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Abstrakt: Obnova rozsahlych koznich a tvarové specifickych defektl predstavuje v soucasné mediciné kritickou
vyzvu, nebot tradiéni metody ¢asto vedou k tvorbé nefunkéni jizevnaté tkané nebo neumoziiuji dosazeni
pozadovaného tvaru a vnitini organizace tkané. Tato prace se zabyva vyvojem pokroCilych biomimetickych
skafoldii vyrobenych kombinaci technologii Melt Electrowriting (MEW) a Melt Electrospinning (MES) z
polykaprolaktonu (PCL). Cilem bylo vytvofit dvouvrstvou strukturu, kde makroporézni MEW vrstva poskytuje
mechanickou oporu dermis a hustd MES vrstva simuluje dermo-epidermalni spojeni. Pro zlepSeni bioaktivity
byly skafoldy funkcionalizovany kolagenem typu I a silk fibroinem (SF). Biologické testovani s lidskymi
dermalnimi fibroblasty (NHDF) po dobu 21 dnti prokézalo, ze skafoldy se SF vykazuji nejvyssi dlouhodobou
metabolickou aktivitu a viabilitu, coz potvrdilo SF jako vhodny funkcionaliza¢ni protein. Detekce a-SMA
potvrdila schopnost struktur stimulovat diferenciaci fibroblasti na myofibroblasty, coz je zdsadni pro neosyntézu
extracelularni matrix.

Kli¢ova slova: tkanové inzenyrstvi kize, skafold, melt electrowriting (MEW), melt electrospinning (MES),
polykaprolakton (PCL), kolagen, silk fibroin (SF), normalni lidské dermalni fibroblasty (NHDF)

1 Uvod

Lidska ktize disponuje slozitou hierarchickou architekturou, kterou je pii rozsahlém poSkozeni
(traumata, tumory, chronické viedy) velmi obtiZzné regenerovat. SoucCasnym klinickym
standardem jsou autografty, jejichZ pouziti je v§ak limitovano nedostatkem darcovskych mist
a rizikem odmitnuti ¢i nekrozy tkdné. Tkanové inzenyrstvi (T1) proto sméefuje k vyvoji 3D
skafoldt, které slouzi jako docasnd mechanicka opora a instruktivni prostfedi pro bunky a
umoziuji tvorbu nové tkan€ v poZzadovaném rozmeéru, tvaru a struktufe. Tyto parametry
nasledné pitimo ovliviiyji vlastnosti nové formované tkané a jeji funkeni vlastnosti.
Polykaprolakton (PCL) je linearni alifaticky polyester, ktery je diky své biokompatibilité,
kontrolované biodegradaci a schvaleni FDA pro vybrané aplikace "zlatym standardem" v TI
[1, 2]. Jeho hlavni limitaci je vSak inherentni hydrofobicita a absence bunécnych vazebnych
motivl [3, 4].

Tato prace vyuziva synergii technologii MEW a MES k vytvoteni hierarchickych struktur. Ty
jsou nasledné funkcionalizovany ptirodnimi proteiny — kolagenem a silk fibroinem — s cilem
napodobit nativni extraceluldrni matrix (ECM) a zlepsit biologickou integraci [4, 5].

2 Materialy a metody

2.1 Priprava a funkcionalizace skafoldu

Hierarchické dvouvrstvé skafoldy byly vyrobeny z PCL. Struktura se skladala ze 3 vrstev
vytvotenych technologii MEW (s rotaci 60°) a 2 vrstev vytvofenych technologii MES (s
rotaci 90°). Prehled pouzitych tiskovych parametrt je uveden nize, viz. Tabulka 1.Vzorky
byly nasledné rozdéleny do tii skupin: 1. bez oSetfeni, 2. oSetiené argonovou plazmou a
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potazené kolagenem typu I, 3. potazené silk fibroinem (20 mg/ml) bez ptedchozi tpravy
plazmou. VSechny vzorky byly osetfeny v ethanolu.

Neupravené skafoldy a jejich jednotlivé vrstvy byly dale hodnoceny z hlediska mechanickych
vlastnosti (trhatka — Z010, ZwickRoell, Germany). U&innost povrchové funkcionalizace byla
ovéiena prostiednictvim FTIR analyzy.

Tabulka 1: Prehled tiskovych parametrii

MEW MES
Teplota taveni 75 °C 75 °C
Vzdalenost kolektoru 3 mm 12 mm
Napéti 8kV 18 kV
Rychlost tisku 700 mm/min 60 mm/min
Tlak 35 kPa 5 kPa

2.2 In vitro biologické hodnoceni

Pro in vitro hodnoceni byly na skafoldy nasazeny NHDF buniky (10 000 bunck/vzorek) a
kultivovany v kompletnim médiu (DMEM/F-12, 5 % FBS, 5 % NBCS, 1 % Pen/Strep) po
dobu 21 dni s pribéznym hodnocenim v €asovych bodech ve dnech 1, 7, 14 a 21. Viabilita
bunék byla hodnocena pomoci Live/Dead barveni (SYTO 9 a propidium jodid), celkova
metabolickd aktivita eseji na bazi resazurinu (méfeni fluorescence 530/590 nm) a bunécna
morfologie pomoci fluorescenéni mikroskopie s barvenim jader (DAPI), aktinovych vlaken
(Phalloidin-FITC), vimentinu (anti-Vimentin Rabbit Monoclonal Antibody (clone 2I13)/anti-
Rabbit Ig-6-TRITC), a-SMA (anti-a-Smooth Muscle Actin (ACTA2) Antibody/anti-Rabbit
Ig-6-TRITC) a mitochondrii (MitoTracker™ Deep Red FM). Vétsina chemikalii byla
zakoupena od Sigma-Aldrich, MitoTracker a Live/Dead esej pochazely z Thermo Fisher
Scientific.

Vstupni morfologie skafoldi a prubéh kolonizace buiikkami byly vizualizovany pomoci
skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM). Vyhodnoceni orientace bunécnych jader bylo
provedeno pomoci Imagel (plugin pro distribuci orientace). Polarni grafy ukazujici orientaci
bunéénych jader na skafoldech byly konstruovany v MATLABu.

3 Vysledky

3.1 Morfologie a chemické sloZeni skafoldi

SEM analyza potvrdila pfesnou a vysoce orientovanou depozici MEW mikrovlaken o
priméru 17,5 + 4,1 pm a ndhodnou orientaci MES mikrovldken o priméru 2,9 + 0,8 pm (viz.
Obrazek 1). Funkcionalizace proteiny mirné zvysila primér vladken, ale zachovala porézni
architekturu nezbytnou pro difuzi zivin. K lep§imu zachovani porézni struktury doslo po
upravé SF — a to zejména v ptipadé MES vrstvy (viz. Obrazek 3). U skafoldl oSetfenych
kolagenem doslo na MES stran¢ k ¢aste¢nému uzavieni porti (viz. Obrazek 2).

Hodnoceni mechanickych vlastnosti prokazalo, Ze kombinovand MEW/MES struktura
vykazuje vyssi pevnost v tahu (viz. Obrazek 5) [6].
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Obrézek 3 : SEM obrazek MEW+MES (silk
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Obrazek 2 SEM obrazek MEW+MES
(plazma + kolagen) skafoldu — MEW strana a
distribuce pramért vlaken. SEM obrazek
MEW-+MES (plazma + kolagen) skafoldu —
MES strana a distribuce pramérii vldken.
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Obrazek 5 : Vysledny graf a porovnani mezi skupinami pro test mechanické zkousky v tahu
(MM = MEW+MES, RO = rotation of 0°, R90 = rotation of 90 °, **: p<0.01, ***: p<0.001).

FTIR spektra vSech analyzovanych skafold jsou charakteristickda absorpénimi pasy PCL,
zejména vyraznym pikem pro natahovani karbonylové vazby (C=0) pfi pfiblizné¢ 1720 cm™
[7]. Obrazek 6 porovnava neoSetieny PCL skafold MEW+MES s MEW+MES skafoldy
funkcionalizovanymi proteiny (kolagen typu I, SF). FTIR analyza prokdzala ptitomnost obou
typll proteint prostfednictvim pro né typickych vrcholil spektra. Kolagen I vykazuje zietelné
pasy pro Amid I (~1650 cm™), Amid II (~1550 cm™) a Siroky pas Amid A (3400-3200 cm™),
které odpovidaji vibracim N-H vazby, Casto spojenym s vibracemi vazby O-H [4, 8]. Vyssi
intenzita piku je zptisobena tendenci kolagenu tvofit membrany, a tedy lokalné deponovat
vétsi mnozstvi kolagenu. Podobné 1 povlak SF vykazuje vyrazny pas Amid I u n¢hoz lze
sledovat posun k niz§im vlno&tiim (shift, ~1623 cm™), coZ indikuje transformaci do stabilni
B-sheet struktury [9].

PCL (MEW+MES) MEW+MES oSetfeno plazmou a povrstvené kolagenem MEW+MES povrstvené silk fibroinem

1
|

0,8

Absorbance
o
>

.
I

0,2 I ‘
I\
\

0 i L VORI S
3900 3400 2900 2400 1900
Vlnové Cislo [cm?]

Obrazek 6 : FTIR spektrum skafoldi (MEW-+MES neosetieny, MEW+MES osetfeny
plazmou a potazeny kolagenem a MEW-+MES potazeny SF)

3.2 Viabilita a proliferace bunék

Ackoliv byl v den 1 zaznamenan zvySeny podil mrtvych bunék (19-25 %) v dtsledku stresu
pii nasazeni, do 21. dne viabilita u vSech skupin piesahla 90 %. Obrazek 7 ukazuje vyvoj
bunécné viability napii¢ skupinami a ¢asovymi body.
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Obrazek 7 : Graf's vysledky viability bun¢k (*: p < 0,05)

Test metabolické aktivity bun€k prokézal (Obrazek 9), ze od 14. dne skafoldy se SF podporuji
metabolickou aktivitu signifikantné 1épe nez neupraveny PCL. Robustni mitochondrialni sit
(barveni MitoTracker) koncentrovand kolem jader potvrdila, Ze builkky jsou metabolicky
aktivni 1 v hlubsich vrstvach skafoldu (viz. Obrazek 8).

1 2 3
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Obrazek 8: Den 21 — MitoTracker (Cervend) + DAPI (modrd) + Phalloidin (zelend).
1) DAPI + MitoTracker, 2) DAPI + Phalloidin, a 3) slouc¢eno (DAPI, Phalloidin,
MitoTracker). A) MEW+MES bez oSetieni, B) MEW+MES oSetfeno plazmou a potazeno
kolagenem, a C) MEW+MES potaZeno silk fibroinem (méfitko: 20 pm).
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Obrazek 9 : Graf's vysledky metabolické aktivity (*: p < 0,05)
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3.3 Bunécna morfologie a diferenciace

Fluorescen¢ni barveni cytoskeletu (Phalloidin/Vimentin) ukéazalo, Ze fibroblasty se siln¢
orientovaly a prodluzovaly podél osy uspoiadanych MEW vléken [10, 11] — Obrazek 10
slouzi jako vizudlni potvrzeni a ukazuje vysledky hodnoceni orientace jader NHDF
kolonizujicich skafoldy. Dosazené vysledky potvrdily vyznam orientace MEW struktury a jeji
vliv na orientaci bunék. Zaroven bylo potvrzeno, Ze tento efekt zistadva zachovan u obou typt
povrchové funkcionalizace. V den 21 se buiiky orientuji pod thlem + 45 °, zatimco v den 7
byla orientace vice méné nahodila.
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Obrazek 10: Polarni grafy s orientaci jader bunék, A) MEW+MES bez uprav, B) MEW+MES
osetfeno plazmou a potazené kolagenem, C) MEW-+MES potaZzené silk fibroinem,
D7 —den 7 a D21 —den 21

Obrazek 11 a Obrazek 12 zachycuji den 1 a den 21 s barvenim vimentinu, markeru typického
pro normalni lidské dermalni fibroblasty. Od 14. do 21. dne kultivace byla u bun€k napftic¢
vSemi vzorky detekovana vyrazna exprese a-SMA (Obréazek 13 a Obrazek 14 zachycuji den 1
a den 21), a to zejména u bunék siln¢ orientovanych podél MEW mikrovlaken. To potvrzuje,
ze vyvinuté dvouvrstvé skafoldy generuji dostate¢né mechanické napéti potiebné k indukci
diferenciace normalnich fibroblastii na aktivované myofibroblasty. Indukce diferenciace na
myofibroblasty byva piipisovdna stimulaci vn¢jSim mechanickym napétim nebo napétim
generovanym strukturou skafoldu [6, 11]. Tento jev je klicovy, nebot” myofibroblasty jsou
zodpové&dné za produkci kolagenu a remodelaci ECM, coZ urychluje reorganizaci a maturaci
noveé tkane.
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Obrazek 11 : Den 1 — Vimentin (Cervend) + DAPI (modré) + Phalloidin (zelena).
1) DAPI + Vimentin, 2) DAPI + Phalloidin, and 3) slouc¢eno (DAPI, Phalloidin, Vimentin).
A) MEW-+MES bez osetfeni, B) MEW+MES oSetfeno plazmou a potaZeno kolagenem, a C)
MEW-+MES potazeno silk fibroinem (méftitko: 100 pm).
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Obrézek 12: Den 21 — Vimentin (Cervend) + DAPI (modrd) + Phalloidin (zelend).
1) DAPI + Vimentin, 2) DAPI + Phalloidin, a 3) slou¢eno (DAPI, Phalloidin, Vimentin). A)
MEW+MES bez osetieni, B) MEW+MES osetfeno plazmou a potazeno kolagenem, a C)
MEW++MES potazeno silk fibroinem (méfitko: 10 yum).

1 2
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Obrazek 13: Den 1 — a-SMA (Cervend) + DAPI (modrd) + Phalloidin (zelena).
1) DAPI + a-SMA, 2) DAPI + Phalloidin, a 3) slou¢eno (DAPI, Phalloidin, a-SMA). A)
MEW-+MES bez osetieni, B) MEW+MES oSetieno plazmou a potazeno kolagenem, a C)
MEW+MES potazeno silk fibroinem (meéfitko: 50 um).
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Obrazek 14: Den 21 — a-SMA (Cervena) + DAPI (modra) + Phalloidin (zelena).
1) DAPI + a-SMA, 2) DAPI + Phalloidin, a 3) slouc¢eno (DAPI, Phalloidin, a-SMA). A)
MEW+MES bez osetieni, B) MEW+MES oSetfeno plazmou a potazeno kolagenem, a C)
MEW+MES potazeno silk fibroinem (méfitko: 10 um).

Z vysledkii imunofluorescencni analyzy vyplyva, Ze po dni 21 povrchova Uprava SF vedla
k lepsi proliferaci bunék, coz je patrné z testu metabolické aktivity bunc¢k (Obrazek 9) i
z vys§i viability bunck (Obrazek 7). Zatimco kolagen je ptirozenou slozkou ECM, silk fibroin
(SF) se v této studii ukazal jako stabilnéj$i a procesné vyhodnéjsi alternativa, kterd umoziuje
povrchovou upravu bez predipravy povrchu, zachovava vysoce porézni charakter MES vrstvy
a efektivnéji podporuje proliferaci a diferenciaci NHDF na povrchu skafoldu.

4 Diskuze

Ziskané vysledky potvrzuji, Ze spojeni technologii MEW a MES uspé$né€ napodobuje slozitou
stratifikovanou architekturu lidské kiZze, jak jako prvni prokazali Girard a kol. [6].
Makroporézni MEW mikrovlakenné struktury funguji jako vynikajici Sablona schopna vést
orientaci cytoskeletu prostiednictvim kontaktniho vedeni (contact guidance) a zarovei
stimulovat bunéfnou polarizaci a diferenciaci. Je zéasadni, Ze tyto vlastnosti ziistavaji
zachovany i po povrchové funkcionalizaci. Zaroven je inkorporace MEW struktury vyznamna
pro zlepSeni mechanickych vlastnosti skafoldu.

Pti srovnani zvolenych povrchovych tUprav se silk fibroin (SF) ukézal jako vynikajici
alternativa k nativnimu kolagenu. SF se velmi u¢inné vazal na povrch bioinertniho PCL a
podporoval dlouhodobou proliferaci, metabolickou aktivitu i1 viabilitu NHDF bun¢k 1épe nez
standardni kolagenova uprava. Vhodnost SF jako materidlu pro regeneraci kiize ve svych
pracich také popsali také Li a kol. A Zhang a kol. Zhang a kolektiv potvrdili regenerativni
kapacitu SF skafoldii dokonce in vivo na zvifecim modelu [9, 12]. Pro budouci klinickou
translaci je dal$si vyznamnou vyhodou SF jeho snadnégjsi aplikace, jelikoz nevyzaduje
plazmovou aktivaci povrchu polymeru a zaroven nenarusuje vysoce porézni strukturu MEW a
MES skafoldd.

Z hlediska regenerace tkané je nejvyznamnéjSim poznatkem silnéd exprese a-SMA. Pfitomnost
tohoto proteinu jednoznacné znaci, Ze fibroblasty diferencovaly na myofibroblasty, které jsou
hlavnimi hybateli syntézy nové extracelularni matrix (ECM) a napomdhaji tvorbé a
reorganizaci nové tkane.
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5 Zavér

Biologick¢ hodnoceni potvrdilo, ze vyvinuté hierarchické skafoldy jsou vysoce
biokompatibilni a funk¢ni. Silk fibroin se ukéazal jako vhodnéjsi biopolymer pro
funkcionalizaci PCL, nebot poskytuje stabiln€jsi bioaktivni rozhrani pro dlouhodobou
kultivaci dermalnich fibroblastd v porovnani s kolagenem typu I a nevyzaduje naro¢nou
plazmovou upravu. Tato prace demonstruje, ze spravnd kombinace orientované 3D
architektury skafoldu a proteinové upravy dokaze stimulovat proliferaci lidskych primarnich
dermdlnich fibroblastli in vitro a vést ke vzniku organizovaného dermalniho ekvivalentu
pfipraveného s potencidlem pro vyuziti v tkdlovém inZenyrstvi pro rekonstrukéni chirurgii
ktze. Samoziejme tento skafold vyzaduje dalsi preklinické a klinické testovani.
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Tato préace byla vypracovana ve spolupraci s tymem prof. Gelinského v Drazd’anech, ktery
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