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1.UVOD

Schopnosti regenerace clovéka jsou ve srovnani s fylogeneticky niZe
postavenymi obratlovci omezené. Pokud tedy dojde k rozsahlému ztratovému
poranéni ¢i knevratnému poskozeni orgdnu, je vyluénym terapeutickym
piistupem transplantace. Jestlize se jednd o ztratové poranéni, je mozno vétSinou
provést autotransplantaci, tedy prenést Cast tkdné (napft. kiize, sval, kostni $tép,
cévni $tép) na jiné misto na téle pacienta. V této oblasti zejména mikrochirurgické
techniky zaznamenaly obrovsky rozvoj. V ptipadé nevratného poskozeni organii
je vSak tfeba provést alotransplantaci, tedy pfenos orgdnu ¢i Stépu z jiného
Clovéka — darce. S vyjimkou pienosu mezi jednovajeCnymi dvojcaty (tzv.
syngenni S$té€p) je transplantace vZdy spojena srozsdhlou imunitni odpovédi
pfijemce, kterd miiZze zplsobit ztratu Stépu. Navic, 1 kdyZ malé, existuje pii
vykonu riziko prenosu infekce zdarce na piijemce. Pfedevs§im, vzhledem
k prudkému nartstu poctu provadénych transplantaci, nestaci darcovské organy a
Stépy kryt jejich potiebu.

Transplantacni krizi danou nedostatkem orgéani a tkani by mohly vyfesit
xenotransplantace ¢i tkanové inZenyrstvi . Tento novy védni obor se zacal rozvijet
az v poloviné devadesatych let minulého stoleti (Langer a Vacanti, 1993; Nerem a
Sambanis, 1995). Jeho cilem je nejen pfiprava tkani a organii vhodnych pro
transplantaci, ale i postupy, které urychluji hojeni a piestavbu tkani. Do této
oblasti patti naptiklad pouziti ristovych faktort (Tsang et al., 2003) ¢i geneticky
bunkdm, jejich organizaci a narokim na pfenos, tak ve vyvoji a piipravé

materialii, které vytvotri kostru budouci tkdné ¢i orgadnu. Pokud se budeme



soustfedit pouze na biologicko-medicinskou ¢ast oboru, jednd se zejména
o nasledujici tkoly:

I. Vybér vhodnych bunék (autologni, alogenni ¢i xenogenni), podrobné studium
jejich funkénich vlastnosti, eventuelné jejich ovlivnéni pomoci zmény vnéjsiho
prostiedi ¢i upravou jejich genetické informace.

II. Vyuziti kmenovych bunégk, a to jak embryondlnich, tak dospélych.

III. Vytvoteni takovych podminek, aby byla vyvinutd tkanova nahrada pfijata
organismem pacienta.

IV. Zajisténi bezpec€nosti aplikace tkanoveé-inzenyrské nahrady.

Prvnimi komer¢né¢ vyrabénymi a pouzivanymi produkty tkanového
inzenyrstvi se staly syntetické kozni ndhrady, obsahujici alogenni burky.
TransCyte, vyrobek firmy Advanced Tissue Sciences, obsahuje alogenni
fibroblasty, Apligraft (Organogenesis) je jiz dvouvrstvy, jak s fibroblasty, tak i

s keratinocyty.



2. CiL PRACE

Na zékladé prvnich, nepfili§ UspéSnych pokusii o bunécnou terapii se
ukazuje, ze pouze detailni znalost kmenovych bun¢k umozni jejich efektivni
vyuziti v 1ékarstvi. Na druhé strané soucasné vyzkumy stale vice dokazuji, Ze fada
nadoril je onemocnénim pravé kmenovych bunék. Z téchto diivodl je intenzivné
studovéna regulace jednotlivych typti kmenovych bunék na molekuldrni irovni
spolu  scilenym  patranim  po  specifickych  fenotypovych  znacich
charakteristickych pro jednotlivé typy kmenovych bunc¢k. Ve své préci jsem se

zaméfila na nasledujici problémy:

e Studium glykobiologického profilu zdravych a nadorovych epitell in situ a

jejich porovnani s keratinocyty v podminkach tkanové kultury.

e Studium exprese znakl, které charakterizuji epidermalni kmenovou buiiku in
vivo a in vitro a jejich srovnani s profilem nadorovych bunék vychéazejicich

z dlazdicovych epiteli.

e Vyvoj a zavedeni metodiky kultivace keratinocytli na polymernim nosici pro

1é¢bu koznich ztrat a ovéfeni jejich vysledki v klinické praxi.



3. STUDIUM VICEVRSTEVNYCH DLAZDICOVYCH EPITELU
S CILEM VYTVORIT EPITELIALNI STEPY PRO KRYTI
KOZNICH ZTRAT

Studiem bunééné biologie dlazdicovych epiteli se dlouhodobé zabyvame
s cilem pfipravit tkanové-inzenyrské piistupy pro kryti rozsahlych koznich
defekti traumatického ¢i trofického pitivodu. V poslednim obdobi jsme se
soustiedili na studium kmenovych bun¢k lidské epidermis a v neposledni fad¢ i na
zjistovani podilu téchto bunck na vzniku koZnich a slizni¢nich malignit

nemelanomového piivodu.
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V nésledujicim textu jsou i odkazy tyto publikace oznaceny modrym ¢islem.
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3.1. Funk¢ni souvislosti glykofenotypu dlazdicovych epiteli za
normalnich a patologickych podminek a p¥i in vitro kultivacich

3.1.1. Dlazdicové epitely jako soucast vnéjSich a vnitinich povrchi

Stavba téchto epitell je v principu identicka. V detailech se vSak 1isi podle
mista svého vyskytu. Jako klasicky ptiklad bude demonstrovana stavba kize. Na
jejim povrchu lezi pokozka-epidermis. Ta je tvofena péti vrstvami — stratum
basale, stratum spinosum, stratum granulosum, statum lucidum a stratum
corneum. Stratum corneum — zrohovatéld vrstva na samém povrchu je tvofena
siln€ oploSténymi a keratinizovanymi bunikami, které se postupné odlupuji. Jeji
povrch je povleCen tenkou vrstvou lipidd, ktera déld pokozku nesméacivou.
Zakladnimi bunikami epidermis jsou keratinocyty. Ty vznikaji ve stratum basale
mitotickym délenim, postupné se posouvaji k povrchu a ztraceji mitotickou
aktivitu. V posledni fazi se oplostuji a ztraceji vodu, organely a jadra.
Keratinocyty produkuji keratiny, které v bunce tvofi intermediarni filamenta. Tyto
fibrilarni proteiny jsou mechanicky odolné, hydrofobni a chemicky nereaktivni.
Clovék ma asi 60 gentl pro keratiny, z nichZ se v kazdé epitelové tkani exprimuje
jen mald skupina. Tento systém ziejm¢é umoziiuje jemné vyladéni funkce
cytoskeletu v jednotlivych tkanich. V dal§im textu bude exprese jednotlivych
keratini v zavislosti na diferencianim stupni keratinocytd podrobnéji

rozpracovana (Kanitakis, 2002).

V hlubokych vrstvach epidermis jsou uloZeny pigmentové buiky,
melanocyty. V jejich cytoplasmé se tvoii melanosomy, prekurzory hnédého
barviva melaninu. Tyto buriky, plivodem z neurdlni liSty, chrani bazéalni vrstvu
epidermis ptfed UV zafenim. Langerhansovy dendritické buiiky se vyskytuji ve

stratum spinosum. Radi se k buitkim monocytové fady a hraji dilezitou ulohu
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v imunitnim systému kiize. Dovedou vazat antigen a pfedkladat ho T-lymfocytim.
V nejhlubsich ¢astech epidermis jsou ulozeny Merkelovy burky, které maji vztah

ke koznim receptortim. (Halata et al., 2003).

3.1.2. Vicevrstevny dlazdicovy epitel

Epitel je avaskularni tkan, kterd tvoii vn&jsi kryt téla, vystelku télnich
dutin a vystelku traviciho, dychaciho a urogenitalniho Ustroji. Prenatalné se tento
epitel podili i na vyvoji pfislusSnych Zlaz a dalSich derivati (vlas, nehet, zub).
Epitelové bunky maji 3 charakteristické rysy: a) pfiléhaji tésn€ jedna ke druhé
s minimalnim mnoZstvim mezibunééné hmoty; b) vykazuji funkéni stejn¢ jako
morfologickou polaritu (apikalni, laterdlni a basalni doména); c) jsou ptichycené
k bazalni membranég, kterd je tvofena proteiny a polysacharidy. Epitely miizeme
ttidit podle riznych hledisek; podle tvaru na plochy (dlazdicovy), cylindricky a
kubicky; podle stavby na jednovrstevny ¢i vicevrstevny; podle polohy na kryci a
vystelkovy epitel (Ross et Pawlina, 2006). V piedlozené disertaci se budeme
vénovat vicevrstevnému dlazdicovému epitelu, ktery je u savct lokalizovan na
mistech vystavenych mechanickému tlaku. Tvofi bariéru mezi na§im organismem
a vn&jSim prostiedim a chrani ho pfed nezddoucimi ucinky okoli, zejména
vysychanim, tepelnymi a chemickymi vlivy ¢i mikroorganismy. Navic produkuje
1 znacné mnozstvi cytokinil a rastovych faktorti (Uchi et al., 2000), uplatitujicich
se pfi poranéni a u imunitni odpovédi. Typickym zastupcem je povrchova vrstva
ktze — epidermis, ale patii sem i sliznice (Ustni dutina, hlasivky, sliznice hltanu a
jicnu, €1 spojivky a rohovky). VétSina dlazdicovych epitelit vychazi z ektodermu,

mensi ¢ast z entodermu (sliznice hltanu, jicnu a hlasivek) (Seery, 2002).
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3.1.3. Galektiny - V. tfida Zivo¢iSnych lektini

Dlazdicové epitely jsou stratifikovany nejen morfologicky, ale i funkéné.
Této skutecnosti odpovidd 1 exprese fady molekul (adhezivni molekuly,
keratiny.....). Pomérné malo je vSak zndmo o zonalnim vyskytu sacharidi a jejich
receptortt lektinti. Lektiny jsou proteiny (glykoproteiny) schopné specificky
rozpoznavat a vazat cukerné motivy. Tyto molekuly nejsou imunoglobuliny ani
enzymy. Mnohé lektiny jsou tvofeny nékolika podjednotkami a maji vice
vazebnych mist. Proto mohou vyvolat precipitaci ¢astic obsahujicich specifické
sacharidy. Schopnost aglutinovat krevni buiiky vedla ke starSimu nazvu
rostlinnych lektinti fytohemaglutininy. Vazba lektinu se specifickym ligandem
nema charakter kovalentni vazby, ale je blizk4d interakci protilatka-antigen.
Lektiny jsou jak rostlinného, tak Zivocisného a bakteridlniho piivodu. Na zakladé¢
strukturniho uspotadani rozliSujeme pét tfid zivociSnych lektint. V nasi laboratofi
se dlouhodobé vénujeme studiu rodiny galektini (Barondes et al., 1994).
Galektiny spliuji dvé kriteria: - vazba B-galaktosidii a - vyraznd homogenita
sekvence cukr-rozpoznavajici domény. Funkce galektinii je velmi komplexni.
Podileji se na bunécné adhezi i pfi mezibunéénych interakcich, imunomodulaci a
pii zanétlivych procesech. Uvnitt buiiky se uplatni pfi fizeni bunécného delent,
apoptoze a sestithu pre-mRNA (Gabius, 1997, Leffler et al., 2004). V soucasné
dob& zndme minimaln¢ 14 galektint, které rozdélujeme do tii skupin. Galektiny
prvni skupiny (Gal-1,-2,-5,-7,-10,-11,-13,-14) obsahuji jednu cukr rozpoznévajici
doménu, Clenové druhé skupiny (Gal-4,-6,-8,-9,-12) maji tyto oblasti dvé, a to
identické. Tteti skupinu tvoifi pouze galektin-3 (Gal-3), ktery méd jednu cukr
rozpoznavajici doménu. Obsahuje vSak atypické uskupeni aminokyselin na svém

peptidovém fetézci, které umoziuje vzdjemnou vazbu jednotlivych molekul
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galektinu-3 (Liu et al., 2002). Krom¢ obvyklych B-galaktosida je tento galektin
schopen rozpoznavat i trisacharidy krevnich skupin A a B a poly N-
acetyllaktosaminy. Studium exprese galektinli v pribéhu embryondlniho vyvoje i
dospélosti u mysi ukazalo, ze jednotlivé galektiny jsou tkanové specifické a

vyskytuji se v riiznych obdobich vyvoje organismu (Colnot et al., 1996).

3.1.4. Souvislost exprese galektinti a diferencia¢niho stavu buiky

Ve vicevrstevnych dlazdicovych epitelech hraji vyznamnou roli zejména
Gal-1, Gal-3 a Gal-7 (18). Kmenové i pfechodné se de€lici buiiky jsou umistény
v bazélni vrstvé téchto epitelii. V oblasti vlasu jsou pfitomny i1 ve ztlusténi zevni
vlasové pochvy. Tyto bunky se svym fenotypem 1isi od bunék suprabazalnich, a to
zejména v expresi cytoskeletdlnich proteinti, integrinovych a kadherinovych
receptort. Exprese ,,glykokodu®, tedy charakteristickych cukernych motivl, mtize
byt riznd v jednotlivych vrstvach epitelti (Villalobo et Gabius, 1998). Pii studiu
zdravé lidské epidermis jsme zjistili, ze Gal-1, stejné jako cukerné epitopy
reaktivni pro tento galektin, jsou exprimovany v buitkkdch bazélni a suprabazalni
vrstvy, a to zejména v cytoplasmé (Plzak et al., 2000). Obdobné vysledky byly
ziskany 1 pro Gal-7. Naproti tomu Gal-3 a jeho reaktivni epitopy se vyskytovaly
pfevazné suprabazalné (14,15) v jiz diferencovanych postmitotickych bunkach, u
kterych jsme nenalezli expresi Ki-67 (znak bunécné proliferace) ani B1 fetézci
integrinovych receptorit (8). Exprese vazebnych mist pro Gal-3 se vyskytovala
pouze u keratinl0 pozitivnich bun¢k, vzdy v mistech mezibunécnych kontaktd,
a odpovidala expresi desmozomalnich proteind. Vzhledem k tomu, ze Gal-3 méa
snahu vytvaret multivalenéni oligomery, muze se UCastnit pii regulaci sily
mezibunécnych spojeni. Obdobny nélez jsme ucinili 1 u kultivovanych lidskych

keratinocyti. U menSich kolonii byly buiky svazebnymi misty pro Gal-3
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umistény v jejich stfedu, obklopené bunikami pozitivnimi na 1 integrin a Ki-67.
Tato situace je obdobna jako u spinocelularnich nadord (hlavy a krku), kde se
exprese epitopi reaktivnich pro Gal-3 vyskytuje u diferencovanych bunék
v centru nadoru (15). Zjistili jsme, Ze glykosylacni profily stanovené pomoci
vazby Gal-3 jsou citlivym fenotypickym znakem diferenciace epidermélnich
bunék (14), coz by mohlo byt vyuZzito zejména v histopatologické diagnostice
spinocelularnich nadorti hlavy a krku. Klinicka studie, ve které bylo sledovano
prezivani pacientil v zavislosti na glykobiologickém profilu nadoru, potvrdila, ze
detekce volnych vazebnych mist pro Gal-3 muize slouzit jako prognosticky
ukazatel u dlazdicovych nadorti hlavy a krku (Plzék, 2004). Malo diferencované
bunky dlazdicovych nddord jsou charakterizovany expresi kyseliny sialové
v poloze a 2,6; naproti tomu diferencované buiiky jsou pozitivni pro kyselinu
a 2,3 sialovou. Kolokaliza¢ni studii na tUrovni jedné bunky bylo zjisténo, ze
zatimco o 2,6 navazana sialova kyselina maskuje cely cukerny epitop a brani tak
vazbé galektinu-3, sialova kyselina v pozici a 2,3 vazbé galektinu nebrani. Tato
skutecnost by mohla byt klinicky dilezita, protoze vysvétluje i vEétsi mobilitu

nadorovych bunék a tim 1 jejich vétsi ochotu metastazovat (8).

3.1.5. Galektiny jako jaderné proteiny

Jak bylo uvedeno dfive, galektiny hraji roli jak pfi d€jich probihajicich vné
bunky, tak 1 intracelularné. 1 kdyz bylo mnoho galektini identifikovano
v bunééném jadie (Wang et al. 2004), nejvice je prozkoumana uloha galektinu-1 a
-3. Urovei jaderné exprese galektinu-1 a jeho vazebnych mist v jadie vypovida o
stavu diferenciace keratinocytd (9,10,16,17).  Galektin-2 se vyskytuje za

vvvvvv

mnoha tkani, zejména traviciho a urogenitdlniho Ustroji (Saal et al. 2005). Na

15



rozdil od Gal-1 a Gal-3, které hraji roli pfi regulaci proliferace a sestiihu
pre-mRNA, je jeho funkce nezndma. Studovali jsme vyskyt Gal-2 v jadfe u péti
riznych typt fibroblastl (lidské dermalni fibroblasty, fibroblasty ze stromatu
bazaliomu pfed a po transformaci, linie lidskych embryondlnich fibroblasti, linie
mySich embryondlnich fibroblastll) a dvou typu keratinocytl (lidské zdravé
interfolikularni keratinocyty; linie lidskych nadorovych keratinocytd) (2). Buiiky
byly kultivovany za normélnich podminek anebo vystaveny stresu (oSetfeni
antiproliferacnim antibiotikem Mitomycinem C, kultivace v bezsérovém médiu,
ozateni UV paprsky). Zjistili jsme, ze exprese Gal-2 je specifickd pouze pro urcité
bunécné typy. Lidské keratinocyty, zdravé i nadorové, neexprimuji Gal-2 ani za
stresovych podminek (2,17). Stejn¢ se chovaji i netransformované fibroblasty ze
stromatu bazaliomu. Naproti tomu po transformaci téchto fibroblasti (vlivem
dlouhodobé¢ kultivace) lIze stanovit Gal-2 v jadrech vSech bun¢k. Jaderna funkce
Gal-1 a Gal-3 je svazana se sestithem pre-mRNA , o ¢emz svéd¢i i1 kolokalizace
se sestfihovym faktorem SC35 (16,17). Podil Gal-2 na sestfihu pre-mRNA neni
pravdépodobny, nebot” ke kolokalizaci s SC35 nedochézelo. Skutecnost, ze Gal-2
nebyl nikdy pfitomen v jadrech délicich se bunck (Ki67 pozitivnich) nas vedla
k domnénce, Ze je exprimovan piredevs§im v nedélicich se buiikach (Schliiter et al.,
1993). Vysledky ziskané u fibroblastl ze stromatu bazaliomu po jejich
transformaci (2) vSak naznacily, Ze Gal-2 je spiSe svazan s vlastni expresi proteinu
Ki-67 nez s bunéénym délenim.

V jadie je Gal-2 lokalizovan do PML jadernych télisek (nuclear bodies)
v interchromatinovém prostoru. Tato téliska jsou zasobarnou rtiznych proteinti a
jsou tvofena v buiilkéach, které jsou ve stresovych podminkach. Variabilita jejich

ucinkt je velmi Sirokd a je ddna sloZenim proteinii v PML téliskach (2).
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3.2. Problematika epidermalni kmenové bunky

3.2.1. Kmenové buiniky

Velky zdjem o kmenové buiiky je dan snahou vyuZzit tyto bunky zejména
k rekonstrukci poskozenych tkani. V procesu hojeni by mohly byt zdrojem
novych bunék, nebo by produkci riistovych faktorh mohly reaktivovat vlastni
endogenni kmenové bunky nachdzejici se v misté poSkozeni (rescue effect).
Kmenové buiiky jsou schopny ¢asové neomezené sebeobnovy a zaroven produkce
diferencovanych  potomkli obvykle nazyvanych progenitorové builky.
Nomenklatura kmenovych bun€k neni jednotnd, ale v principu lze fici, ze
rozeznavdme kmenové buinky embryondlni a ty vyskytujici se 1 v tkénich
dospélého jedince. Zcela vyjimecné jsou totipotentni buiky, které obsahuji
kompletni genetickou informaci pro cely organizmus. Patii sem oplozené vajicko
a bunky vznikajici jeho délenim maximalné do poctu 16. Embryonélni kmenové
buniky jsou pluripotentni a lze je laboratorné pfipravit z vnitini bunééné masy
nachazejici se v blastocysté. Misto a doba vzniku kmenovych bun¢k dospélého
organizmu nejsou v pribéhu ontogeneze zarodku dosud presné¢ definovany. Na
rozdil od pluripotentnich embryonalnich kmenovych bunék (schopné dat vznik
vSem typim bunék jedince) jsou ,,dospelé® kmenové buitky multipotentni (zdroj
omezeného poctu bunécnych typil) ¢i monopotentni (zdroj jediného bunécného
typu). Jejich funkéni vlastnosti véetn€ ,.kmenovosti“ jsou vyrazné ovlivnéné
mikroprostiedim, v némz se nalézaji. Toto mikroprosttedi je pro dany typ
kmenové bunky specifické a nazyva se niche. Je zndmo, Ze niche zahrnuje
komplex vzajemnych bunéénych a molekularnich interakci diilezitych pro spravné

fungovani kmenové buiiky (Lanza et al., 2004).
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3.2.2. Epidermalni kmenova buiika

Zdrojem novych keratinocytii jsou epidermalni kmenové bunky. Probihd u
nich asymetrické déleni, pfi némz vznikd nova kmenova buiika a tzv. pfechodné
se délici bunka (transit amplifying cell). Epiderméalni kmenové buiniky maji
pomaly bunéény cyklus, av§ak schopnost déleni si zachovéavaji po celou dobu
existence organizmu, ¢imz je umoznéna neustald obnova epidermis. Prechodné se
délici bunky se déli velmi rychle, ale jejich proliferacni aktivita je omezena pouze
na tii az Sest cykll, takze v kone¢ném diisledku stoji tyto buniky na zacatku
terminalni diferenciace. Jejich potomky lze jiZ povaZovat za postmitotické buniky.
Stratum basale tedy obsahuje epidermdlni kmenové buniky a jejich dcefinné
bunky, jejichz potomci se odd€luji od bazdlni membrany a posouvaji se
suprabazalné.

Udaje o presné poloze epidermalni kmenové buiiky v interfolikularni
epidermis se lisi. Podle nékterych badatelii jsou v oblasti vrcholu dermalni papily,
et Potten, 1994). Tyto builky byly rovnéz nalezeny ve ztluSténi zevni epitelové
pochvy vlasového folikulu mezi vyusténim mazové zldzy a tiponem musculus
arrector pili (Cotsarelis et al., 1990). Tam se nachdzeji 1 multipotentni kmenové
buiiky, které vycestovaly z neurdlni liSty (Sieber-Blum et al., 2004). Jejich podil
na vytvareni niche jako unikéatniho mikroprosttedi nutného pro spravné fungovani
epidermalni kmenové buiiky dosud nebyl prokazén, ale je velmi pravdépodobny.

KrozliSeni populaci keratinocytd bazalni vrstvy sriznou délkou
buné¢ného cyklu vedlo mapovani proliferaéni aktivity téchto bun€k pomoci
znateného *H-thymidinu (Braun et al., 2003) nebo 5-Br-2-deoxyuridinu. Piesngji

vsak lze potencionalni epidermalni kmenovou butiku definovat kombinaci vysoké
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exprese o6 integrinu a nizké exprese transferinového receptoru CD71 (Webb et
al.,, 2004). Dalsim moznym znakem epidermalni kmenové bunky je exprese
specifickych keratintl, tvoficich cytoskelet epitelovych bunck. Napiiklad exprese
keratinu 5 a 14 je specificka pro buiiky bazalni vrstvy epidermis a keratinu 1 a 10
pro suprabazalni keratinocyty (Fuchs, 1990). Keratin19 se nachazi pouze v malém
poctu bunék. Ve fetalni kizi je pfitomen v celé bazélni vrstvé (Morris et Potten,
1994), v kiizi dospélého cloveka je lokalizovan pouze ve vnéjsi epitelové pochve
vlasového folikulu. Keratin 19 exprimujici buiiky jsou zaroven vysoce pozitivni
na o3p1 integrin.

Dal$im moznym znakem epidermdlni kmenové buiiky je protein ANp63a.
Je to jedna z variant genu p63. Tento gen je svou strukturou homologni s genem
pro p53, ktery je jednim s nejvyznamnéjSich antionkogentd blokujicich buné¢nou
replikaci pfi poSkozeni DNA. Produkty genu p63 existuji v riznych izotypech,
jejichz funkce mohou byt stejné (TAp63) nebo protichtidné (ANp63) k funkci p53.
Za normalnich podminek je vysoka pozitivita pro p63 v embryondlnim ektodermu
a v jadrech bun€k bazalni vrstvy epitelidlnich tkéni. Posledni prace ukazuji, Ze
varianta TAp63 je potfebnd pro zahajeni programu epitelidlni stratifikace v
embryonalnim vyvoji, zatimco varianta ANp63 je rozhodujici pifi inhibici

terminalni diferenciace zralé epidermis (Koster et al., 2004)).

3.2.3. Charakteristika epidermalni kmenové buiiky in vitro

In vitro je nutno kultivovat lidské keratinocyty za ptitomnosti podplrnych
bunék - fibroblastl se zastavenou proliferaci. Tyto podplirné bunky umoziuji
adhezi keratinocytti, kterd je dilezitd pro jejich dalSi rust. Kultury lidskych
keratinocytli obsahuji epidermélni kmenové buiiky, pfechodné se délici bunky i

postmitotické buiiky na pocatku termindlni diferenciace. Exprese vazebnych mist
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pro rostlinny lektin Dolichos biflorus agglutinin je znakem velmi ranného stadia
diferenciace epidermalnich bungk, a to jak za in vivo, tak i za in vitro podminek
(3). Ptitomnost epidermalnich kmenovych bunék udrzuje zivotnost kultury. Také
in vitro je patrnd prolifera¢ni heterogenita keratinocytii. N&které bunky vytvareji
velké, dobie se délici kolonie, jiné se rozd€li pouze nckolikrat a nastoupi
terminalni diferenciaci (tzv. abortivni kolonie). V primérni kultufe je Zivotnost
keratinocytli omezend, coz je ddno omezenym poctem bunéénych cykli
pestovanych bunck. Pocet epidermalnich kmenovych bunék se s délkou kultivace
snizuje, z ¢ehoz vyplyva, Ze in vitro maji na rozdil od organizmu i tyto buiky
omezeny pocet déleni. To je dano tim, ze nejsme dosud schopni vytvofit in vitro
fungujici mikroprosttedi-niche. Jak bylo zminéno vyse, ve vlasovém folikulu jsou
uloZeny multipotentni kmenové epidermalni buiniky. Kultura bunék izolovanych
z vlasového folikulu se vydrzi délit mnohem déle nez kultura pfipravena
z interfolikularni epidermis. Zatimco kultura bun€k z interfolikularni epidermis
kon¢i svijj riist ve stadiu termindalni diferenciace, kultura z vlasového folikulu ve
stadiu proliferacni senescence (9,13).

Dale bylo zjisténo, Ze buiiky pozitivni na protein ANp63, tedy epidermalni
kmenové buiiky ¢i buniky jim blizké, exprimuji v jddrech endogenni lektin Gal-1 a
epitopy rozpoznavané timto galektinem, ne vSak Gal-3 (9,10,16). Vazebnd mista
pro Gal-1 v jadie kolokalizuji s misty akumulace sestfihového faktoru SC35 a
zcela vymizi po oSetfeni bunck RNazou. Je tedy velmi pravdépodobné, Ze Gal-1
je zapojen do sestifihu pre-mRNA (16). Navic se zd4, ze proliferujici bunky
stratum basale véetné bun€k kmenovych obsahuji na svych povrsich
oligosacharidové fetézce s terminalné¢ vazanou kyselinou N-acetylneuraminovou

v pozici 02,6 (8).
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Jak jiz bylo zminéno vySe, exprese keratinu 19 a vazebna mista pro vazbu
galektinu-1 v jadfe jsou znaky, které mohou charakterizovat epidermalni
kmenovou buinku (Michel et al., 1996; Commo et al., 2000). Keratin 19 se
v postnatalnim obdobi vyskytuje pouze u populace keratinocytl ve vlasovém
folikulu. In situ také keratinocyty basaliomu, nadoru, ktery vznika ve vlasovém
folikulu, jsou u nékterych pacientli pozitivni na keratin 19 (4). Zjistili jsme vsak,
ze za in vitro podminek se kratkodobé (cca do 48 hodin po adhezi) objevuje
exprese tohoto keratinu i u bunék ziskanych z interfolikularni epidermis (4). Jedna
se o velmi malé buniky (10 um), které jsou bohaté na 1 integrin a maji v jadie
vazebna mista pro Gal-1. Navic jsou tyto buniky schopny pfezivat vice nez 24
hodin bez adheze, coz u vétSiny bunék vyvolava terminalni diferenciaci a anoikis
(fizenou bunécnou smrt vyvolanou ztratou adheze). Jak se zd4, re-adheze této
malé bunécné populace ,,zapina“ expresi keratinu 19, ktera je vSak pouze docasna,
nebot’ chybi prostfedi (niche), které by jeji kmenovost udrzelo. Kultivované
bunky ziskané z vlasového folikulu maji tytéZ rozméry, jsou téZ bohaté na (1
integrin, avSak exprese keratinu 19 u nich pfetrvava déle. To je ve shodé€ s in vivo
podminkami. Nicméné exprese keratinu 19 nemusi byt vzdy zndmkou kmenovosti
keratinocytu. I u dlouhodobé kultivovanych bunc¢k (folikuldrnich i
interfolikularnich) se keratin 19 objevuje, i1 kdyZ se jedna o Siroce rozprostiené
buniky se znaky terminalni diferenciace (4).

Dal$im moZznym znakem kmenovosti epidermalnich kmenovych bun¢k by
mohl byt nucleostemin, ktery se vyskytuje u kmenovych bun¢k hematopoetickych
a nervovych, stejné jako u nadort z nich vychazejicich (Tsai et McKay, 2002).
Pozdé&ji byl jeho vyskyt potvrzen i u bunék nadora epitelidlniho pivodu (Sijin et

al., 2004). Tento protein, ktery migruje mezi jadérky a nukleoplasmou, kontroluje
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proces proliferace a nastup apoptozy. V lidské epidermis se vSak in situ vyskytuje
nejen u vSech bunék bazalni vrstvy, ale téz u bunck postmitotickych (keratin 10
pozitivnich), tedy v oblasti, kterou dfive anatomové oznacovali jako stratum
germinativum (12). U bunék basaliomu byla exprese nukleosteminu vyrazné
vy$$i nez u buné€k zdravé epidermis. Pfi pokusech in vitro pouze folikularni
keratinocyty kultivované v pfitomnosti podpirnych 3T3 bunc¢k exprimovaly
nukleostemin ve svych jadércich. Nepfitomnost fibroblasti v kultivaénim systému
zpusobila vyraznou redukci pfitomnosti nukleosteminu; interfolikularnimi
keratinocyty nebyl produkovan nikdy. To je ve shod€ s poznatkem, Ze epitelo-
mesenchymalni interakce je dllezitd pro vytvareni epidermis vcetné fungovani
kmenovych epidermalnich bunék (Yamaguchi et al, 1999). V ptipadé
kultivovanych nddorovych keratinocytti (FaDu linie — naddor orofaryngu), které se
kultivuji bez podplrnych bunék, byl nukleostemin pfitomen témét ve vSech
bunikach. Navzdory témto vyznamnym vysledklim nelze expresi nukleosteminu

povazovat za znak epidermalni kmenové bunky (12).

3.3. Kultivace keratinocyti pro klinické tucely
3.3.1. Ztratova poranéni kiize

Kuze je nejvétsim organem lidského téla, u dospélého clovéka dosahuje
plochy 1,6 — 2,0 m*. Tvoii ochranny kryt t&la, slouzi jako vylu¢ovaci organ, podili
se na termoregulaci, obsahuje i velké mnozstvi volnych nervovych zakonceni a
specializovanych receptortil. Je orgdnem hmatu a umoznuje vnimani bolesti, tepla
a chladu. Zaroven je i velkym endokrinnim organem. Ztrata uvedenych funkci

kize ve velkém rozsahu (termicky ¢i mechanicky uraz) je zdvaznym, az smrt
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zpusobujicim poranénim. Zavisi na hloubce a rozsahu postizeni, zda se zranéna
plocha miZe zhojit sama, ¢i zda je nutné provést autotransplantaci.
Alotransplantace (s vyjimkou syngenniho §tépu) je vzdy pouze do¢asnym fesenim
(Konigova et al, 1999). Vzhledem ktomu, Ze odbérové plochy pro
autotransplantaty jsou omezené, hledal se zplsob, jak z odebranych $téph pokryt
co nejvétsi rannou plochu (sitovani autotransplantatii, smiSend autotransplantace,
sazenicova metoda, Meekova technika). Nejvétsi ploSné expanze se dosahlo pfi
uziti kultivovanych epidermélnich §tépli (Muehleman et al, 1993). Jiz pocatkem
minulého stoleti bylo dokézano, Ze jsou-li kozni fragmenty umistény na vhodny
podklad ve vhodném mediu (napt. fyziologicky roztok obohaceny glukézou a
sérem), dochazi k rozristani epitelovych i pojivovych bun€k — keratinocytli a
fibroblastd (Carrel et Burrows, 1910). Ve 40. letech doslo k enzymatické separaci
epidermis od dermis a takto ziskané keratinocyty byly pouZity pro tkanové
kultivace (Medawar, 1948). Ukdzalo se, ze pfitomnost dermalnich elementt je
rozhodujici pro ptipravu epidermalnich kultivath (Karasek et Charlton, 1971).
Ptitomnost letalné ozatfenych 3T3 bunék (linie embryonalnich mysich fibroblasti)
zajiStovala dobry rist keratinocytl a zabraniovala pfertstani vlastnich fibroblasta.
Kdyz byl poznan ulinek epidermalniho rastového faktoru (EGF) na rist
keratinocytli, byla metodika umoziiujici ptipravu epidermalnich §tépt pro klinické
ucely GspésSné zavrSena (Green et al., 1979). Pro 1ébu pacientl byly autologni
kultivované epidermalni §tépy pouzity poprvé v Bostonu v roce 1981 (O'Connor

et al., 1981).
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3.3.2. Kultivace keratinocytu pro klinické ucely

Zdrojem epidermdlnich S§tépl pro klinické ucely je jemny dermo-
epidermdlni $tép. Tento $tép je enzymaticky (plisobenim trypsinu) rozvolnén na
dermis a epidermis, ze které je ziskana suspenze keratinocytl. Keratinocyty jsou
bunky, které lze kultivovat jen obtizn€. Pro sviij rist vyzaduji piitomnost
podptrnych bunék, které zlepsuji bunéénou adhezi keratinocytti ke dnu kultivaéni
nadoby a svymi metabolity stimuluji i jejich bunécné déleni. Jako podptrné
buiiky se nejcasteji pouzivaji mysi embryondlni fibroblasty (3T3 linie), u kterych
je zastavena prolifera¢ni schopnost, a to bud’ pomoci y-zafeni nebo antibiotika
Mitomycinu C. V kultufe proliferuji pouze ty keratinocyty, které nejsou
terminalné diferencované; nejvétsi rustovy potencial vykazuji kmenové bunky
(De Luca et al., 1992). Keratinocyty tvofi kruhovité kolonie, které se postupné
zvétsuji az splyvaji a pfi tom nici porost podpurnych bunék, takze za 10 az 14 dni
dosahnou souvislého porostu (konfluence). Opakovanym pasdzovanim a ploSnou
expanzi lze v n¢kolika tydnech dosdhnou pozadované plochy v fadech tisict az
desetitisicii cm”. V kone&né fazi je souvisly nékolikavrstevny porost keratinocyti
odvolnén jako St€p pomoci enzymu protedzy ode dna kultivacni nadoby

a uchyceny na textilnim nosici je aplikovan na rannou plochu pacienta.

3.3.3. Kultivace keratinocyti na polymernim nosici

Tento zcela novy pfistup k 1écbé koznich ztrat vyvolal velké nadSeni pro
bunécnou terapii jak u vyzkumnych, tak klinickych pracovnikti. Klinicka
zkuSenost vSak ukdazala, jak je obtizné vytvofit podminky pro dobré ptihojeni
kultivovanych epidermalnich $tépii. Velky diiraz byl kladen na pfipravu ranné

plochy; jako podklad pro kultivaty byla pouZzita alodermis (Hickerson et al., 1994)
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a pozdéji i semisyntetickd ndhrada dermis Integra (Pandya et al., 1998). Nejvice
vSak byly kultivované epidermdlni $t€py po aplikaci ohrozeny vyschnutim ¢i
infekci (Elliott et Vandervord, 2002), ktera je u popélenych pacientli velkym
problémem. Proto byly hledany nové zpusoby, jak in vitro ptipravené bunky
aplikovat. Kultivované keratinocyty byly resuspendovéany ve fibrinovém lepidle a
poté nastiikdny na rannou plochu (Kaiser et al., 1994; Harkin et al., 2006), ktera
tak vlastné slouzila jako kultivaéni podklad pro jejich rozristani. Dale byly
keratinocyty kultivovany na nosici; jednalo se bud’ o aceluldrni dermis
(Matouskova et al., 1993; Herson et al., 2001) nebo o n¢jaké syntetické materialy
(Myers et al, 1997). My jsme si pro tento ucel zvolili hydrogel poly(2-
hydroxyetyl metakrylat), tzv. polyHEMA, ktery je zndm ptedev§im jako material
na vyrobu kontaktnich ¢ocek. PolyHEMA ma vyhodné vlastnosti (obsahuje 38%
tekutiny, je zcela ¢iry a mechanicky pevny), je to vSak materidl, na ktery se diky
vysoké mife hydrofility Spatné adsorbuji bilkoviny. Je tedy obtizné¢ kolonizovan
buiikami (Watt et al., 1988). Na druhou stranu, i kdyZ je adsorpce fibronektinu na
tento hydrogel nizsi, jeho prostorova konfigurace je vhodné&jsi pro adhezi bunék,
nez u jinych syntetickych materidlli (Grinell et Feld, 1982). Zjistili jsme, Ze
osetfeni hydrogelového nosi¢e bovinnim sérem (optimalni koncentrace 25% v/v)
zajisti dostatec¢nou sorpci bilkovin, takze je mozné adheze podptirnych 3T3 bunék
a nasledn¢ i adheze a riist keratinocyta (7).

Pti kultivaci na nosic¢i jsou buiiky aplikovany na rannou plochu obracené,
tedy ,,vzhiru nohama®. Vytvofili jsme laboratorni model ranné plochy —
kultivacni misku osdzenou ozafenymi 3T3 fibroblasty. Diky slabé adhezi bunck
k polyHEMA nosici jsou subkonfluentni keratinocyty schopné zménit polarizaci a

kolonizovat experimentalni rannou plochu. Zde tvoii nové kolonie, které maji
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dobry proliferacni potencial (exprese PCNA a Ki67). Tyto buiky také exprimuji
a2, 03 a a5B1 integrinové fetézce, které jsou charakteristické pro keratinocyty
bazélni vrstvy a objevuji se in vivo v prub¢hu spontanniho hojeni rany z okraji
(5). V pribéhu dlouhodobé kultivace buiiky postupné jevi znaky diferenciace, ve
druhém tydnu produkuji involukrin a ve tfetim keratin 10 (5,7). Je tedy ziejmé, ze
buniky na polymernim nosici jsou schopné osidlit rannou plochu a vytvofit zde
souvisly porost, ktery ¢asem funkéné stratifikuje. V praxi byly tyto §tépy pouzity

k 1é€beé popalenych a pacienti s trofickymi defekty, zejména diabetikt (1,6).

3.3.4. Vyuziti keratinocytii na polymernim nosici v klinické praxi

Keratinocyty kultivované na polymernim nosi¢i byly pouzity k 1é&cbé 19
pacientl s popaleninovym tUrazem a 13 pacientl s trofickymi defekty (1). U
popélenych pacientl se jednalo o popéleniny II. a III. stupné a o odb&rové plochy.
Velikost pouzitych krytd byla 10 az 500 cm® a aplikace keratinocytii nebyla
provadéna opakované. Defekty byly zcela zhojeny v 89,5%; ke zmenSeni ranné
plochy doslo v 5%. U jednoho pacienta neméla 1écba zadny efekt.

Aplikace tohoto krytu na plochu nekrektomovanou az na fascii prokazala,
ze autologni keratinocyty jsou schopné vytvofit trvaly uzavér ranné plochy.
Dlouhodobé sledovani prokdzalo vznik normalni stratifikované epidermis
(suprabazalni vrstvy pozitivni na keratin 10) s intaktni bazalni laminou jiz po 16
dnech. Vytvofeni pevného dermo-epidermalniho spojeni (rete ridges) bylo
pozorovano po 46 dnech (6). Po dvou letech plocha nejevila zndmky jizveni,
histologicky profil byl shodny se zdravou kazi a byla dokonce prokdzana
ptitomnost Langerhansovych bunék (1).

Dv¢ tietiny pacientd s trofickymi defekty trpély cukrovkou, a proto byla

lécba velmi obtiznd. K 1é¢be byly vyuzivany jak keratinocyty autologni, tak Casto
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1 keratinocyty alogenni, u nichZ lze ofekéavat pouze stimulaci hojeni. Kultivované
Stépy byly ve vétSin€ ptipadd aplikovany opakované. K uplnému zhojeni
trofického defektu doslo pouze u tii pacientd (23%), vyrazné zmenSeni ranné
plochy nastalo u Sesti pacientii (46%). U Ctyf' pacientli nevyvolala 1é€ba Zadny
efekt a u dvou musela byt dokonce pierusena. Ukazuje se, ze keratinocyty
kultivované na polymernim nosici jsou velmi dobrym krytem zejména pro 1écbu
traumatickych koznich ztrat. V ptipadé chronickych trofickych defekti, zejména
tam, kde jsou ptidruzeny i dalsi komplikace jako angiopatie a neuropatie, je lécba
velmi obtizna (Waugh et Sherratt, 2007), a tomu odpovida i G€innost nami

pouzité lécby (6).

3.3.5. Odstranéni podpiirnych bunék z kultivaéniho systému

Jak jsem uvedla jiz dfive, podpirné bunky jsou nezbytné pti piiprave
epidermalnich §téph pro klinické ucely. I kdyz jsou v pribéhu kultivace a pted
vlastni aplikaci zcela odstranény, jednd se o kokultivaci s cizorodymi bunikami,
coz muze zhorSovat prognézu aplikovaného §tépu a zdroven je tato skutecnost
nepfizniva 1 z hlediska bezpecnostniho (priony?). Jako alternativa k pouZiti téchto
pomocnych bunc¢k byla vyvinuta specidlni bezsérovd média s definovanym
pfidavkem podptrnych latek (Daley et al., 1990), ale tato metoda nenasla piili§
Siroké uplatnéni i pro vysoké finan¢ni ndklady. V kultufe jsou schopny riist buniky
bazélni vrstvy, které jsou in vivo uchyceny k bazalni membrang, jejiz vyznamnou
soucasti je laminin. Tento protein je siln€ glykosylovan. Obsahuje cetné
oligosacharidy bohat¢ na manodzu. Za pouziti lektinové a reversni lektinové
histochemie pfi studiu lidské kiize jsme zjistili, Ze vazba keratinocytli k lamininu

je krom¢ dalSich typl receptorii realizovdna 1 prostiednictvim lektini
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rozpoznavajicich manézu (11). Keratinocyty dobie adherovaly na kultiva¢ni
povrchy potazené syntetickymi neoglykoproteiny obsahujicimi manoézu i1 za
nepiitomnosti podpiirnych bunék. Pozdéji byly manosidy kovalentné navazany i
na hygrogelovy nosi¢ (polyHEMA ¢i jeho kopolymery). Prokazali jsme, Ze je
mozno kultivovat keratinocyty 1 bez pfitomnosti podplrnych bunék na
bioaktivnim nosi¢i s imobilizovanou manoézou (11). Tento princip imobilizace
latek, které jsou specificky rozpoznavané jednotlivymi typy bunék, na polymerni
nosi¢ by bylo mozno vyuzit zejména pii vyzkumech riznorodych bunécnych

populaci.

28



4. ZAVER

Zavery studii zafazenych do této disertace ukézaly, Ze kultivované

keratinocyty pfedstavuji dobry model pro vyzkum epidermalni kmenové buiiky.

Vyuziti glykobiologického pfistupu pfineslo nova data vyuzitelnd pii
diagnostice nadorti, studiu kmenovych bunck a pifi bunétné terapii koZnich
defektti. Nasli jsme dobrou shodu mezi podminkami in vivo i in vitro. Zjistili
jsme, ze vazba galektinu-3 je citlivym fenotypovym znakem diferenciace
epidermalnich bunék, jadernd exprese galektinu-1 u kultivovanych
keratinocytli ukazuje, ze se jedna o bunky blizké bunikam kmenovym. Zcela
nové jsou i nase poznatky o jaderné expresi galektinu-2.

V ¢asti vénované studiu biologie kmenovych bunék jsme prokézali, Ze i ty
keratinocyty, které jiz nemaji molekularni charakteristiku bun¢k kmenovych,
zméni svij fenotyp do ,kmenové“ podoby po ztraté adheze a opctovné
re-adhezi. Tyto buiiky jsou navic odolné vici specifické forme programované
bunécné smrti-anoikis. I kdyz nelze podle naSich poznatkli povazovat expresi
nukleosteminu v epitelovych bunkdch za znak kmenovosti, vin vitro
podminkach poskytuje dtlezit¢ informace o fenotypu kultivovanych
keratinocytl. Ziskané vysledky ukazuji, Ze vliv prostiedi — tzv. niche - je
pravé to, co udrzuje buiiky ve stavu blizkém bunkam kmenovym.

Na zakladé experimentalnich vysledkli byla vyvinuta novd metodika kultivace
a prenosu keratinocyti na polymernim nosi¢i. Ve srovnani s klasickou
metodou kultivace konfluentnich epidermalnich S§tépti uchycenych na
pottebné pro ptipravu §tépi, odpada také enzymatické odvolnéni bunck, které

negativné ovliviiuje jejich viabilitu. Zejména jsou vSak buiiky po aplikaci na
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rannou plochu kryty hydrogelovym nosi¢em, ktery je chrani pted vniknutim
infekce a vyschnutim a vytvaii vhodné mikroklima pro dobré piihojeni a
rozrustani transplantovanych bunék. Tyto S$tépy byly vyuzity k 1é¢bé 19

pacientll s koznimi ztratami.

Vyzkumné cile vyty€ené v této disertacni praci byly splnény. Piesto zbyva
jesté mnoho problémi, které je nutno vytesit, nez bude vytvofena kozni néhrada,
kterd bude rutinni pomickou k 1é€bé koznich ztrat. Vysledky naSich studii

ptispivaji i k lepSimu poznani naddort vychéazejicich z epiteld.
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5. SOUHRN

Ktze je nejvétSim organem lidského téla a jeji poSkozeni ve velkém
rozsahu mulze zpisobit smrt pacienta.Vzhledem k nemoznosti alotransplantace
kize je 1écba rozsdhlych koznich ztrat (zejména v disledku popaleni) velmi
naro¢nd a zdlouhava. V ptedloZzené praci jsem se soustfedila na stanoveni
glykobiologickych charakteristik dlazdicovych epitelli, zejména klze, za
normalnich a patologickych podminek. Ty by mohly slouzit jako podklad pro
nové metody kultivace keratinocytl pro klinické uziti. Epidermis sice byla prvni
lidskou tkani, kterd byla v laboratofi pfipravena a vracena pacientovi, vysledky
téchto prenosi jsou vSak problematické. K ptipraveé fungujici tkanové nahrady je
nutnd podrobna znalost funkénich vlastnosti pouzivanych bunék. V pracich, které
jsou soucasti této disertace, jsem se vénovala studiu exprese galektinli a jejich
glykoligandli. Dtvodem tohoto zaméfeni je velky vyznam galektinii pro
biologické déje a minimdlni znalosti o vyskytu téchto molekul v kazi. Zjistili
jsme, Zze vazba galektinu-3 je v podminkdch in vivo 1 in vitro citlivym
fenotypovym znakem diferenciace epidermalnich bun¢k (zdravych i nddorovych),
coz by mohlo byt vyuzito zejména k patologickému hodnoceni progndzy
nadorového onemocnéni. Naproti tomu ndmi zjisténd jadernd exprese galektinu-1
u kultivovanych epidermalnich bun¢k — keratinocytl - ukazuje, ze se jedna
o bunky blizké buitkdm kmenovym. To by mohlo byt dllezité pro kultivaci téchto
bunck pro terapeutické ucely. Zcela nové poznatky piineslo studium exprese
galektinu-2 v jadrech bunc¢k vystavenych stresu a jeho akumulace v PML
jadernych téliskach. Prokazali jsme rozdilny fenotyp dlouhodobé kultivovanych
keratinocytli ziskanych z interfolikularni epidermis a z vlasovych folikulti. Na

kratkodobé expresi kmenového znaku keratinu 19 jsme dokézali, ze za in vitro
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podminek miiZze vnéjsi podnét (ztrata a opétovné ziskani adheze) navodit kmenové
vlastnosti epidermalni bunky. Ziskané vysledky tak dokazuji, ze vliv prostfedi —
tzv. niche - je pravé to, co udrzuje buiiky ve stavu blizkém bunikdm kmenovym.
V soucasné dobé& hledame zpusob, jak takovéto podminky in vitro vytvofit.

Byla vyvinuta novd metodika kultivace a pfenosu keratinocyti na
polymernim nosi¢i. Tento zpisob piipravy epidermalnich §tépl pfinasi nékteré
vyhody oproti souvislému porostu keratinocytli mechanicky uchycenému na
textilnim nosici. Jednd se zejména o zkraceni doby potiebné pro piipravu Stépt
a vynechdni enzymatického odvolnéni bunék, které negativné ovliviiuje jejich
zivotaschopnost. Pfedev§im vSak jsou bunky po aplikaci na rannou plochu
chranény pfed infekci a vyschnutim hydrogelovym nosi¢em. Tim je vytvoieno
vhodné mikroprostiedi pro zdarné piihojeni a rozristani transplantovanych bunck.
Tyto Stépy byly jiz pouzity i v klinické praxi s velmi dobrymi vysledky zejména

u popalenych pacientd.
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6. SUMMARY

The skin is the largest organ of human body and its severe damage can
cause even death of a patient. As the allografting of skin can not create permanent
closure of wounds, the treatment (especially in cases of burn injuries) is rather
demanding and prolonged. In my work I focused on determination of
glycobiologic characteristcs of squamous cell epithelium, especially the skin,
under normal and pathological conditions. Those results which we have obtained
could be used for development of new methods of keratinocyte cultivation for
clinical purposes. Epidermis was the very first human tissue that was prepared in
vitro and returned back to the patient however the results of these transplantations
were not satisfactory. The detailed knowledge of functional nature of transplanted
cells is necessary to prepare really effectual tissue replacement. In the articles

used in my thesis I dwell on expression of galectins and their glycoligands.

Galectins play an important role in different biological processes however
the knowledge about their incidence in the skin is minimal so far. We found out
that the bond of galectin-3 under in vivo and in vitro conditions is a sensitive
phenotypic marker of differentiation of epidermal cells. It could be employed
mainly in the pathological estimation of the squamous cell carcinoma prognosis.
On the other hand we determined that the cultured keratinocytes expressing
galectin-1 in their nuclei posses some stem cell features. It could play an
important role in the cultivation of keratinocytes for therapeutical purposes. We
obtained completely new data concerning expression of galectin-2 in the nuclei of

keratinocytes and fibroblasts cultured under stress conditions and its accumulation
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in PML nuclear bodies. We demonstrated the different phenotype in the long-term

cultured interfollicular and hair follicle keratinocytes.

Following the transient expression of the epidermal stem cell marker
keratin 19 we substantiated that an external impuls (loss of adhesion and re-
adhesion) can induce stemness of epidermal cells during in vitro cultivation. It
could be concluded that the microenvironment — so called niche — influences the
maintainance of the cells in the stem cell-like status. We continue in our study
searching how to create such conditions in vitro.

A new method of cultivation and transfer of keratinocytes on polymer
support was developed. This way of cultivation of epidermal grafts exhibits some
advantages compared with confluent sheets attached to textile. Namely the
shortening of the cultivation period and the deletion of enzymatic detachment of
the cells, that negatively influence their viability, are the main benefits. First of all
the hydrogel support protects the cells from infection and desiccation after its
application to the wound bed. So the optimal microclimate for the attachment and
spreading of transplanted cells is created. These grafts were already used in

clinical field with rather good results, namely in burned patients.
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