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Suhrn

Relativne neddvno bol objaveny alternativny zdroj mezenchymadlnych kmenovych buniek
(MSCs) - kmenové bunky zubnej drene (DPSCs), ziskany z mlie¢nych a dspelych zubov,
ktoré mozu predstavovat potencidlne nastroje pre regenerativnu medicinu. DPSCs
pochadzaju z neuralnej liSty a normalne sa podielaju na homeostaze dentinu. Klinicka
aplikacia MSCs zahfnajica aj DPSCs je ovplyvnena roznymi obmedzeniami, ako su vysoké
naklady, nizka bezpecnost’ a problémy s manipulaciou s bunkami, ako aj invazivne postupy
odberu vzoriek. Hoci implantacia MSCs pontika priaznivé vysledky pri Specifickych
ochoreniach, implantované MSCs nemdézu prezit'® dlha dobu. Predpoklada sa teda, Ze ich
sprostredkovany mechanizmus ucinku zahfila parakrinné UC€inky. V tomto prehlade sa
zameriavame na opis charakteristik kondiciovanych médii pripravenych z DPSCs (DPSC-
CM) a ich terapeutického potencialu v regenerativnej medicine.
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Important neuropeptides in the context of anxiety and depressive disorders

Summary

Relatively recently, an alternative source of mesenchymal stem cells (MSCs) - dental pulp
stem cells (DPSCs), obtained from deciduous and adult teeth has been discovered, which may
represent potential tools for regenerative medicine. DPSCs originate from the neural crest and
are normally involved in dentin homeostasis. The clinical application of MSCs, including
DPSCs, is affected by various limitations, such as high cost, low safety and cell handling
problems, as well as invasive sampling procedures. Although the implantation of MSCs offers
favorable results in specific diseases, the implanted MSCs cannot survive for a long time.
Thus, their mediated mechanism of action is thought to involve paracrine effects. In this
review, we focus on describing the characteristics of conditioned media prepared from DPSCs
(DPSC-CM) and their therapeutic potential in regenerative medicine.
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Uvod

Mikroprostredie Ustnej dutiny, ktoré tvoria zuby, d'asnd a jazyk, je jednym z
najSpecializovanejSich Utvarov kraniofacidlneho skeletu a tvori vyborny vyvojovy model
tvorby organov. Okrem toho tato komplexna a sofistikovana Strukttra pontika vel’ky potencial
pre regenerativnu medicinu vd’aka bohatym zdrojom réznych typov MSCs. Zda sa, ze
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najnovsie objavené kmenové bunky v repertodri mezenchymalnych kmenovych buniek,
DPSCs, maju obrovsky potencidl pre vyvojové, diferenciacné, regeneracné a
imunomodula¢né vlastnosti [1].

DPSC pochéadzajuce z detskej alebo dospelej l'udskej zubnej drene boli pdvodne
objavené Gronthosom a kolegami v roku 2000 [2]. DPSCs boli izolované na zéklade vysokej
proliferacie a frekvencie kolonizécie, pricom produkovali sporadické, ale husto kalcifikované
zhluky. Okrem toho sa DPSCs vyznamne neliSia od MSCs odvodenych z tukového tkaniva,
kostnej drene a tkaniva pupocnika, pokial’ ide o ich povrchové markery — st pozitivne na
CD29, CD90, CDI105, CD73 a CD44 a negativne na markery hematopoetickych a
endotelovych buniek (CD14, CD34 a CD45). Vykazuju aj podobnu dferencia¢nt kapacitu [1].

Je zname, Ze MSCs sa podiel'aju na raste, hojeni ran a ndhrade buniek za normalnych
aj patologickych stavov. Tieto bunky preukazali ucinnost’ pri regeneracii periodontalneho
tkaniva, ischemického tkaniva koncatin, poskodenia kosti vyvolaného osteonekrozou,
koznych 1ézii po popalenindch, atd. K dneSnému dniu sa uskutocnilo vela predklinickych
experimentov aj s pouzitim DPSCs a existuju informdacie, ze DPSC sa diferencujil na rozne
bunky, napr. nervové bunky, dopaminergné neurdny, myotuby, bunky podobné hepatocytom
a keratocyty [3]. Neexistuji vSak ziadne spravy o rozsiahlych klinickych Stadiach.
Problémom pri pouzivani kmeniovych buniek je riziko rozvoja rakoviny a potreba Specidlnych
zariadeni na spracovanie buniek [4].

Roézne predchadzajiuce Studie ukdzali, ze transplantované bunky mdzu mat’ viaceré a
vyznamné ulohy, moZu nielen migrovat’ v tkanivach hostitela a priamo sa podielat’ na
regeneracii tkaniva, ale mo6Zzu mat’ aj parakrinné ucinky (obr. 1). DPSC produkuju cytokiny,
ktoré mozu znizit’ zapal, zvysit’ proliferaciu progenitorovych buniek, zlepsit’ opravu tkaniva a
znizit infekciu Gc¢innejsie v porovnani s MSC derivovanymi z kostnej drene [5]. Ciel'om tohto
prehladu je teda poukézat’ na terapeuticky ucinok secernovanych faktorov z DPSC na rdzne
ochorenia, ako aj na mechanizmus ich t¢inku.

Bioaktivne molekuly secernované DPSCs

Predchddzajuce vyskumy ukézali, ze DPSC-kondicionované¢ média (DPSC-CM)
obsahuju rézne bioaktivne molekuly. Ukdzalo sa ze su signifikatne lepSim zdrojom
protizépalovych cytokinov ako BMMSC-kondicionované médid. Produkuju napr. interleukin
10 (IL-10), IL-13, follistatin, transformujuci rastovy faktor Bl (TGF-B1). Okrem toho
produkuju aj rastovy faktor hepatocytov (HGF), adhéznu molekulu nervovych buniek 1
(NCAM-1), adiponektin, matrixovii metaloproteinazu 13 (MMP-13), neurotrofin 3 (NT-3),
neurotroficky faktor odvodeny z mozgu (BDNF) a MMP-9 [6].

Vzt'ah medzi DPSC-CM a exozomami

DPSC-CM obsahuje predovsetkym cytokiny a nepatrny pocet exozomov
sekretovanych DPSCs. Preto sa predpoklada, ze DPSC-CM je neimunogénny, ¢o podporuje
ich pouzitie u rovnakého alebo iného ZzivociSneho druhu. Mechanizmus podsobenia
secernovanych faktorov reguluje najmd@ rovnovdahu medzi tymito protizdpalovymi a
prozapalovymi cytokinmi v konkrétnom tkanive.

Za exozOomy sa oznacuju Specifické extracelularne vezikuly s priemerom 40—150 nm.
Nasledne mozu byt exozémy internalizované inymi bunkami, najmi fagocytézou a fiziou s
bunkovou membranou a interakciou receptor-ligand, ¢o im umoznuje uvolnit’ ich obsah do
cytoplazmy. Regeneracny potencidl exozémov moéze byt modulovany rdéznymi
mechanizmami, vratane predchadzajucej expozicie povodnej bunkovej populacie vonkajsim
stimulom [7]. Primarne funkéné molekuly exozomov vSak zostdvaji nejasné a v sti€asnosti
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neexistuje jednotné davkovanie, spdsob podavania alebo skladovacia schéma pre bezbunkovu
terapiu, preto je na vyrieSenie tychto problémov potrebny d’al§i systematicky a rozsiahly
vyskum.

Terapeuticky vyznam kondiciovanych médii

Ischemické choroby srdca, ako napriklad infarkt myokardu (IM), patria medzi hlavné
pri¢iny umrti na celom svete. IM zvy€ajne vedie k ireverzibilnému poskodeniu tkaniv srdca a
suvisiaca mortalita a morbidita zostavaji vysoké aj napriek pokrokom v medicine. Vyvoj
ucinnych doplnkovych terapii pre pacientov s IM je preto stale nevyhnutny. Bolo preukéazané,
ze podavanie DPSC-CM znizilo rizika IM a zvysilo srdcovu funkciu u mysi po ischemicke;j
reperfuzii. To korelovalo s ischemickou apoptézou srdca a zniZenym zapalom [8,9].
Yamaguchi a kol. ukazali, ze DPSC-CM indukuje prezitie kardiomyocytov ako odpoved’ na
hypoxiu a sérovi deprivaciu a ze DPSC-CM znizuje expresiu prozapalovych medidtorov
podporovanych lipopolysacharidom [8]. Poddvanie DPSC-CM tak mo6Zze chranit’ srdce pred
ischemickym poskodenim aspont dvoma mechanizmami sprostredkujicimi zniZenie apoptozy
kardiomyocytov a potlacenie zapalovych reakcii v bunkach myokardu.

Existuje niekolko S$tudii tykajicich sa terapie CNS kondicionovanymi médiami
[10,11]. Aplikacia DPSCs podporuje funkéné zotavenie z réznych akutnych a chronickych
inzultov CNS prostrednictvom parakrinnych mechanizmov, ktoré indukuju endogénne
aktivity na opravu tkaniva [12]. Mftvica je celosvetovo tretou najcastejSou pricinou smrti a
najcastejSou pricinou dlhodobej invalidity u l'udi. Neddvno sa ukdazalo, ze transplanticia
mononukledrnych buniek kostnej drene dosahuje klinicki u¢innost’ podporou angiogenézy u
pacientov s cerebralnou ischémiou [13]. Na zvieracom modeli fokalnej cerebralnej ischémie,
DPSC-CM a BMMSC-CM rovnako inhibovali expresiu prozapalovych cytokinov a markerov
oxidativno-nitrozativneho stresu. Naopak, DPSC-CM selektivne aktivoval mikrogliu typu
M2, ¢o viedlo k expresii mRNA kodujuceho BDNF, neurotrofinu, ktory ma klIaCovua ulohu v
synaptickej remodelécii korelovanej s rozvojom pamite v dospelom hipokampe [14]. Na
modeli potkanov aneuryzmalneho subarachnoidalneho krvacania (aSAH) sa pozoroval
potencialny synergicky ucinok DPSC-CM. Pozorovali sa najmé vysoké hladiny tkanivového
inhibitora metaloproteinaz (TIMP-2) v DPSC-CM, ktoré su kI'acové pre udrzanie tkanivovej
homeostazy [10].

Akutne zlyhanie pecene (AZP), ktoré mdze byt spdsobené roznymi vplyvmi, ako su
lieky, virusy a ischemiatoxiny, mdze viest’ k masivnej destrukcii hepatocytov a neobmedzenej
zapalovej odpovedi. Hoci peceit mé vysoku regeneracnu kapacitu, pri chronickom poskodeni
sa mnohokrat neda dosiahnut’ jej regeneracia a mnhokrat méze viest’ ku smrti. Na potkanich
modeloch AZP sa zistilo, ze BMMSC-CM ma terapeuticky ucinok [15]. Matsushita a kol.
navrhol vyuzitie DPSC-CM pre potreby lieSbyAZP [16]. Dalej bolo zistené, ze HGF ako
multifunkény protein, zabraniuje apoptdze hepatocytov, indukuje proliferaciu progenitorovych
buniek pecene a podporuje neovaskularizaciu [17]. Faktory kmetiovych buniek (SCF)
inhibuji hepaticku apoptoézu pri AZP [18]. Protein viazuci rastovy faktor podobny inzulinu
(IGFBP-1) a TIMP-1 inhibuja apoptézu hepatocytov pri AZP [19]. Angiogenin, vaskularny
endotelovy rastovy faktor A (VEGF-A) a vaskularny endotelidlny rastovy faktor odvodeny od
endokrinného systému (EGVEGF) su zavedené angiogénne promotory, ktoré hraja klaicova
ulohu pri neovaskularizacii po poSkodeni pecene [20]. Faktory zahrnut¢ v DPSC-CM a
faktory na opravu endogénneho tkaniva indukované terapeutickou funkciou DPSC-CM v
kombinécii zmieriuju AZP.

MSCs st vynimocné aj ako kandidati na vhodné imunosupresivum pocas
transplantacie solidnych tkaniv a orgdnov ako aj na lieCbu reakcie Stepu vs. hostitel,
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zapalovych ochoreni, ako aj inych autoimunitnych ochoreni. Prvé Stidie ukéazali, Ze DPSCs
vyznamne blokuju proliferaciu stimulovanych T buniek v porovnani s BMMSCs [21]. DPSCs
inhibovali proliferdciu mononuklearnych buniek periférnej krvi, ktora bola stimulovana
mitogénom alebo bola v alogénnej zmieSanej lymfocytovej reakcii, ¢o naznacuje vyznam
rozpustnych faktorov. V predchadzajucich studidch sa preukézalo, Ze toll-like receptory su vo
vSeobecnosti distribuované v bunkach imunitného systému a mozu aktivovat’ imunosupresiu
DPSCs zvysenim expresie TGF-f a IL-6 [22,23]. Najnovsie, Matsumura-Kawashima a kol.
podavali DPSC-CM neobéznym diabetickym myS$iam (primérny Sjégrenov syndrom, ¢o je
chronické, systémové autoimunitné ochorenie charakterizované zapalom exokrinnych Zliaz a
funkénym poskodenim slinnych a slznych zliaz). DPSC-CM vyvinul ochranny u¢inok na
sekre¢ntl funkciu slinnych Zliaz. Okrem toho DPSC-CM zlepsila hyposalivaciu zniZzenim
expresie zapalovych cytokinov, podporou regulacnych T buniek v slezine prostrednictvom
drahy TGF-B/Smad, kontrolou lokélneho zapalového mikroprostredia a znizenim apoptdzy
v innych zlazach [24].

Diabetes mellitus je metabolicky stav charakterizovany prevazne chronickou
hyperglykémiou, ktord je spdsobena inzulinovou rezistenciou alebo poruchou sekrécie
inzulinu. Celkovo sa u 75 % obéznych pacientov nevyvinie cukrovka v désledku U¢inku
kompenzacnej sekrécie inzulinu, ale udrzanie funkénych pankreatickych pB-buniek sa
povazuje za konecny vysledok liecby cukrovky. Bolo ukézané, ze DPSC-CM ovplyvnilo
regeneraciu pankreatickych B-buniek u streptozotocinom stimulovanych diabetickych mysi.
Izumoto-Akita a kol. poukazali, Ze za tento proces by mohli byt zodpovedné faktory
vylu¢ované z kmenovych buniek [25]. Predchadzajuce stadie ukazali, Ze VEGF hra klIai¢ova
ulohu v proliferacii a vyvoji pankreatickych B-buniek a stimuldcia fosfoinozitid 3-kinazy
potla¢a bunkova smrt’, proliferaciu a funkciu pankreatickych B-buniek [26]. Okrem toho
skimanie frakcionovaného DPSC-CM na zéklade molekulovej hmotnosti odhalilo, ze v
porovnani s DMEM frakcia viac ako 100 kDa zvysila zivotaschopnost’ buniek MIN6 (mysSia
pankreatickd B-bunkova linia) [25]. Taktiez bolo opisané, ze DPSCs sa diferencujii na
pankreatické B-like bunky, o naznacuje, ze DPSC-CM bezne obsahuju sekretované faktory
ovplyviiujuce diferenciaéné drahy, funkciu a sekréciu medzi nervovymi bunkami a
pankreatickymi B-bunkami [27].

Zaver

DPSC-CM moze byt relevantny pre bezbunkovu lie¢bu ochoreni suvisiacich s
imunitou a zapalom. Napriek tomu su Stadie hodnotiace imunomodulacné a protizapalové
Gginky DPSC-CM stale nedostatoéné v porovnani s BMMSC-CM. Dalsie $tadie by sa mali
zamerat’ na Uplné objasnenie kritickej tlohy a stvisiacich mechanizmov imunomodula¢nych
vlastnosti DPSC-CM. Ked’Zze kondiciované média mdzu obsahovat’ aj niekol’ko odpadovych
produktov (vysledok bunkového metabolizmu), existuju limity jeho terapeutického pouzitia.
Okrem toho existuje rozdiel v u¢inku ziskaného médiav zavislosti od stavu bunkovej kultary.
Pre aplikéaciu kondiciovanych médii do klinickej praxe je potrebné zabezpecit' ¢o najvyssiu
uniformitu tychto médii.
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