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T he re  ha s  b ee n  a  l a rg e  u ps u rge  i n  e p i t h e l i a l  r e ge ne ra t i ve  me d i c i ne  i n  r e c en t  3 0  ye a r s ,

g i v i n g  a n o ve l  a p pr oa c h  f o r  o ve r c o mi n g t he  i s s u es  o f  s y mpt o ma t i c  t he ra p i e s  an d  

su rg i ca l  t r e a t me n t s . Te mp er a t u r e  r e sp o ns i ve  c e l l  cu l t u r e  su r f ac es a l l o w c o nf l ue n t l y  

cu l t u r e d  c e l l s  t o  de t a ch  t h e ms e l ve s  f r o m t h e  s u r f ac es  a s  a  co n t i gu o us  ce l l  s h ee t  

no n - i n va s i ve l y. O ra l  mu c o sa l  e p i t h e l i a l  c e l l s h a ve be e n  e mp l o ye d  t o  t r e a t  c o rn e a l  an d  

e s o ph a ge a l  r e ge n e ra t i on ,  b ec au s e  t he s e ce l l s  a r e  c l a s s i f i e d  i n  s t r a t i f i e d  s qu a mou s  

ep i t he l i a l  ce l l s . C o n ve n t i on a l  c u l t u r e  me th o d  f o r  s t r a t i f i e d  s qu a mo u s  e p i t h e l i u m ha s  

us e d x e no ge n e i c  ma t e r i a l ,  su c h  a s  3T 3  f e ed e r  ce l l s , t o  e nh a nc e t he i r  c e l l  g r o w t h . B y  

us in g  t e mp er a t u r e  r e sp o ns i ve  ce l l  c u l t u r e  i n se r t , t h e  f a b r i c a t i on  o f  do g  o r a l  mu c o sa l  

ep i t he l i a l  c e l l  s he e t  i s  f r ee f r o m t h e  u se  o f  3T 3  f e ed e r,  w h e re as  h u ma n  o ra l  mu c o s a l  

ep i t he l i a l  c e l l  c u l t u r e  i s u n s t ab l e  w i t h o u t  3T 3  f e ed e r. In  a dd i t i o n ,  s e r u m u s e  a s  a  

me d i u m a d d i t i ve  h as  p r o b l e ms  a s  f o l l o w in g s ;  a n i ma l  d e r i ve d  s e ru m h a s  a  p o s s ib i l i t y  t o  

t r a n s mi t  u n kn o w n  i n f e c t i o n a nd  l o t  d i f f e r e nc e s ,  p a t i e n t  de r i v ed  s e r u m h as  i s s u es  o f  

i n va s i ve n e s s  o f  b l oo d  c o l l ec t i on ,  a  p os s i b i l i t y  o f  p r e p a r a t i o n  mi s t a ke ,  a n d  i n d i v i du a l  

d i f f e r e nc e s  o n  const i tuents . T h e r e f o re ,  t h e r e  i s  a  c o mp e l l i n g  n e e d  f o r  t h e  

de ve l o p me nt  o f  a 3T 3  f ee d e r - a n d  s e ru m-f r e e  c u l t u r e  s y s t e m f o r  o r a l  mu c os a l  

ep i t he l i a l  ce l l s ,  b u t  t h i s  co n d i t i on  i s  s t i l l  u n s t a b l e  an d  n e ed s  po s s i b l e  a d d i t i o na l

f a c t o r s  f o r  s us t a i n i n g  t he  s t ab l e  s up p l i e s  o f  r e ge n e r a t i ve  me d i c i ne  p r o d uc t s . T h i s  

t h es i s  a i me d  t he  e l uc id a t i on  an d  ap p l i ca t i on  o f  e ff ec t i ve  su p p l e me n ta l f ac to r s  f o r  

s t r a t i f i e d  s q ua mo u s  ep i t he l i a l  c e l l  c u l t u r e .

C ha p t e r  1  d es c r ib e s  t h e  b ac k gr o un d s  o f  r e ge ne ra t i ve  me d ic i ne ,  s t r a t i f i ed  s q ua mo u s  

ep i t he l i u m,  a n d  t he  a pp l i ca t i o n  a n d  c u r r e n t  i s su e  o f  e p i t he l i a l  c e l l  s h ee t s .

C ha p t e r  2  de sc r i b es  a i ms  o f  t h i s  t he s i s .

In  c h a p t e r  3 ,  i n t e r s p ec i f i c  d i f f e r en c es  o f  i n  t he  i n  v i t ro b e ha v i o r s  o f  o r a l  mu c os a l  

ep i t he l i a l  c e l l  w e re  c l a r i f i e d  a mo n g h u man ,  r a t ,  mo u s e ,  d o g ,  r ab b i t ,  a n d  p i g . H u ma n  

an d  p i g  e p i t h e l i a  w e re  r e l a t i ve l y  t h i c ke r  a mo n g  6  s p e c i e s . C o lo n y  f o r mi n g  e f f i c i e nc y  

o f  r a t  w as  t he  h i gh es t ,  a n d  f o l l o we d  b y  t h e  o r de r  o f  d o g ,  h u ma n ,  r a b b i t ,  a n d  p i g .

C o l o n i e s  o f  mo u s e  c e l l s  we re  a l l  p a r ac lo ne  an d  un c ou n ta b l e  i n  c o l o n y  fo r mi n g  a s s a y.

R ab b i t  an d  p i g  c e l l s  s ho w e d  a po or  p r o l i f e r a t i o n  an d  n o  ce l l  s h ee t  f o r mi n g  a b i l i t y  

wi t ho u t  a f e e de r  l a y e r. O n  t h e  o t h e r  ha n d ,  e ve n  wi t h o u t  a f e ed e r  l a ye r,  c u l t u r e d  do g  

an d  mo u se  c e l l s  f o r me d  c o n t i gu o us  c e l l  s he e t s ,  a n d  d o g  c e l l  s h ee t s  w er e  a b l e  t o  be  

p r o du c ed  s t e a d i l y  r e ga r d l e s s  o f  c u l t u r e  c on d i t i o n  a s  l o n g  a s  t he  s e ed in g  c e l l  de n s i t y

w as  h i gh . T h es e  r e s u l t s  i n d i c a t ed  t h a t  i n t e r sp e c i f i c  va r i a t i o n  w a s  co n s i d e r ab l e  i n  o r a l  

mu c o sa l  e p i t he l i a l  c e l l s ,  a n d  s p ec i f i c  e xp e r i me n ta l  a n i ma l  o r  h u ma n  ce l l s  mu s t  be  

ch o se n  i n  a c co r da nc e  wi th  t h e  i n t e nd e d  u s e . In  a c o n d i t i o n  wi t h b o t h  3T 3  f e e de r - a nd
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ch o l e r a  t o x i n - f r ee  cu l t u r e me d i u m, h i gh  ce l l  d e ns i t y - s e e de d  d o g  o ra l  mu c os a l  

ep i t he l i a l  ce l l s  g r e w  s t r o n g l y. Mo re o v e r,  do g  c e l l s  s ho w e d  a  d i f f e r e n t  i nc l i n a t i o n  

r e ga r d i n g  t h e  r e s p o n s i b i l i t i e s  f o r  ch o l e r a  t o x i n  a n d  c e l l u l a r  c A MP c o n ce n t r a t i o n .

In  c h a p t e r  4 ,  IL -1  r e ce p t o r  a n t a go n i s t  w a s  i de n t i f i e d  a s  a  po s s i b l e  g r o w t h  f ac t o r  b y  

fo c us i n g  o n  t h e  o u t s t a nd i n g  p r o l i f e r a t i o n  a b i l i t y  o f  d o g  o r a l  mu c o sa l  e p i t h e l i a l  c e l l .

C o l l e c t ed  4 8 -h - i n c u ba t e d  su p e r na t a n t  o f  d o g  o r a l  mu c o sa l  ep i t he l i a l  ce l l  cu l t u r e  

p r o mo t e d  r a t  o r a l  mu co s a l  ep i t he l i a l  ce l l  g r o wt h ,  an d  t h e  g r o wt h  e ff ec t s  w er e  h i g h  b y  

t h os e  c o l l e c t ed  on  5  d a y  t o  9  d a y. B y  t he  t i me -p o in t  an a l ys i s  o f  g r o wt h  f ac t o r s  o n  

cu l t u r e d  do g  o ra l  mu co s a l  e p i t h e l i a l  c e l l ,  14  g r o wt h  f a c t o r s ,  o f  w h ic h  e xp re s s i on s w er e

h i gh  o n  d a y  5  t o  da y  9 ,  w er e  s c r ee n ed . A s t a t i s t i c a l l y  s i gn i f i c an t  p ro mo t i ve  ac t i v i t y  

w as  o bs e r ve d  i n IL -1 R A ,  a n d  a s i gn i f i c a n t  i n h i b i t o r y  a c t i v i t y  w a s  ob s e r ve d  i n  IL -

Mo re o ve r,  IL -1 R A an d  a n t i - IL -

ep id e r ma l  ke ra t i n oc y t e  g r o w th a n d  i n d uc e d  a  s t e m/ p r o ge n i t o r  ce l l  ma r ke r  a n d  n o r ma l  

d i f f e r e n t i a t i on  ma r ke r s . F u r t he r mo r e ,  f a b r i c a t ed  h u ma n  e p i d e r ma l  ke r a t i n oc y t e  s he e t s  

sh o w e d  t he  h i gh  ex p re s s io n s o f  s t e m/ p r o ge n i t o r  ma r ke r,  t h e  no n -a b n or ma l  e xp re s s i on  

o f  p r o l i f e r a t i o n  ma r ke r,  an d  t h e  n o r ma l  ex p re s s io n  o f  p ro p e r  d i f f e r e n t i a t i on  ma r ke r,  

i n d i ca t i n g  t ha t  IL -1 RA ha s  a  c l i n i c a l  u s a b i l i t y.

In  c h a p t e r  5 ,  a l l - t r a ns r e t i n o i c  a c i d  ( AT R A ) ,  a  r e t i no l  de r i va t i ve ,  w as  i d e n t i f i e d  t o  

be  o ne  o f  t he  mo s t  i mpo r t a n t  r e p l ac e me n t s o f  s e r u m. In t e r e s t i n g l y,  f a b r i c a t ed  s t r a t i f i ed  

ep i t he l i a l  c e l l  sh e e t s  c u l t u r e d  u n de r  a s e r u m -f r ee  co n d i t i on  w er e  fo u n d  t o  b e  f r a g i l e ,

an d  s h o w ed  n o  c on t r a c t i o n  a n d  a  po or  s t r a t i f i c a t i o n  a f t e r  d e t ac h me n t  f r o m c u l t u r e  

su r f ac e s ,  w he re a s t h e  ce l l  s he e t  f a b r i c a t ed  un d e r  a s e r u m -a d de d  c o nd i t i o n  s ho w e d  a

s t r o n g  c o n t r a c t i o n , an d  a s t r a t i f i e d a n d  ro b us t  s t r uc t u r e . C e l l  s he e t s  f a b r i c a t e d  i n a

c y to c ha l a s i n  D , a n  a c t i n  p o l y me r i za t i o n  i n h i b i t o r , a d de d  c o n d i t i o n a n d  a s o d i u m a z i de ,

an  AT P s yn th e s i s  i nh i b i t o r,  a d de d  c o n d i t i on sh o w e d  n o  co n t r ac t i on  e ve n  i n  a

se ru m -a d d ed  co n d i t i on . In  a d d i t i on ,  t h e  i n h i b i t i o n  o f  R h o  k i n as e ,  w h ic h  i s  t he  

do w n s t r e a m o f  s ma l l  GT P as e  R h o ,  t h e  i n h i b i t i on  o f  myo s i n  AT Pa s e ,  t h e  i n h i b i t i on  o f  

myo s in  l i gh t  ch a i n  k i na s e ,  a n d  Ca 2 + ch e l a t i o n  s u p pr es se d  t he  c on t r ac t i o n . H o w e ve r,  

l y so p h os p ha t i d i c  a c i d  a n d  t h r o mb i n ,  w h i ch  a r e  kn o w n  a s  R h o  a c t i va t o r s ,  s h o w ed  no  

e f f e c t  o n  c e l l  s he e t  c on t r ac t i o n  i n  s e ru m -f r e e  co n d i t i on . D N A mi c r oa r r a y  a n a l ys i s  

r e ve a l e d  t ha t  t h e  mos t  s i gn i f i ca n t  d i f f e r e nc e wa s  o b se r ve d  i n  r e t i n o l  me t a bo l i s m 

pa th w a y  b e t w ee n  s e ru m-a d d e d  a n d  se ru m -f r e e  co n d i t i o ns . AT R A in d u ce d  e p i t h e l i a l  

ce l l  p ro l i f e r a t i on ,  c e l l  s h ee t  co n t r ac t i o n  an d  s t r a t i f i ca t i o n ,  a nd  t he  r ec o ve r y  o f  

s t r u c t u r a l  f r a g i l i t y  i n  a  s e r u m -f r ee  cu l t u r e  c o n d i t i o n i n  a  do s e -d e p e nd e n t  ma n ne r.

O rga n i za t i o n o f  E - - -c a t en in ,  de s mo gl e i n  1 ,  a nd  de s mo c o l l i n  3
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w er e  n o t ab l y  h i gh e r  un d e r a s e r u m -a d d e d  o r  AT R A -s u p p l e me n te d  co n d i t i o n  t h an  un d e r  

a  c o nd i t i o n  wi t ho u t  bo t h  o f  s e r u m a n d  AT R A . C o mb i n e d  wi t h  t he  r e su l t s ,  t h e

co n t r ac t i on  ne e de d  bo t h  ac t o myo s i n  a c t i va t i on  an d  c e l l -c e l l  j un c t i o n ma t u r a t i on ,

w h i c h  w ou ld  b e  r e gu l a t e d  b y  AT R A . T he r e f o r e ,  AT R A w a s  ab l e  t o  be  c o ns i d e r e d  a s  o ne  

o f  t h e  mo s t  s i gn i f i ca n t  r e p l ac e me n t  f ac to r s  f o r  s e r u m.

In  c h ap t e r  6 ,  w e  c l a r i f i e d a n  e p i t h e l i a l  p r o l i f e r a t i ve  e ff ec t  b y  ca lp a i n  i nh i b i t i o n .

B ec a us e  t h e  s t ud y  o f  c ha p t e r  4  f o un d  a s up p re s s i ve  a c t i v i t y  o n ep i t he l i a l  c e l l  g r o wth  

b y  IL - ,  w e  i n ve s t i ga t ed  a n  e p i t he l i a l c e l l  g r o wt h  a c t i v i t y  b y  t h e  s up p re s s io n  o f  

ca lp a i n ,  w h i ch  ma ke s  ma tu re  a nd  se c re t o r y  IL - - IL -

ac t i v i t y. A t t a c he d  c e l l  n u mb e r  wa s  s i gn i f i ca n t l y  h i gh ,  ce l l  mo r p h o l o gy  w a s  ke p t  i n  

un i f o r m,  a nd  t h e c e l l  p r o l i f e r a t i o n  w a s  s t r o n g l y  e n ha nc e d  i n  a  ca l pa in  i n h i b i t e d  

co n d i t i on . In  a d d i t i o n ,  n o  e f f e c t  w as  ob s e r ve d  i n  a  c on d i t i o n  wi t h  c a l p a i n  i n h i b i t o r s

ha v i n g  h u ge  mo l e cu l a r  w e i gh t . Mo re o ve r,  n o t  o n l y  IL - s up p re s s e d  i n  

t h e  cu l t u r e  s up e r n a t a n t , b u t  a l s o  mR N A e xp r es s i o n  an d  t he  p r o -a n d  ma t u r e - IL -

o f  t he  c e l l s . T h es e  r e su l t s i n d i ca t e d  t h a t c a l p a i n  i n h i b i t o r  i n d uc e s e p i t h e l i a l  

p r o l i f e r a t i o n  pa r t l y  b y  i nh i b i t i n g  IL - i n s i de  t he  ce l l s ,  a n d  t h e  

p r o l i f e r a t i o n  e f f e c t  w as  fo u n d  t o  b e  u s e f u l  a s  an  ad d i t i o n a l  f ac t o r  f o r  e p i t h e l i a l  

cu l t u r e .

In  c h a p t e r  7 ,  IL -1 R A - a n d  AT R A -a d d e d  s e r u m -f r e e  c h e mi ca l l y  d e f i ne d  me d i u m w as  

p r e pa re d . C u l t u r ed  s t r a t i f i ed  s q u a mo u s  e p i t h e l i a l  ce l l s  sh o w e d  n or ma l  e p i t he l i a l  ce l l  

mo r p h o l o gy  a n d  a  p r o l i f e r a t i o n  ac t i v i t y,  w h i c h  we r e  s i mi l a r  t o  t h os e  i n  a  s e r u m -a dd e d  

co n d i t i on ,  i n d i ca t i n g  t h a t  a n o ve l  ce l l  cu l t u r e  t e c hn o lo gy  w a s  d e ve lo p ed  f o r  

l e s s - i n va s i ve  a nd  co ns i s t e n t  r e ge n e r a t i ve  me d ic in e .  

In  c h a p t e r  8 ,  t h e  s t u d y  c o nc l us io n  an d  fu t u r e  p r os p ec t  a r e d es c r i be d . Fr o m t h i s  s t u d y,  

e f f e c t i ve  f a c t o r s  f o r  ep i t he l i a l  cu l t u r e  we re  e l uc id a t e d .

T h i s  s t ud y  w o u l d  g i ve  ( 1 )  a  r e d uc t i o n  i n th e  a mo u n t  o f  c o l l e c t ed  t i s su e  b y  b i op s y  

f r o m p a t i en t s  a nd  (2 )  a  p os s i b i l i t y  t o  sh or t e n  c e l l  s h ee t  f a b r i c a t i o n  t i m e ,  i n d i c a t i n g  

t h a t  t h e se  a r e  g r e a t be n e f i t s f o r  p a t i e n t s ,  me d i ca l  w or ke r s ,  a n d  r e ge n e r a t i ve  me d ic in e  

i n d us t r i e s . M or e o ve r,  t h e  f i nd in gs  w o u l d  g i ve  a  ke e n  p e r ce p t i o n  fo r  p r o l i f e r a t i on ,  

d i f f e r e n t i a t i on ,  s t e m/p ro ge n i t o r  ma in t e n a nc e ,  a n d  en g i n ee re d  t i s s ue  c y t os ke l e t o n  o f  

s t r a t i f i e d  ep i t he l i a l  ce l l s . F ur t he r mo r e ,  t he  c o mp a ra b l e  ce l l  b i o l o g i ca l  a p pr o ac h  fo r  

g r o wt h  f ac to r  e xp lo ra t i on  i n  c ha p t e r  4 ca n  b e  ap p l i ed  t o  i n ve s t i ga t i o n  f o r  va r io us  

g r o wt h  f a c t o r s .  
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