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(bio)chemická syntéza tkáňové homogenáty preklinické zkoušení: in vitro 

buňky 

zvířata 

10 látek 

izolované orgány 

1. 

fáze 
 

zdraví dobrovolníci, účinek na 

tělesné funkce, určení dávky, 

farmakokinetika 

vybraní pacienti: 

bezpečnost, 

účinnost, dávka, 

farmakokinetika 

2. 

fáze 

skupiny pacientů: srovnání 

se standardní terapií 

3. 

fáze 

1 látka povolovací  

řízení 
všeobecné  

používání 



In vitro modely 

 Evropská legislativa → směrnice Rady 
76/768/EHS (směrnice o kosmetických 
prostředcích) 

                                       → zákaz testování 
konečných kosmetických     přípravků (2004) 
a jejich přísad (2009) na zvířatech a jejich 
uvádění na trh (2009-2013) 

 alternativní zkušební metody in vitro  

 
EpiDerm insert being dosed with a solid test substance. Pcrm [online]. [cit. 2014-06-05].  
Dostupné z: http:// pcrm.org/research/animaltestalt/cosmetics/skin/skin-i-corrosion-tests-resources-company 



Tkáňové kultury     

Orgánová kultura 

Buněčná kultura   (adherentní, suspenzní) 

Primární kultura 

-explantát 

(fibroblasty, epitheliální buňky) 

- suspenze 

(hepatocyty, kardiomyocyty) 

Buněčná linie 

- s omezenou délkou života 

(W138, MRC5…..) 

- nesmrtelné 

(Caco-2, HeLa, MCF7…) 

European Collection for Animal Cell  Cultures, American Type Culture Collection 

Tkáňové kultury 



Modely pro studium hojení ran 

Schéma poraněné kůže během 24 hodin (upraveno podle Xu a kol., 2013) 

Schéma hojení ran (upraveno podle Arwert a kol., 2012) 



LIDSKÉ EPIDERMÁLNÍ FIBROBLASTY A KERATINOCYTY 

• Izolace z lidské kůže. 

• Vzorky kůže z oddělení 

Plastické a estetické chirurgie 

nebo Porodnicko-

gynekologického oddělení 

Fakultní nemocnice Olomouc. 

•  Vzorky odebírány se souhlasem 

etické komise. 

Obr.2 Keratinocyty 0.pasáž (100x zvětšeno ) 

Obr.3 Keratinocyty 1.pasáž (400x zvětšeno) 

Izolace dle protokolu:  

 

Minner F., Herphelin F., Poumay Y.:Study of epidermal 

differentiation in human keratinocytes cultured in autocrine 

conditions. In Epidermal Cells, Methods Biology 585, 

Springer, 2009, Chapter 6, p. 71-82. 

 



Lidské epidermální keratinocyty 

 



 

subkonfluence konfluence postkonfluence 

100 µm 

SC C PC 



Epidermis 
 vrstevnatý dlaždicový rohovějící epitel  

 

Epidermis Structure Labels. In: Pulpbits.com [online]. 2013 [cit. 2014-06-09].  
Dostupné z: http://pulpbits.com/7-skin-structure-anatomy-diagrams/epidermis-structure-labels  

Exprese keratinu 5/K14 
→ markery proliferace 

Exprese keratinu 1/K10  
→ markery rané diferenciace 

Exprese filagrinu, lorikrinu  
→ markery pozdní diferenciace 

Zesílení cytoskeletu 

Kornifikace 
Deskavamace 

Syntéza profilagrinu 



RHE in vitro model  

diferenciace keratinocytů,  
stratifikace → RHE 

10-14 dní 

1.den keratinocyty (5x105 buněk/ml), 
1,5mM CaCl2, 0,5 ml médium EPI+ 

2,5 ml EPI+ → 
médium EpiLife,  
suplementy 
HKGS, 
antibiotika 
(penicilin/ 
streptomycin) 

insert Millicell (polykarbonátový filtr 1,2 cm2, průměr pórů 0,4 μm)  

1,5 ml EPI+, 1,5mM 
CaCl2, 50 μg/ml vit.C, 
10 ng/ml KGF) 



 Modely pro studium hojení ran 

Rekonstruovaná lidská epidermis (RHE) 

www.iivs.org 

Vytvořená RHE 

Normální kůže 
RHE 

www.ijdvl.com 

Inserty 

Franková J, Pivodová V, Ulrichová J. V. mezinárodní konference Bioimplantologie 2013, Brno. 



EXPERIMENTÁLNÍ POSTUPY 

•  Studium cytotoxicity (MTT test)  

•  Stanovení produkce kolagenu I (nepřímá ELISA) 

•  Stanovení produkce MMP-1, 3,.. (ELISA kit, R&D 

systems) 

•  Stanovení  produkce IL-6,-8,-10,-12, FGF, GM-CSF, 

TNF-a, VEGF… (Bio-Plex Pro Assays) 

Podmínky  

 koncentrace buněk/1cm2 


 inkubační doba 24h, 48h a 72h 

 koncentrace testovaných látek 

 koncentrace látek indukujících poškození, zánět, 

Werner S., Grose R.: Regulation of wound healing by growth factors and cytokines. Physiol.Rev. 2003;83: 835-870. 
Toriseva M., Kahari V.M.: Proteinases in cutaneous wound healing. Cell.Mol.Life.Sci. 2009; 66: 203-224. 
 



Cytotoxicita-roztok metalického stříbra ve vodě 
Fotodokumentace 

Ctrl 72h 

cytotoxicita 72h 



Modely pro studium hojení ran 
Experimentální model zánětu 

LPS z Escherichia coli (10-50 µg/ml)  
TNF-α (10-100 ng/ml) 

Lidské epidermální keratinocyty HaCaT (imortalizované keratinocyty) 

Hodnocení zánětu stanovením IL-6 

Žádná reakce 
Reakce u TNF-α 



Prozánětlivé markery 

Interleukin-6/Interleukin-8 

IL-1α 

keratinocyty 

IL-8 IL-6 

↑proliferace 
↑reepitelizace 
↑migrace KC 
 chemoatraktant 

↑proliferace 
↓term. diferenciace 
↓exprese K1/K10 
↓exprese lorikrinu 



Modely pro studium hojení ran 

  Tab. 2 Popis testovaných vzorků nanočástic stříbra a zlata 

Cytotoxicita nanočástic 

Vybrané koncentrace: 
Ag (0,13 a 0,4 ppm) 

Au (1,2 ppm) 

Experimentální model zánětu 
(HaCaT s TNF-α 50 ng/ml) 

IL-6 

Kolagen I 

MMP-1 
MMP-3 

MMP-10 



Vliv nanočástic stříbra a zlata na markery indukované po škrábnutí dna konfluentních 
lidských epidermálních keratinocytů a lidských dermálních fibroblastů 

Po dosažení 100% konfluence kožních fibroblastů a keratinocytů byla přes dno kultivační jamky provedena rýha a k buňkám byly přidány 

nanočástice v příslušných koncentracích. Po 24 hodinové inkubaci buněk s nanočásticemi byl sesbírán supernatant, ve kterém byly stanoveny 

markery uvedené v tabulce.  



Vliv nanočástic stříbra a zlata na proliferaci a životnost lidských dermálních 
fibroblastů ozářených UVA a UVB zářením 

(+) protektivní účinek  nanočástic         (-) žádný účinek nanočástic  



 
Výsledky  RHE 

Hematoxylin-eosin 
 

kontrola (bez Ag) 

metalické stříbro 

25 ppm                            2,5 ppm                            0,25 ppm 

 histologie – barvení  
 jádra modrá, cytoplasma růžová 
 zvětšení 40x 

 



Výsledky RHE 
Imunofluorescenční barvení 

metalické stříbro 

25 ppm                            2,5 ppm                            0,25 ppm 

 
 primární protilátky 

 myší monoklonální protilátka ke keratinu 14 (1:1000)  
 králičí polyklonální protilátka k lorikrinu (1:1000), Dako 

 sekundární protilátky Alexa Fluor®  
 kozí anti-mouse IgG (1:3000) 
 kozí anti-rabbit IgG (1:3000) 

 zvětšení 40x 
 
 

 lorikrin 
 S. corneum 

 keratin 14 
 S. basale 

 
 

kontrola 



 

 

 

   www.medchem.upol.cz 


