siroce oteviené foramen apicale.
Dfen zubl s uzkym formaen apicale byla vyjmuta po rozlomeni zubu Luerovymi
kleStémi. Mobilizace je roces makromechanického, mikromechanického a
enzymatického rozrusSeni tkané vedouci k uvolnéni bunék. Mékkotkanova masa byla
rozsttihana sterilnimi nGZkami na drobné fragmenty o pfiblizné velikosti 1 mm3. Tyto
byly prfeneseny do tkanového minihomogenizatoru s obsahem 1 ml izotonického
fosfatového pufrovacniho rozotoku (PBS; Invitrogen). V ném byla tkan rozruSena za
vzniku homogenizatu. Homogenizat byl transportovan do centrifugacni zkumavky,
pfidan 1 ml 0,05% trypsinu (Gibco, Thermo Fisher Scientific, CA, USA) a zkumavka
ponechana 10 minut pfi 37 °C. Po inaktivaci trypsinu byla suspenze bunék
centrifugovana a odsat supernatant. Ziskana peleta obsahujici smés riznych bunék a
extracelularni matrix byla kultivovana v modifikovaném médiu pro postnataini
progenitorové mezenchymalni buriky (Eaglovo minimalni esencialni médium v Alpha
modifikaci) obohaceném o 1 % Insulin-Transferrin-Sodium-Selenium supplement (ITS;
Invitrogen), 2 % fetalniho bovinniho 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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rustového faktoru izolovaného z trombocyti (PDGF; PeproTech, London, UK), 10
ng/ml epidermalniho rdstového faktoru (EGF; PeproTech), 10 ul/ml amfotericinu B, 20
Mg/ml gentamicinu, 100 U/ml penicilinu a 2,5 pg/ml amphotericinu (Sigma-Aldrich).
Kultivaéni nadoby byly inkubovany pfi teploté 37 °C v atmosféfe 5 % CO2. Médium
bylo ménéno kazdé tfi dny. Po dosazeni 70% konfluence byly buiky pasazovany v
koncentraci 5000 bunék/cm? a kultivovany za stejnych podminek. Po dosazeni 70%
konfluence byly buriky kryokonzervovany v poétu 1,5 x 108 KBZD v 1 ml
kryokonzervacniho média, které se skladalo z 0,5 ml kultivacniho média a 0,5 ml 20 %
DMSO ve FBS metodou nefizené kryokonzervace a ulozeny v -80 °C. Pred
naslednym pouzitim byly buriky rozmrazeny, expandovany do 70% konfluence a
v dalSi pasazi pouzity pro experimenty.

Kultivace

Pro pilotni experiment byly zvoleny linie p1 a p2. Buriky byly nasazeny do
experimentalnich médii v koncentraci 5 000 bunék/cm?. Experimentalni média se lisila
od standardniho kultivaéniho média pouze pfidavkem 0,1 % KH o rdznych
molekularnich hmotnostech, a to: Experimentalni pilotni médium 1 (Ep1) 116 kDa,
experimentalni pilotni médium 2 (Ep2) 540 kDa a experimentalni pilotni médium 3
(Ep3) 1 500 kDa. Pro kontrolni data byla zvolena kultivace bunék ve standardnim
kultivacnim médiu bez pfidavku KH (kontrola). VSechny buriky byly kultivovany po 5
pasazi, dokud nepfesahly Hayflickav limit. Pro Ucely prezentace dat byla pasaz po
rozmrazeni bunék oznacCena jako pasaz 0 a pasaze vramci experimentu byly
oznaceny jako pasaze 1-5.

Pro experiment s nizkomolekularni kyselinou hyaluronovou byly zvoleny linie 1-5.
Buriky byly nasazeny do experimentalnich médii v Petriho miskach s adherentnim
povrchem v koncentraci 5000 bunék/cm?. Experimentalni média se liSila od
standardniho kultivaéniho média pouze pfidavkem 100 pmol/l KH o rdznych
molekularnich hmotnostech, a to: Experimentalni médium 1 (E1) 800 Da,
experimentalni médium 2 (E2) 1 600 Da a experimentalni médium 3 (E3) 15 kDa. Pro
kontrolni data byla zvolena kultivace bunék ve standardnim kultivaCnim meédiu bez
pfidavku KH (kontrola). VSechny buriky byly kultivovany po 6 pasazi, dokud nepfresahly
Hayflicklv limit. Pro uCely prezentace dat byla pasaz po rozmrazeni bunék oznacena
jako pasaz 0 a pasaze v ramci experimentu byly oznaceny jako pasaze 1-6.

Charakteristika bunék

Pocet bunék a jejich velikost byly stanoveny v kazdé pasazi pomoci pfistroje Z2-
Counter (Beckman Coulter, Miami, FL, USA). Proliferacni aktivita byla vyjadfena
populaénim zdvojenim (anlg. population doubling). Viabilita bunék byla stanovena na
konci experimentld analyzatorem Vi-Cell (Beckman Coulter). Fenotyp KBZD
znacenych imunofluorescenénimi polyvalentnimi protilatkami konjugovanymi s
fluorescein izothiokyanatem (FITC) a s fykoerytrinem (PE) proti povrchovym CD
znakim byl analyzovan metodou pritokové cytometrie pomoci Cell Lab Quanta
(Beckman Coulter) na konci experiemnta.



Analyza relativni délky telomer bunék

V ramci experimentu s NM KH byla v 5. pasazi izolovana DNA pomoci DNeasy Tissue
Kit (Qiagen, Hilden, Némecko). Naloz jamky v celkovém objemu 20 pl obsahovala 20
ng DNA, 200 nM dopfedného primeru telomery tel1b, 200 nM reverzniho primeru
telomery tel2b (Generi Biotech, Hradec Kralové, Ceska republika) a SYBR Green
master mixu (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Jako single copy gen
(referencni, housekeeping gen) byl zvolen 36B4 (Generi Biotech) kodujici kysely
ribozomalni fosfoprotein PO. Termocyklizace byla provedena v pfistroji ABI 7500 HT
Detection System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Diferenciacni potencial

K ovéfeni schopnosti KBZD diferencovat ve zralé bunééné typy i za pfitomnosti KH
byly buriky kultivovany v komerc¢né dodavanych osteogennim a chondrogennim
médiu, a to s pfipdavkem 0,1% KH o molekularnich hmotnostech 116 kDa, 540 kDa
a 1500 kDa a bez pfidavku KH. Pro prikaz diferenciace jsme vyuZzili histologické
barveni.

Statisticka analyza

Ke statistické analyze neparametrickych dat byl pouzit Friedman(yv test a Dunnuv post
hoc test. Pro parametricka data byla zvolena jednofaktorova ANOVA a Fishertiv LSD
post hoc test. Pro urCeni sféricity dat byl proveden Mauchlyho test. Statisticka
vyznamnost byla stanovena jako p < 0,05.

10



Vysledky

Pilotni experiment
Izolace a kultivace KBZD

Uspésné jsme izolovali 2 linie KBZD. Linie byly pro potfeby experimentu oznageny jako
linie p1 a linie p2. Linie p1 a p2 byly kultivovany v médiich kontrola / Ep1 / Ep2 / Ep3.
Napfi¢ médii nebyl pozorovan rozdil v adherenci a shlukovani bunék.

Proliferac¢ni aktivita

Proliferace linii p1 a p2 byla sledovana od 1. do 5. pasaze ve vSech kultivaénich
médiich. Kumulovany pocCet populacnich zdvojeni kontroly byl u obou linii nizSi
v porovnani s experimentalnimi skupinami. Hodnoty kumulovaného poctu populacnich
zdvojeni v 5. pasazi pro linii p1 kultivovanou v kontrola / Ep1 / Ep2 / Ep3 byly v tomto
poradi: 14,1/ 15,3/ 15,4 / 14,8. Hodnoty kumulovaného poctu popula¢nich zdvojeni v
5. pasazi pro linii p2 kultivovanou v kontrola / Ep1 / Ep2 / Ep3 byly v tomto poradi: 16,7
/17,2 /16,7 / 16,8. Statisticky vyznamné rozdily nebyly v ramci kumulovaného poctu
proliferaCnich zdvojeni zaznamenany

Viabilita
KBZD si ve vSech kultivacnich médiich, a to jak kontrolnim, tak experimentalnich,

zachovaly vysokou hodnotu viability pfesahujici 80 %. U zadného kultivacniho média
nebyl pozorovan negativni vliv na viabilitu KBZD. U linie p1 byla viabilita nejvyssi

v v

v v

Statisticky vyznamné rozdily nebyly zaznamenany. Hodnoty viability v pofadi médii
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 %.

Analyza povrchovych znak

Analyza fenotypu KBZD, pro kterou byly vySetfeny povrchové znaky, probéhla v 5.
pasazi obou linii. U KBZD kultivovanych v Ep1 byl zaznamenan oproti KBZD
kultivovanych v kontrolnim médiu pokles znak( CD 105 a OCT 3/4 u linie p1 a u linie
p2 doSlo k poklesu znaki CD 105, CD 117 a CD 146. Jako statisticky vyznamné
rozdilnd (p < 0,05) byla vyhodnocena nasledujici data: CD 13 Ep1-Ep3, CD 29
kontrola-Ep2, CD 90 Ep1-Ep3, CD 105 Ep1-Ep3, OCT 3/4 Ep1-Ep2.

Diferenciacni potencial

U obou testovanych linii p1 a p2 kultivovanych v kontrolnim a experimentalnich
meédiich byla prokazana schopnost indukovat diferenciaci v osteoblasty a byla
prokazana pritomnost vapenatych deposit v extracelularnim prostoru. Chondrogenni
diferenciace byla prokazana u obou testovanych linii v kontrolnim médiu, Ep1 a Ep3.
V médiu Ep2 doslo béhem 3. tydne diferenciaéniho procesu ke kontaminaci
kultivacnich nadob plisni a tyto byly z experimentu vyrazeny.
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Experiment s nizkomolekularni kyselinou hyaluronovou
Izolace a kultivace KBZD

Uspé&sné jsme pro experiment s NM KH izolovali 5 linii KBZD. Linie byly pro potfeby
experimentu oznaceny jako linie 1, linie 2, linie 3, linie 4 a linie 5. Napfi¢ médii nebyl
pozorovan rozdil v adherenci a shlukovani bunék.

Proliferac¢ni aktivita

Proliferace linii 1-5 byla sledovana od 0. do 6. pasaze ve vSech kultivaCnich médiich.
Kumulovany pocet populacnich zdvojeni kontrolni skupiny byl u vSech linii vysSi
v porovnani s experimentalnimi skupinami. Hodnoty kumulovaného poctu populacnich
zdvojeni v 6. pasazi pro linie 1-5 kultivované v kontrola / E1 / E2 / E3 byly v tomto
poradi: linie 123,2/22,1/21,2/22,8; linie 220,3/16,8/17,2/ 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).
Rozdil kontrolni a experimentalnich skupin byl statisticky vyznamny: Friedmanuv test:
p = 0,023; Dunnlv post hoc test: kontrola-E1: p = 0,0015; kontrola-E2: p = 0,0143;
kontrola-E3: p = 0,0864.

Pokles proliferaéni aktivity v prvni pasazi byl mezi kontrolni a experimentalnimi
skupinami statisticky vyznamny: Friedman(v test: p = 0,016; Dunnlv post hoc test:
kontrola-E1: p = 0,0033; kontrola-E2: p = 0,0033; kontrola-E3: p = 0,1416 (Graf 1B).

>

B

w
(=]
|
D
]

% ¥k

H

kumulovany pocet
populaénich zdvojeni
N
1

pocet populaénich zdvojeni

o

pasaz pasaz

-o- kontrola = E1 -+ E2 -+ E3

Graf 1. Populacni zdvojeni v pasazi 0-6 experimentu s NM KH. Grafy znazorriuji
prameér populacnich zdvojeni linii 1-5 se stfednimi chybami praméru vynesenymi jako
chybové usecCky. Buriky byly kultivovany v kontrolnim médiu (kontrola) a
experimentalnich médiich (E1-3). Statisticka analyza byla provedena Friedmanovym
testem nasledovanym Dunnovym post hoc testem, ** p < 0,005.
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Viabilita

Viabilita KBZD byla zméfena v posledni pasazi. Viabilita KBZD byla v poradi kontrola
/ E1/ E2/ E3 nasledujici: 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 %. Rozdily mezi skupinami nebyly statisticky vyznamné.

Velikost bunék

Median prumeéru bunék v 6. pasazi v poradi kontrola / E1 / E2 / E3 byl: Linie 1: 13,5/
12,5/10,3 /11,7 ym; linie 2: 10,3 /10,4 /10,2 / 10,0 pm; linie 3: 15,9/12,2/ 12,3 /
12,9 uym; linie 4: 15,8 / 14,5/ 14,7 / 15,5 ym; linie 5: 11,8 /9,6 / 9,7 / 9,4 ym. Vysledky
statistické ~ analyzy: kontrola-E1: p=  0,0078, kontrola-E2: p=  0,0019,
kontrola-E3: p = 0,0098. Vyobrazeno v grafu 2.

20 —_— ** " o
linie 1
15 linie 2
linie 3
. linie 4
€ 10
linie 5
5_
0 | 1 | I
kontrola E1 E2 E3

Graf 2. Median pruméru kmenovych bunék zubni dfené na konci 6. pasaze
experimentu NM KH. Graf demonstruje hodnoty linii 1-5 kultivovanych v kontrolnim
médiu (kontrola) a experimentalnich médiich (E1-3). Pro statistickou analyzu mezi
kontrolni skupinou a experimentalnimi skupinami byla pouZita metoda jednofaktorové
analyzy rozptylu a Fisheriv LSD post hoc test; p < 0,005.

Analyza povrchovych znaku

Pro analyzu fenotypu byla vySetfena pozitivita povrchovych znaka KBZD linii 1-5 v 6.
pasazi. Statistickou analyzou vSech znakl pfi porovnani kontrolni skupiny a
experimentalnich skupin bylo zjisténo, Ze KH ma statisticky vyznamny vliv na fenotyp
KBZD. Kromé CD133 a CD271 byla v kontrolni skupiné zaznamenana vysSi pozitivita
vSech znakl nez v experimentalnich skupinach, a to: CD29 (*), CD31, CD34 (*), CD44,
CD45, CD49f, CD73, CD90 (***), CD105, CD106 (*), CD117 (*), CD146 (*), CD166
(***) (Friedmanuv test). Vysledky statistické analyzy (Friedmantv a Dunn(v post hoc
test) jsou vyobrazeny v grafu 3.
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Graf 3. Analyza povrchovych znakt kmenovych bunék zubni dfené linie 1-5 v 6. pasazi
experimentu s nizkomolekularni kyselinou hyaluronovou. Grafy demonstruji procenta
pozitivnich bunék. Pramér skupiny je vynesen jako sloupec, smérodatna odchylka
skupiny je vynesena jako chybova usecCka a individualni hodnoty jsou vyneseny jako
symboly (kruh, trojuhelnik a Ctverec). Buriky byly kultivovany v kontrolnim meédiu
(kontrola) a experimentalnich médiich (Ep1-3). Statisticka analyza byla provedena
Friedmanovym testem nasledovanym Dunnovym post hoc testem, * p < 0,05,
**p < 0,005 **p< 0,001. Statisticky nevyznamné vysledky vici kontrolni skupiné
jsou oznaceny jako ns, rozdily mezi experimentalnimi skupinami navzajem, paklize
neni uvedeno jinak, jsou statisticky nevyznamne.

Relativni telomerova délka

Relativni telomerova délka bunék v 6. pasazi v pofadi 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. Vysledky
statistické analyzy: kontrola-E1: p = 0,0275, kontrola-E2: p = 0,1416,
kontrola-E3: p = 0,0864.
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Diskuze

KBZD jsou znamé jiz od roku 2000 a diky intenzivnimu studiu jsou jejich vlastnosti
detailné popsany. Jednou z limitaci klinického vyuziti je vSak forma jejich aplikace.
K tomu, aby mohly byt klinicky pouzity, je nutné buriky do mista aplikace pfenést a
v misté je udrZzet. MoZnou formou aplikace jsou scaffoldy, tedy nosiCe bunék, které
zajisti pfenos a udrzeni bunék v tkani. Vzhledem k tomu, Ze material pro tvorbu nosicl
by mél byt biokompatibilni, biodegradovatelny a bioresorbovatelny jevi se jako idealni
takové latky, které jsou télu vlastni. Jednim z moznych materiall pro bunécné nosice
je i KH, ktera se hojné vyskytuje v pojivovych a podplrnych tkani téla, v€etné zubni
drené. Jedna se tak nejen o biogenni material, ale zaroven i o material, ktery je
soucasti pfirozeného prostfedi KBZD. Nespornou vyhodou je i fakt, Ze se jedna o latku
dlouho znamou, kterou Ize bez nutnosti dalSiho testovani pouzivat ve farmaceutickém
prumyslu a biomediciné. DalSim pozitivem je i variabilni forma produktu od prasku pres
gely az po tuhé materidly a moznost jeji chemické modifikace pro upravu
farmakokinetickych vlastnosti.

Dulezitou vlastnosti KH je jeji bioaktivita zavisla na molekularni hmotnosti. Mnoha
studiemi bylo potvrzeno, Ze vliv KH na bunky a tkané se pro jeji jednotlivé frakce liSi a
je proto nutné KH vnimat jako latku s proménlivymi vlastnosti. Byt je tento fakt
védeckou literaturou akcentovan a velka ¢ast vyzkumu KH je zaméfena pravé na jeji
variabilni funkce, u bunéénych nosi¢l z KH je tento aspekt mnohdy opomijen. Je to
ale pravé prostfedi uvniti nosiCe a v jeho okoli, tedy nesené bunky a cilova tkan,
kterého se tato problematika tyka zcela zasadné. V dusledku biodegradace nosice
dochazi k zvySovani pfitomnosti nizSich molekularnich frakci KH, a to v Sirokém
spektru molekularnich hmotnosti.

Preparaty na bazi KH jsou schvaleny jako terapeutika pro kozni a slizniéni defekty a
jsou aplikovany jak na jejich povrch ke kryti, tak i do hloubi ran [69]. Diky tomu, Ze tato
aplikace je jiz schvalenym a studiemi podlozenym postupem, je pouziti KH k témto
ucelim bezpecéné. Aplikaci nosi¢e z KH jsme ovéfili i na naSem pracovisti v ramci
klinickeho vyzkumu [70]. Nosi¢ z kyseliny hyaluronové vSak nenesl bunky, ale byl
vehikulem pro oktenidin-dihydrochlorid a byl vkladan do extrakénich ran postizenych
alveolarni ostitidou (alveolitis sicca) s pozitivnim u€inkem na hojeni. Touto studii jsme
ovéfili nejen ucinnost nové zavadéného terapeutika, ale vyzkousSeli jsme si i klinickou
praci s nosici z KH a jejich in vivo aplikaci.

Nasim dlouhodobym védeckym zamérem je vyvoj nosi¢e z KH pro KBZD s naslednou
klinickou aplikaci. Neprostudovanym tématem je vSak vliv nosi¢e z KH pravé na KBZD.
Pokud ma byt KH povazovana za vhodny material pro neseni téchto bunék, je nutné
znat jeji vliv na KBZD nejen pro molekularni hmotnost, ze které je nosi¢ zhotoven, ale
i ve spektru jeho biodegradacnich produktd. Z tohoto divodu je nutné testovat nejen
VM KH, ktera je obvyklou slozkou tkani a ze které jsou nosiCe nejcastéji konstruovany,
ale i NM KH, a to s dirazem na $tépné produkty HYALSs.
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V prvnim experimentu, ktery byl designovan jako pilotni, jsme si kladli za cil zjistit vliv
KH na KBZD v Sirokém spektru molekularnich hmotnosti. Jednalo se o probatorni
aplikaci nizko, stfedné a vysokomolekularni KH na bunky. Experimentem jsme se
nesnazili ziskat statisticky vyznamna data, ale zamérem bylo Zzjistit, zda je vubec
mozné KBZD v takovém prostiedi kultivovat a vyuzit tyto informace pro statisticky
robustnéjSi experimenty. Z tohoto dlvodu jsme se rozhodli pro 2 linie kultivované
v kontrolnim médiu a v médiich obohacenych o 0,1 % KH o molekularni hmotnosti 116
kDa, 540 kDa a 1500 kDa. Tyto molekularni hmotnosti byly zvoleny na zakladé review
literatury s védomim, Ze nepokryvaji celé spektrum a detailni zaméreni na jednotlivé
frakce bude pfedmétem dalSiho vyzkumu az v pfipadé, Ze ovéfime kultivovatelnost
KBZD v tomto formatu.

Odbér zubu, izolace, mobilizace, expanze a kryokonzervace KBZD byly uspésné
zejména diky dlouhodobé zkuSenosti nasi laboratofe s témito postupy. Stejné tak
nebylo zaznamenano vyznamnych zmén bunécné viability mezi jednotlivymi médii.
Timto jsme ovéfili, Ze bunky v experimentalnich médiich adheruji k povrchu, proliferuji
a udrzuiji si viabilitu v rozmezi obvyklém pro kultivaci za standardnich podminek.

V zavéru experimentu byly analyzovany povrchoveé znaky, kterymi jsme sledovali, zda
bunky vlivem KH neméni svij fenotyp. Na zakladé informaci z literarni reSerSe (viz
uvod) jsme predpokladali, Ze NM KH bude mit na KBZD vétsi vliv nez VM KH. Tento
predpoklad se potvrdil u nékterych znaku, a to OCT3/4 a CD105 u linie p1 a CD105,
CD117 a CD146 u linie p2. OCT3/4 je typickym znakem KB a je asociovan s nizce
diferencovanym fenotypem [71]. Jeho sniZzeni muize byt ukazatelem indukce
diferenciace, ale i pres tento vysledek jsme byli schopni indukovat diferenciaci ve zralé
bunécné elementy, a to chondrogennim a osteogennim smérem. CD105 a CD 146
jsou znaky spojené s angiogenezi a jsou diskutovany v ramci druhého experimentu.
Exprese CD44 nebyla vyrazné zménéna, byt se jedna o znak, ktery obvykle byva
pritomnosti KH ovlivnén a ma vztah k mineralizaci [65, 72]. Takovy vysledek muze byt
dan nizkou koncentraci KH v experimentalnich médiich, tuto hypotézu by vSak bylo
nutno oveéfit opakovanim experimentu s médii o vySSi nalozi KH.

Pilotni experiment prokazal, ze KBZD v pfitomnosti KH o molekularnich hmotnostech
116 kDa, 540 kDa a 1500 kDa prezivaji, adheruji k povrchu, proliferuji a udrzuji si
schopnost diferencovat ve zralé bunééné elementy. Na zakladé téchto vysledkd jsme
se rozhodli pfistoupit k navazujicimu experimentu, ktery jiz na statisticky relevantnim
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 velikosti odpovidaji $t€pnym produktim in vivo plsobicim HYAL 1 a HYAL
2, nebot plsobeni endogennich HYALs budou v tkanich vystaveny i bunécné nosice.
Model prezentovaného experimentu je unikatni a pfi publikaci vysledk( v ¢asopise
Biomolecules se jednalo o prvni praci popisujici vliv fragmentd KH velikosti
degradacénich produktt endogennich HYALs na KBZD.
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Po nasazeni bunék do kultivacnich médii byl zvolen stejny postup jako u pilotniho
experimentu, ktery neodhalil rozdily v adherenci bunék kultivovanych v kontrolnim a
experimentalnich médiich. Vysledky analyzy Zivotaschopnosti bunék ukazaly, Zze NM
KH nema negativni vliv na tento parametr, naopak u 3 z 5 linii byly v experimentalnich
skupinach pozorovany hodnoty viability vySSi nez v kontrolni. Tyto vysledky vSak
nepfekroCily hranici statistické vyznamnosti. Nové hodnocenym parametrem byla
velikost bunék. Toto méfeni vykazalo velmi vyznamny rozdil mezi kontrolni skupinou
a experimentalnimi skupinami. KBZD kultivované v kontrolnim médiu byly mensi nez
buriky kultivované v experimentalnich médiich. Vysledek byl statisticky vyznamny pro
vSechna experimentalni média. Prace Yang et al. popisuje zmenSeni velikosti
mezenchymalnich KB s postupujici pasazi a senescenci bunék [73]. Tyto zavéry
mohou vést k hypotéze, ze NM KH deceleruje progresi senescence v KBZD. Takova
hypotéza koresponduje i s vysledky prace Alessio et al., ktera popisuje statisticky
vyznamné snizeni procenta senescentnich mezenchymalnich KB kultivovanych za
pfitomnosti NM a VM KH [74]. Zavéry naS$i analyzy nastoluji hypotézu, ktera otevira
novou oblast vlivu KH na KBZD a k jejimuz potvrzeni Ci vyvraceni je potfeba dalSiho
vyzkumu. Vysledky analyzy velikosti bunék je vtomto kontextu vhodné porovnat
s vysledky analyzy relativni telomerové délky. Telomery jsou lokalizované na koncich
chromozom( a pfi déleni bunék dochazi Kk jejich CasteCné redukci. Postupné
zkracovani téchto koncovych useku je jednou z pfi€in starnuti bunék, které je
fyziologicky zakon€eno apoptézou. Kompenzacni mechanismus, ktery je pfitomny u
kmenovych a nadorovych bunék, je pak schopen toto zkracovani vyrovnavat. V nasi
studii vedla kultivace v experimentalnich médiich u 4 z 5 linii ke zkraceni relativni
telomerové délky v porovnani kontrolni skupinou. Tento vysledek byl statisticky
vyznamny pro buriky kultivované v E1. Tyto vysledky ukazuji, Ze NM KH muize veést
k redukci délky telomer KBZD, ale projekce tohoto fenoménu do dalSich sledovany
ukazatelul, napf. viability, nebyla pozorovana. Pravdépodobné proto, Ze telomery jsou
na chromozomech pfitomny v nadbytku a jejich laboratorné detekovatelné zkraceni
tak nemélo na bunky vliv. Je mozné, Ze by postupné zkracovani vedlo k vysSi umrtnosti
bunék ve vysSich pasazich. Tato hypotéza, i kdyby se prokazala, by ale neméla mit
vliv na pouzitelnost nosi¢l z KH, nebot 6 pasazi, pro které byl vliv testovan, je
dostate¢né dlouhym intervalem pro plnou degradaci nosi¢e aplikovaného do rany.

Analyzou proliferaéni aktivity byla v porovnani s kontrolni skupinou prokazana redukce
kumulovanych populaénich zdvojeni bunék kultivovanych v meédiich obohacenych o
NM KH. Tato disparita byla statisticky vyznamna u experimentalnich skupin E1 a E2.
Analyzou proliferacni aktivity v kazdé pasazi byl zjistén rapidni pokles proliferacni
aktivity bunék v experimentalnich skupinach v prvni pasazi, kdy byla poprvé pfidana
KH. Tento fenomén se vyskytoval pouze v prvni pasazi a nebyl zaznamenan v Zzadné
z dalSich pasazi. Moznym vysvétlenim prudkého poklesu v proliferacni aktivité je tak
pravé nahla zména kultivacniho prostfedi spocivajici v pfitomnosti KH. Tento nalez
povazujeme za dulezity pro dalSi vyzkumy zamérfujici se na kultivaci KBZD
v pfitomnosti NM KH. U kratkodobych experimentl, které nedisponuji daty o
dlouhodobé kultivaci, muze takto vyznamna zména proliferaCni aktivity vést k zavéru,
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Ze utlum proliferacni aktivity KBZD je obecné platnym vlivem NM KH na tyto bunky.
Takové zavéry mohou negativné ovlivnit pohled na aplikaci KBZD do bunécnych
nosic¢u z KH. Vzhledem k tomu, Ze u bunécnych nosicu je pfedpoklad dlouhodobého
kontaktu s implantovanymi burnkami, je dulezité konstatovat, Ze pfi dlouhodobé
kultivaci nebyl pozorovan negativni vliv NM KH na proliferani aktivitu KBZD. Zaroven
Ize pfredpokladat, Ze biodegradace nosi¢l bude probihat pozvolna a buriky tak
nebudou vystaveny nahlé zméné okolniho prostiedi, jak tomu bylo v naSem
experimentu.

Pro analyzu fenotypu KBZD byl navrzen panel sledovanych znakl s dlrazem na
povrchové znaky tykajici se kmenovosti, diferenciace, motility ¢i adheze. Jako markery
adultnich mezenchymalnich KB jsme zvolili CD29, CD44 a CD90. V priaméru byla
zachovana vysoka pozitivita pro tyto znaky ve vSech skupinach, ale v kontrolni skupiné
byla pozitivita vzdy vySsi. Statistické porovnani kontrolni skupiny vici experimentalnim
skupinam vykazalo vyznamné rozdily u CD29 a CD90. Dale byly vySetfeny stromalni
znaky CD73 a CD166. Buriky vSech skupin byly vysoce pozitivni na CD73, nejvysSi
pozitivita byla zaznamenana u kontrolni skupiny, rozdily ale nebyly statisticky
vyznamné. Naopak statisticky vyznamnych rozdilt bylo dosazeno pfi analyze exprese
CD166, adhezivni molekuly vystavované na mezenchymalnich KB a fibroblastech,
ktera byla pfitomna v kontrolni skupiné vyrazné vice nez ve skupinach
experimentalnich. Podobny rozdil jako u CD166 byl pozorovan i u CD105 (endoglin),
ktery je membranovym glykoproteinem ucastnicim se procesu angiogeneze [75].
Vysledky koresponduji se zavéry prace Bringhof et al., ktera popisuje pozitivni korelaci
mezi CD105 a CD166 v mezenchymalnich KB [76]. Tyto nalezy mohou indikovat
negativni vliv NM KH na expresi markert asociovanych s fibroblasty a angiogenezi.
CD31 a CD106, které jsou adhesivnimi molekulami typickymi pro endotelialni buriky,
byly ve vSech skupinach exprimovany nizce. Zatimco rozdil v expresi mezi kontrolni a
experimentalni skupinami nebyl u CD31 vyznamny, exprese CD106 byla
v experimentalnich skupinach statisticky vyznamné nizSi nez v kontrolni skupiné.
CD106 (VCAM-1) je bunécny povrchovy protein, ktery mediuje adhezi leukocytl a
endotelialnich bunék a byla popsana jeho cytokiny indukovana exprese [77]. Vysledky
nasi studie ukazuji, ze NM KH statisticky vyznamné snizuje subpopulaci KBZD, které
tuto adhezivni molekulu nesou. Exprese CDA49f (integrin alfa-6, ITGAG) byla u
experimentalnich skupin znatelné nizSi nez v kontrolni skupiné. V recentni publikaci
Nieto-Nicolau et al. bylo popsano, ze mezenchymalni KB, které vykazuji vysSi hodnoty
CDA49f vykazuiji i vys$Si miru klonogenicity, migrace a diferenciacniho potencialu [78].
Autofi také popisuiji, ze tyto zmény jsou regulovany cestou proteinkinazy B (PKB, téz
Akt) a inhibitory bunécného cyklu proteiny p53 a p21. Obdobné statisticky signifikantni
snizeni exprese v experimentalnich skupinach bylo pozorovaniu CD117 (c-KIT), ktery
ovliviiuje signalizani kaskadu proteinkinazy B a ma vyznamnou roli v proliferaci,
diferenciaci, adhezi, motilité a angiogenezi u hematopoetickych a nadorovych stem-
like cells [79, 80]. Vysledky naseho vyzkumu prokazuji snizeni exprese obou téchto
membranovych proteint, které jsou dulezité v regulaci proliferace, mobility a
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diferenciace, u KBZD kultivovanych v pfitomnosti NM KH. Na zakladé téchto vysledku
Ize usuzovat, Ze NM KH muze ovlivnit proliferaci, mobilitu a diferenciaci KBZD.

Pfi analyze fenotypu byla také zjiSténa interindividualni variabilita mezi jednotlivymi
liniemi. Tento fenomén byl patrny napf. u exprese CD133 (prominin-1). Zatimco
v kontrolni skupiné byla zaznamenana napfi¢ skupinami uniformné nizka hodnota
pozitivity pro tento znak, data v experimentalnich skupinach byla velmi variabilni. Tyto
rozdily nebyly nahodné, ale jejich distribuce byla asociovana s pfislusnymi
biologickymi replikacemi (liniemi) napfi¢ experimentalnimi médii. Jelikoz jsme takové
rozdily nepozorovali v uniformni kontrolni skuping&, kde jsou hodnoty obdobné jako
hodnoty reportované jinymi autory, pfisuzujeme tyto zmeény interindividualni
vnimavosti KBZD na NM KH [7, 81]. Tento nalez je obtizné interpretovat, nebot’ znak
CD133 je ve vztahu ke KBZD obecné povazovan za nedostateCné definovany [82].
Inverzni efekt byl pozorovan u exprese CD146 (MCAM), ktery vykazoval konzistentni
hodnoty ve vSech experimentalnich médiich, zatimco hodnoty v kontrolni skupiné byly
silné inkongruentni. Tento povrchovy znak je asociovan s diferenciaci
mezenchymalnich KB a pericytd smérem k vaskularni hladké svaloviné [83]. U KBZD
byly ale CD146+ buriky také identifikovany jako subpopulace promotorl pro regeneraci
dentinovych a dfenovych tkani a byla u nich zjiSténa vysoka exprese alkalické
fosfatazy (ALP), ktera je markerem diferenciace KBZD smérem k odontoblastim a
osteoblastim podobnym burikam [84, 85]. Vtomto kontextu Ize CD146 tedy
interpretovat i jako znak tendence KBZD diferencovat smérem k odontoblastim a
osteoblastim podobnym burkam, jehoz exprese je vlivem NM KH snizena na
minimum.

V souladu s definici mezenchymalnich KB podle Dominici et al. byla pozorovana nizka
exprese povrchovych znakl CD34 a CD45, a to ve vSech skupinach [86]. V praci
Alraies et al. byl CD34 byl identifikovan jako mozny marker pro stromaini subset KBZD
s plivodem v neuralni listé. Tento subset je distribuovan variabilné mezi donory a i
mezi jednotlivymi zuby od jednoho darce a CD34 analyza je jednim z moznych nastroja
k identifikaci populaci bohatych na tuto subpopulaci s plivodem v neuralni listé a jejich
klinickou aplikaci [87]. Pfestoze byla exprese CD34 hodnocena ve vSech skupinach
jako nizka, byl zaznamenan jeji statisticky vyznamny pokles v experimentalnich
skupinach. Vysledek Ize interpretovat tak, ze NM KH utlumuje v KBZD CD34+
subpopulaci. Vliv NM KH na pravé tento subtyp KBZD by bylo mozné analyzovat
dalSim experimentem s vyuzitim tfidéni bunék dle CD34.

CD271 (low-affinity nerve growth factor receptor, NGFR) je markerem, ktery se
vyskytuje na povrchu mezenchymalnich KB z riznych tkani v€etné tkani zubnich [88,
89]. Prace Alvarez et al. popisuje CD271 jako marker, ktery se v populaci KBZD poji
s vysokou prolifera¢ni kapacitou a Sirokym diferenciaénim potencialem [89]. V naSi
studii se vysledky pozitivity pro CD271 mezi jednotlivymi skupinami neliily a hodnoty
exprese byly v obdobném rozmezi, jaké uvadéla i vy$e zminéna studie.

PFfi komplexnim hodnoceni analyzy fenotypu KBZD v ramci tohoto experimentu je
dilezité zduraznit, Ze v souladu s obvyklymi hodnotami povrchovych znaku
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mezenchymalnich KB si bunky napfi¢ skupinami zachovaly vysokou pozitivitu pro
CD29, CD73 a CD90 a nizkou pozitivitu pro CD34 a CD45, a to i pfes statisticky
vyznamné rozdily mezi kontrolni a experimentalnimi skupinami pro CD29, CD 34 a
CD90 [90, 91]. Oproti obvyklym hodnotam se liSila exprese znaku CD105, ktery byl u
experimentalnich skupin nizSi, nez jsou hodnoty standardné udavané pro
mezenchymalni KB. Dale byly u bunék kultivovanych v experimentalnich médiich
pozorovany celkové nizsi exprese znakl asociovanych s bunécnou mobilitou, adhezi,
proliferaéni aktivitou a znakl souvisejicich s angiogenezi a s diferenciaci smérem
k fibroblastim a odontoblastim. Burky si i v pfitomnosti NM KH udrzely znaky
mezenchymalnich KB a naivni nediferencovany fenotyp.
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Zaveér

Cilem prace bylo zhodnotit dlouhodoby in vitro vliv KH na KBZD. Byl proveden pilotni
experiment testujici vliv Sirokého spektra KH na 2 linie KBZD nasledovany
experimentem zaméfenym na NM KH, do kterého bylo zafazeno 5 linii KBZD. Pilotni
experiment prokazal, Zze KBZD pfi dlouhodobé kultivaci v pfitomnosti KH o
molekularnich hmotnostech 116 kDa, 540 kDa a 1500 kDa a koncentraci 0,1 %
prezivaji, adheruji k povrchu, proliferuji a udrzuji si schopnost diferencovat ve zralé
bunécné elementy ve srovnatelné mife jako buriky kultivované v kontrolnim médiu.
Byly pozorovany ojedinélé zmény exprese povrchovych znakl bez statistické
vyznamnosti. Pro experiment zamérfeny na vliv NM KH na KBZD byly pouzity
fragmenty KH odpovidajici molekularni hmotnosti produktl enzymatického stépeni KH
in vivo pasobenim HYALSs. Jednalo se 0 800 Da, 1600 Da a 15 KDa o koncentraci 100
pmol/l. Kultivace probihala v kontrolnim a experimentalnich médiich. Po nasazeni
bunék do médii nebyl pozorovan rozdil v adherenci bunék k povrchu kultivaéni nadoby,
ale byl zaznamenan statisticky vyznamny pokles proliferacni  aktivity
v experimentalnich skupinach. V prvni pasazi byl u KBZD v experimentalnich médiich
vyrazné redukovan pocet populacnich zdvojeni. Tento pokles byl omezen pouze na
prvni pasaz a v dalSich pasazich jiz nebyl zaznamenan. Dosazeny kumulovany pocet
populacnich zdvojeni na konci experimentu byl v experimentalnich skupinach
statisticky vyznamné nizSi. Velikost bunék kultivovanych v experimentalnich
skupinach byla statisticky vyznamné mensi nez velikost bunék v kontrolni skupiné.
Relativni telomerova délka byla v porovnani s kontrolni skupinou u experimentalnich
médii kratSi u 4 z 5 linii, statisticky vyznamny rozdil byl zaznamenan u bunék
kultivovanych v médiu s pfidavkem KH o molekularni hmotnosti 800 Da. Viabilita
bunék nebyla pfitomnosti KH negativhé ovlivnéna, naopak u 3 z 5 linii byla
v experimentalnich médiich vysSi nez u kontroly. Rozdily ve viabilité nebyly statisticky
vyznamné. Vyrazné rozdily byly pozorovany ve fenotypu bunék — pfestoze si vSechny
skupiny udrzely vysokou expresi zakladnich markerd KBZD (CCD29, CD44, CD73,
CD90), byl u téchto znakli u experimentalnich skupin pozorovan pokles. Celkova
analyza fenotypu pak odhalila statisticky vyznamné sniZeni exprese povrchovych
znakul v experimentalnich skupinach (p < 0,05; CD29, CD34, CD90, CD106, CD117,
CD146, CD166). Bunky si i po dlouhodobé kultivaci v pfitomnosti NM KH udrzely znaky
mezenchymalnich KB a naivni nediferencovany fenotyp.

Prace dokumentuje vliv NM KH na KBZD in vitro. Vysledky ukazuji, Ze NM KH ovliviuje
jejich proliferaCni aktivitu, velikost, telomerazovou aktivitu a expresi fenotypovych
znaku. Zaveéry prace pfinaseji vyznamné poznatky o vlivu degradacnich produktt KH,
které je nutné zohlednit pfi dalSim vyvoji bunéénych nosi¢u z KH pro KBZD.
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