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SOUHRN

Vzhledem k obsahu fady rlstovych faktord predstavuji trombocyty vyznamny potencidl pro vyuziti v oblasti tkdnového
inzenyrstvi a regenerativni mediciny. Ristové faktory uvolnéné z krevnich destic¢ek ovlivauji bunécnou diferenciaci,
proliferaci, transkripci specifickych protein(, chemotaxi a dalsi procesy ucastnici se regenerace tkani. /n vitro se trom-
bocyty ve formé plazmy bohaté na desticky vyuzivaji pro stimulaci bunécné proliferace rdznych typd tkdnovych kultur.
Pro Ucely tkdnového inZzenyrstvi bunky portstaji nanovldkenné nosice (scaffoldy) s cilem vytvorit systém vhodny pro
naslednou implantaci do organismu. Nanovlakenné scaffoldy se pfipravuji z biokompatibilnich a biodegradabilnich
polymer( technikou elektrostatického zvldknovani.

Suspenze trombocytl byla pouzita pro modifikaci nanovldkennych tkanovych nosicd, které byly pripraveny elektrosta-
tickym zvlaknovanim biodegradabilniho polymeru polykaprolaktonu, ktery je v tkanovém inzenyrstvi hojné vyuzivan. @
Scaffoldy byly modifikovany dvéma metodami: a) smacenim v suspenzi trombocytt a b) sprejovanim mezi vznikajici
nanovlakna béhem elektrostatického zvldknovani. Tyto modifikované nanovldkenné scaffoldy pak byly testovany /in
vitro s vyuzitim mysich 3T3 fibroblastd a lidskych dermalnich fibroblastd. Vysledky ukazuji, Ze inkorporace trombocytd
do nanovldkennych vrstev napomaha bunécné proliferaci obou testovanych bunécénych typd. Inkorporace trombocytl
dovnitf nanovldkenné struktury pomoci sprejovani navic podporuje prortstani bunék do 3D struktury.

KLICOVA SLOVA
trombocyty, elektrostatické zvldknovani, tkanovy nosi¢, nanovlakna, polykaprolakton

SUMMARY
Horakova J, Prochazkova R, Jencova V, Mikes P, Cudlinova M
Polycaprolactone Nanofibrous Layer Functionalized by Thrombocyte Rich Solution

Platelets hold a significant promise for the field of regenerative medicine and tissue engineering given their large
content of growth factors. Released growth factors promote cell differentiation, proliferation, transcription of
specific proteins, chemotaxis and other processes involved in tissue regeneration. Platelets in the form of platelet
rich plasma are commonly used in vitro to stimulate cell proliferation of different types of tissue cultures. In
the tissue engineering approach, cells are grown on nanofibrous scaffolds in order to create a system suitable
for subsequent implantation into the human body. Nanofibrous scaffolds can be prepared from biodegradable
and biocompatible polymers using electrospinning.

A thrombocyte rich solution was used for modification of nanofibrous electrospun scaffolds made from the
biodegradable polymer polycaprolactone, which is widely used in tissue engineering applications. The resulting
scaffolds were modified in two ways: a) bathing in thrombocyte rich solution and b) spraying of thrombocyte
rich solution in between forming nanofibers during the electrospinning process. Nanofibrous scaffolds were
tested in vitro using mouse 3T3 fibroblasts and human dermal fibroblasts. Incorporation of thrombocytes into
the nanofibrous layers increased proliferation of both cell types. The use of the spraying technique promotes
cell ingrowth into 3D structures.
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platelets, electrospinning, scaffold, nanofibers, polycaprolactone
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Tkanové inzenyrstvi je interdisciplinarni obor, ktery
vyuziva znalosti ptfirodnich véd a inzenyrstvi pro vyvoj
biologickych nahrad, které slouzi k obnové, zachovani
¢i zlepSeni funkci tkani nebo organt (1). Jednim z jeho
akold je vyvinuti struktur, které svymi vlastnostmi
a strukturou vytvoii konstrukci s vhodnymi podmin-
kami a prostfedim pro proliferaci bunék in vitro a pro
snadnou obnovu tkané in vivo. Nanovldkenné tkarnové
nosice (scaffoldy) svoji strukturou napodobuji nativni
extracelularni matrix (2), poskytujiv téle mechanickou
integritu a strukturalni podporu tkané, prostor pro
bunécnou adhezi a regulaci funkce bunék (tvar, prolife-
race, migrace, diferenciace) (3). Pro tkarové inzenyrstvi
jsou v soucasnosti vyvijeny tkanové specifické biode-
gradabilni nanovlakenné scaffoldy napfiklad metodou
elektrostatického zvlaknovani (2-4).

Buriky na povrch nanovlakennych struktur snadno
adheruji a v idedlnim pfipadé prortstaji do vnitinich
vrstev jejich struktury. Proliferaci bunék do vnitini
struktury scaffoldl je mozné stimulovat napt. desticko-
vymi rstovymi faktory (PDGF = desti¢kovy rstovy fak-
tor, TGFBL = transformujici rstovy faktor beta 1, IGF1=
inzulinu podobny riistovy faktor 1, FGF1= fibroblastovy
riistovy faktor 1, ECF = epitelovy riistovy faktor, VEGF =
vaskularni endotelovy riistovy faktor), jejichzZ zdrojem
muze byt plazma bohata na trombocyty (PRP). Pouziti
PRP je v klinické praxi zndmé, napft. v ortopedickych
aplikacich se vyuziva pro urychleni procesu hojeni
[5]. Integrace krevnich desti¢ek do nanovlakennych
scaffoldli tak mize vést ke vzniku materidlu s velkym
potencidlem pro pouziti v tkariovém inZenyrstvi.

MATERIAL A METODIKA
Materidly
Polykaprolakton (PCL) s molekulovou hmotnosti
45 000 (Sigma Aldrich) byl rozpustén v systému chlo-
roform/etanol v poméru 9 : 1 o koncentraci 18 hm%.
Suspenze trombocytli (TRS = Thrombocyte Rich
Solution) byla pfipravena Transfuznim oddélenim
Krajské nemocnice v Liberci. Pro experimenty byly
pouzity 2 rizné koncentrace trombocytfi: 626 x 10¢/ml
(TRSA) a 60 x 10° (TRSB). Veskera manipulace s trom-
bocyty byla provadéna za sterilnich podminek.

Elektrostatické zvldkriovdni

Nanovlakenna vrstva z polykaprolaktonu byla pfi-
pravena pomoci zvlaknovaciho zafizeni Nanospider
model 1IWS500U. Tato vrstva byla po sterilizaci v 70%
etanolu po dobu 30 minut a po promyti fosfatovym
pufrem (PBS, pH7,4) nasledné modifikovana smacenim
v suspenzi trombocytd.
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Obr. 1 Elektrostatické zvlaknovani bylo provadéno v lamindrnim

boxu kv(li zajisténi sterilnich podminek. Polymerni roztok

byl umistén ve strikacce (1) s kladné nabijenou jehlou (2).
Vznikajici nanovlakna byla sbirdna na uzemnény kolektor (3).

Suspenze trombocytl (4) byla sprejovana mezi vznikajici

nanovlakna v 5minutovych intervalech béhem celého procesu
zvlaknovani.

Pro srovnani ucinnosti inkorporace trombocytl do
nanovlakenné struktury bylo provedeno elektrostatické
zvlaknovani z jehly se soucasnym sprejovanim roztoku
trombocytli mezi vznikajici nanovlakna. Tento postup
byl zvolen vzhledem moznosti provedeni vlamindrnim
boxu za sterilnich podminek. Schéma experimentu
je zndzornéno na obrazku 1. Vzdalenost mezi jehlou
a kolektorem byla 12 cm, pouzité napéti mélo hodnotu
16 kV. Teplota béhem procesu zvlakniovani byla 23,6 °C
a relativni vlhkost vzduchu 21 %.

Modifikace nanovldkenného tkdriového nosice

Modifikace nanovlakenného tkariového nosice byla
provedena dvéma metodami: (1) nanovlakenny scaffold
byl smacen v roztoku trombocytl, (2) suspenze trom-
bocytl byla sprejovana na materidl béhem procesu
elektrostatického zvlaknovani, coz vedlo k imobilizaci
trombocytd uvnitt 3D struktury.

Z nanovlakennych vrstev byly pfipraveny kruhové
vzorky s primérem 6 mm, jejichz velikost odpovida
rozmérim 96jamkové kultivacni destic¢ky. Vzorky byly
rozdéleny do 3 skupin: kontrolni (K), vzorky smacené
v roztoku obsahujicim vyssi koncentraci trombocytl
(TRSA) a vzorky smacené v roztoku s nizsi koncentraci
trombocyt (TRSB). Scaffoldy byly ponechany v sus-
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penzi trombocytd po dobu 2 hodin. Po inkubaci byly
vzorky promyty PBS a osdzeny mysimi 3T3 fibroblasty
a lidskymi dermalnimi fibroblasty (NHDF).

Pii modifikaci nanovlakenné vrstvy pomoci sprejova-
ni suspenze trombocyttl (TRSA) byly trombocyty prida-
vany do vznikajici nanovlakenné vrstvy v pravidelnych
intervalech 5 minut. Vznikla vrstva byla vytvotena z 5,5
ml polymerniho roztoku a 7 ml roztoku trombocyti.
Jako kontrola slouzila nanovlakenna vrstva vyrobend za
stejnych podminek bez pfidavku trombocytii.

In vitro testy

Mysi 3T3 fibroblasty (ATCC) byly kultivovany v médiu
slozeném z Dulbecco “s Modified Eagles Medium (DMEM,
Lonza), 10% fetalniho bovinniho séra (FBS, Lonza) a 1%
penicilin/streptomycin/amfotericin B (Lonza).

Lidské dermalni fibroblasty (NHDF, Lonza) byly
kultivovany ve Fibroblast Basal Medium (FBM, Lonza)
obohaceném o FBS, inzulin, riistovy faktor fibroblastf
a smés antibiotik (Lonza).

Buriky byly kultivovany v inkubatoru pfi 37 °Cv at-
mosféfe 5% CO,. Fibroblasty 3T3 byly nasazeny v kon-
centraci 10* bunék/testovaci jamka, NHDF byly nasaze-
ny v koncentraci 5 x 10*/jamka. Médium bylo ménéno
3x tydné béhem celého pokusu (14 dni).

Mereni bunécné viability

Viabilita bunék byla méfena pomoci MTT testu
pol, 4,7 a 14 dnech od nasazeni bunék. Princip MTT
testu spociva v redukci MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-
-2-y1)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromid] metabo-
licky aktivnimi burikami na fialovy formazan. K osa-
zenym scaffold@m bylo pfidano 50 pl roztoku MTT
(2 g/1 v PBS, Lonza) a 150 pl pfislusného kultivacniho
média, vzorky byly inkubovany v inkubatoru (37 °C, 5%
CO,) po dobu 4 hodin. Vzniklé krystaly formazanu byly
rozpustény pridanim 200 pl isopropanolu. Viabilita
bunék byla urcena pomoci méfeni absorbance roztoku
vzniklého po rozpusténi formazanu pfi 570 nm. Jako
referencni hodnota byla méfena absorbance pti 650
nm. Vysledna hodnota absorbance vynesena v grafu
jerozdil A_  -A.,... Rovnéz samotné imobilizované
trombocyty vykazuji metabolickou aktivitu a je nutné
odlisit metabolickou aktivitu fibroblastii a trombocytt.
Proto scaffoldy s adherovanymi trombocyty slouzily
jako negativni kontroly, které byly odecteny od celkové
absorbance. Vysledna absorbance tedy odrazi pouze
metabolickou aktivitu fibroblastii.

Rastrovaci elektronovd mikroskopie (SEM)
Jednotlivé vzorky urcené pro SEM analyzu byly nej-
prve zafixovany ve 2,5% roztoku glutaraldehydu (15

minut, 4 °C) a poté odvodnény vzristajici etanolovou
fadou (60%, 70%, 80%, 90%, 96% a 100%). Pfed samot-
nou analyzou byly vzorky pozlaceny a pozorovany po-
moci elektronového mikroskopu SEM Phenom-World.

VYSLEDKY
Adheze trombocytii na povrch nanovidkenného scaffoldu
(modifikace PCL pomoci smdceni v roztoku trombocytil)
Nanovlakenné vzorky byly ponofeny do suspenze
trombocytd po dobu 2 hodin. Snimky z elektronové
mikroskopie (obr. 2) potvrzuji pfitomnost trombocytl
na povrchu nanovldkenné vrstvy. Viabilita trombocytil
adherovanych na nanovlakennou vrstvu byla prokaza-
na také pomoci MTT testu. Na grafu 1 mzZeme vidét
nizkou hodnotu absorbance u kontrolnich vzorkl (vzor-
ky bez bunék) a u vzorkli smacenych v roztoku s niz-
§i koncentraci trombocytd (TRSB). Tato koncentrace
trombocytl nebyla pomoci MTT testu detekovatelna
(absorbance < 0,06). Pfi pouziti roztoku s vyssi kon-
centraci trombocyt (TRSA) byla naméfend hodnota
absorbance vyssi, coz vypovidad o pritomnosti zivych,
metabolicky aktivnich trombocytdl. Viabilita trombo-
cytl s Casem Klesd a po 7 dnech je na stejné irovni jako
u kontrolnich vzorka (vzorky bez trombocytl).
Viabilita fibroblast u kontrolnich a modifikova-
nych scaffoldi byla méfena pomoci MTT testu. Na gra-
fech 2 a 3jsou znazornény vysledky MTT testupo1, 4,7

“
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Obr. 2 Trombocyty adherované na povrch nanovlakenné PCL vrstvy
(zvétseni 10 000x).
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Obr. 3 Snimky z elektronové mikroskopie: lidské dermalni fibroblasty
na kontrolni nanovldkenné PCL vrstvé po 7 dnech (a)
a 14 dnech kultivace (b); lidské dermaini fibroblasty na vrstvé
modifikované vyssi koncentraci trombocytt (TRSA) po 7 (c)
a 14 dnech kultivace (d).

a 14 dnech inkubace. U obou pouZitych bunécnych typi
(3T3 a NHDF) byl zaznamenan podobny trend v nartistu
absorbance odpovidajici poc¢tu metabolicky aktivnich
bunék na scaffoldu béhem l4denni inkubace. Vzorky
preinkubované v roztoku trombocyt (TRSA a TRSB) vy-
kazovaly vyssi hodnoty absorbance, pfitomnost trom-
bocytil tedy pozitivné ovlivnila proliferaci fibroblastd.
V ptipadé pouZiti vys$si koncentrace trombocytd (TRSA)
byly hodnoty absorbance vyssi, zvlasté u lidskych der-
malnich fibroblasth (graf 3).
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Graf 1 Vysledky MTT testu kontrolnich vzork( (K), vzorkd smacenych
ve vy3si koncentraci trombocytt (TRSA) a v nizsi koncentraci
trombocytl (TRSB).
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Bunécna proliferace byla potvrzena rovnéz elekt-
ronovou mikroskopii. Butiky se mnozily na povrchu
nanovldkenné struktury a po tydnu jiz pokryvaly témér
cely povrch scaffoldu (viz obr. 3). Vysledky elektronové
mikroskopie se shoduji s vysledky MTT testu, kdy pro-
liferace bunék byla vyssi u vzorki, které byly modifiko-
vany pridavkem trombocytli, zejména pak pti pouziti
vys$si koncentrace (TRSA).

Metoda rozprasovani trombocytii mezi nanovldkna

Na zakladé vysledkdl predchozich pokusii by-
la zvolena pro dalsi testovani pouze vyssi koncent-
race trombocytd (TRSA) a lidské dermalni fibro-
blasty. Modifikovana vrstva byla vyrobena pomoci
pravidelného sprejovani trombocytli mezi vznikaji-
ci nanovldkna. Vzorky byly osdzeny NHDF burikami
a kultivovany po dobu 14 dnu. Viabilita bunék byla
meéfena pomoci MTT testu po 1, 4, 7 a 14 dnech kulti-
vace. Namétena absorbance odpovidajici poc¢tu zivych
bunék byla vyssi u vzork modifikovanych trombocyty
(graf 4).

Pfitomnost nativnich trombocytl byla potvrzena
MTT testem s podobnymi vysledky jako pfi smaceni
suspenzi trombocytdi: hodnota absorbance u vzorkl
modifikovanych trombocyty poklesla po 7 dnech na
hodnotu srovnatelnou s hodnotou absorbance kon-
trolnich vzorkd (vzorky bez bunék).

Adheze fibroblastdi na nanovlakennou strukturu by-
la sledovana také pomoci elektronové mikroskopie. Na
obrazku 4 jsou znazornény lidské fibroblasty 24 hodin
po nasazeni bunék na tkanovy nosic. Zda se, Ze buriky
na vrstvé modifikované trombocyty maji tendenci
prorastat do vnitfni struktury scaffoldu.

Adheze trombocytii na povrch nanovidkenného scaffoldu
(modifikace PCL pomoci smdceni v roztoku trombocytil)

3,5 4
mPCLK

= PCLTRSB
= PCLTRSA

Absorbance (570-650 nm)

Graf 2 Vysledky MTT testu po 1, 4, 7 a 14 dnech kultivace
nanovlakenné PCL vrstvy osdzené mysSimi 3T3
fibroblasty.



B 4000x
<] 60.0 ym

, NANOVLAKNA

S 3000x JAN 29 2013 12:39
<1 80.0pm M2 1D

Obr. 4 Lidské dermalni fibroblasty po jednodenni kultivaci na PCL nanovldkenné vrstvé (a) a na vrstvé modifikované trombocyty (b).
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Graf 3 Vysledky MTT testu po 1, 4, 7 a 14 dnech kultivace
nanovlakenné PCL vrstvy osazené lidskymi dermalnimi
fibroblasty.

Adheze trombocytli na povrch nanovlakenné struk-
tury probéhla tispésné jiz béhem 2 hodin, jak potvrzuje
istudieJakubova, et al. (7). Adherované trombocyty zobra-
zené na obrazku 2 vykazovaly také metabolickou aktivitu
naméfenou pomoci MTT testu (graf1). Zivotnost trombo-
cytl v pribéhu pokusu Klesala, po 7 dnech jiz absorbance
poklesla na hodnotu srovnatelnou s kontrolnimi vzorky
bez modifikace trombocyty. Tato skutecnost je v souladu
s zivotnosti krevnich desticek (7-11 dni) (8).

Ke zjisténi tcinnosti ristovych faktord a jejich vlivu
na bunécnou proliferaci bylo vyuZzito 2 bunéénych ty-

pl: 3T3 mysi fibroblasty a lidské dermalni fibroblasty.
Lidské krevni desticky, resp. jejich rstové faktory mély
pozitivni vliv na proliferaci obou bunéénych typt. Tato
skutecnost jiz byla potvrzena i na jinych bunéénych
typech, konkrétné Jakubova, et al. potvrdili zvySeni pro-
liferace chondrocyt (6), Slapnicka, et al. se vénovali vlivu
riistovych faktorli na mnozeni lidskych osteoblastl (7).
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Graf 4 Vysledky MTT testu nanovldkenné PCL vrstvy a vrtsvy
modifikované nasprejovanymi trombocyty po 1, 4, 7 a 14 dnech
kultivace s lidskymi dermdlnimi fibroblasty.

TRANSFUZE HEMATOL. DNES 20, 2014

57




HORAKOVA J et al.

58

Metoda rozprasovani trombocytili mezi nanovlakna

Kombinace metod elektrostatického zvlakiiova-
ni se soucasnym sprejovanim suspenze trombocyth
umoznuje homogenni rozptyleni trombocytti do celého
objemu nanovldkenné vrstvy. Trombocyty tak nejsou
pouze na povrchu scaffoldu, jako tomu bylo u pfedcho-
zi modifikace, ale v celém objemu struktury, coz by
mohlo napomoci prorastani bunék do celé struktury
tkanového nosice.

Obecnym problémem nanovlakennych struktur jsou
omezené moznosti proriistini bunék dovnitf 3D struk-
tur. Diky velmi jemnym vlakntm jsou ve struktufe
prilis malé péry omezujici schopnost bunék infiltrovat
se dovnitf tkanového nosice a vytvorit tak funkéni 3D
strukturu (8). Rlistové faktory imobilizované uvnitt
scaffoldu by mohly napomoci bunécné migraci nejen
po povrchu scaffoldu, ale zejména do jeho vnitiku.
Pro vytvoreni takové struktury byla vyuzita unikatni
technologie - spojeni elektrostatického zvlaknovani
ve sterilnim prostfedi laminarniho boxu soucasné
se sprejovanim suspenze trombocytll mezi vznikajici
nanovlakna.

Vysledky potvrdily nasi hypotézu, Ze pritomnost
trombocytl méla pozitivni vliv na proliferaci lidskych
dermalnich fibroblast. Po 14 dnech kultivace byla
hodnota absorbance modifikované vrstvy vyssi nez
u vrstvy kontrolni neobsahujici trombocyty. Snimky
potizené elektronovym mikroskopem naznacuji, ze
adheze bunék na kontrolni material probiha pouze na
jeho povrchu, zatimco u vrstvy modifikované trom-
bocyty mtizeme sledovat proristani bunék dovnitf
struktury (obr. 4). Toto tvrzeni je vSak potfeba podlozit
dal$imi experimenty.

ZAVER

Ristové faktory trombocytl byly vyuzity pro cile-
nou podporu bunécné proliferace na nanovlakennych
scaffoldech vyrobenych z biodegradabilniho polymeru
polykaprolaktonu. Nanovlakenné struktury obecné
podporuji adhezi bunék diky podobnosti s mezibunéc-
nou hmotou tvofenou pfevazné kolagenovymi vlakny.
Problémem vSak byva rovnomérné rozmisténi bunék
ajejich prortstani do vnitini nanovldkenné struktury.
Rustové faktory uvolniujici se z krevnich destic¢ek maji
pozitivni vliv na bunécnou proliferaci a slouzi jako bio-
aktivni molekuly pro fibroblasty. Inkorporace desticek
do nanovlakenné struktury mtze byt provedena jednak
jejich pouhou adsorpci na povrch, popt. jejich sprejo-
vanim béhem samotného procesu zvlaknovani. Tato
metoda umoziiuje inkorporaci trombocytil do celého
objemu scaffoldu. Pozitivni vliv na proliferaci fibroblas-
tl byl potvrzen testem metabolické aktivity MTT i mik-
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roskopicky. Nasledné experimenty budou zkoumat vliv
faktori na bunécnou proliferaci s vyuzitim konfokalni
fluorescencni mikroskopie, kterd umoznuje sledovani
hlubs$ich vrstev nanovlakenné struktury.

Podil autori na rukopisu

JH: provedeni experimentu, napsdni rukopisu

RP: priprava TRS, kontrola a revize rukopisu

VJ: licast na provedeni experimentu (in vitro testovdni), kontrola
rukopisu

PM: ucast na provedeni experimentu (elektrostatické zvldkriovdni

a jeho modifikace)
CM_: licast na provedeni experimentu
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