Texturované samonosné hiopolymerni vrstvy

Bc. EliSka Bognerova

Diplomova prace i Univerzita Tomase Bati ve Zliné
2020 Fakulta technologicka




Univerzita Tomase Bati ve Zliné
Fakulta technologicka
Ustav technologie tuka, tenzidii a kosmetiky

Akademicky rok: 2019/2020

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(projektu, uméleckého dila, umeleckého vykonu)

Jménoapiijmeni:  Bc. Eliska Bognerova

Osobni €islo: 118294

Studijniprogram: ~ N2901 Chemie a technologie potravin
Studijni obor: Technologie tukii, detergent a kosmetiky
Forma studia: Prezencni

Téma préce: Texturované samonosné biopolymerni vrstvy

Zasady pro vypracovani

1. Vypracujte literami reSersi na dané téma. V této casti se mimo jiné zamérte na poznatky spojené s aplikaci biopolymernich
vrstev v kosmetice.

2. Pripravte biopolymerni roztoky za rozdilnych fyzikélnich podminek. Zmodifikovanych roztokil pripravte metodou casové sek-
venovaného davkovani texturované polymerni vrstvy.

3. Pripravené vrstvy charakterizujte pomoci optické mikroskopie, kontaktni profilometrie, skenovaci elektronové mikroskopie
a mikroskopie atomarnich sil.

4. Experimentalni vysledky prehledné diskutujte a uvedte hlavni zavéry prace.



Forma zpracovani diplomové prace: Tisténd/elektronicka

Seznam doporucené literatury:

1. Minafik, A., Smolka, P, Lapcik, L., Preliminary Investigation of Factors Determining Self-Organised Structures Preparation in
Polymer Layers. Int. ). Heat Mass Transfer 2011, 54 (17-18), 4135-4142.

2. Xue, L. )., Zhang, J. L, Han, Y. C., Phase Separation Induced Ordered Patterns in Thin Polymer Blend Films. Prog. Polym. Sci.
2012,37 (4), 564-594

3. Munoz-Bonilla, A., Fernandez-Garcia, M., Rodriguez-Hernandez, J., Towards Hierarchically ordered Functional Porous Poly-
meric Surfaces Prepared by the Breath Figures Approach. Prog. Polym. Sd. 2014, 39 (3), 510-554.

4. Friedbacher, G., Surface and Thin Film Analysis, Wiley, 2011, ISBN 97-3-527-32047-9

Vedouci diplomové prace: Ing. Antonin Minafik, Ph.D.
Ustav fyziky a mater. inzenyrstvi

Datum zadani diplomové prace: 2. ledna 2020
Termin odevzdani diplomové prace: 15. kvétna 2020

LS.

prof. Ing. Roman Cermak, Ph.D. doc. Ing. Marian Lehocky, Ph.D.
dékan feditel ustavu

Ve Zliné dne 20. unora 2020



PROHLAéENi’ AUTORA
DIPLOMOVE PRACE

Beru na védomi, ze:

e diplomova prace bude ulozZena v elektronické podobé v univerzitnim informacnim systému a
dostupna k nahlédnuti;

e na moji diplomovou praci se pln¢ vztahuje zakon ¢. 121/2000 Sb. o pravu autorském, o
pravech souvisejicich s pravem autorskym a o zméné nékterych zakonii (autorsky zdkon) ve
znéni pozdéjSich pravnich predpist, zejm. § 35 odst. 3;

e podle § 60 odst. 1 autorského zdkona ma Univerzita Tomase Bati ve Zlin¢ pravo na uzavieni
licen¢ni smlouvy o uziti Skolniho dila v rozsahu § 12 odst. 4 autorského zakona;

e podle § 60 odst. 2 a 3 autorského zakona mohu uzit své dilo — diplomovou praci nebo
poskytnout licenci k jejimu vyuziti jen s ptedchozim pisemnym souhlasem Univerzity Tomase
Bati ve Zlin¢, ktera je opravnéna v takovém piipadé ode mne pozadovat pfiméteny piispévek
na uhradu nakladu, které byly Univerzitou Tomase Bati ve Zlin€ na vytvofeni dila vynalozeny
(az do jejich skute¢né vyse);

e pokud bylo k vypracovani diplomové prace vyuzito softwaru poskytnutého Univerzitou
TomasSe Bati ve Zlin€ nebo jinymi subjekty pouze ke studijnim a vyzkumnym ucelim (.
k nekomer¢nimu vyuziti), nelze vysledky diplomové prace vyuzit ke komerénim uceltim;

e pokud je vystupem diplomové prace jakykoliv softwarovy produkt, povazuji se za soucast
prace rovnéz i zdrojové kody, popt. soubory, ze kterych se projekt sklada. Neodevzdani této
soucasti mize byt divodem k neobhéjeni prace.

Prohlasuji,
e 7e jsem diplomové praci pracoval samostatné a pouzitou literaturu jsem citoval. V pripadé
publikace vysledkti budu uveden jako spoluautor.

e 7e odevzdana verze diplomové prace a verze elektronicka nahrana do IS/STAG jsou obsahové
totozné.

Ve Zliné dne:

Jméno a pfijmeni studenta:

podpis studenta



ABSTRAKT

Samonosné biopolymerni vrstvy na bazi hyaluronanu a hedvabného proteinu byly povr-
chové upravovany pomoci casové sekvenované fazové separace vyvolané smési dobrého
a Spatné¢ho rozpoustédla s aditivnimi latkami. Pfipravované polymerni povrchy byly cha-
rakterizovany pomoci mikroskopickych a profilometrickych technik. V piipad€ materialti
na bazi hyaluronanu byly vyhledavany nejvhodnéjsi kompozice modifikacnich smési ve-
douci ke vzniku specifickych povrchovych mikro a makro porta. V ptipadé hedvabného
proteinu (Bombyx mori fibroinu) byly optimalizovany postupy selektivniho znaceni povr-
chovych pora. Toho lze dosdhnout s pomoci rozdilné rozpustnosti pouzitych fluorescen-
¢nich barviv v jednotlivych komponentech modifikacni smési generujici povrchovou mak-

ro texturu.

Kli¢ova slova: hyaluronan, hedvabny protein, fibroin, povrch, fazova separace, selektivni

znaceni

ABSTRACT

Self-supporting biopolymer layers based on hyaluronan and silk protein were surface tre-
ated by time-sequenced phase separation induced by a mixture of good and bad solvent
with additives. The prepared polymer surfaces were characterized by microscopic and pro-
filometric techniques. In the case of hyaluronan-based materials, the most suitable compo-
sitions of modifying mixtures leading to the formation of specific surface micro and macro
pores were sought. In the case of silk protein (Bombyx mori fibroin), procedures for se-
lective labeling of surface pores have been optimized. This can be achieved by means of
the different solubility of the fluorescent dyes used in the individual components of the

modification mixture generating a surface macro texture.

Keywords: hyaluronan, silk protein, fibroin, surface, phase separation, selective labeling
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UvVOD

Biopolymery vyskytujici se v pfirod¢ jsou dostupnym a obnovitelnym zdrojem makromo-
lekularnich systému. Jejich vyhodou je netoxicita, biokompatibilita, biologicka rozlozitel-
nost a flexibilita fyzikalnich vlastnosti, diky ¢emuz je témto materidlim vénovana zna¢na

pozornost.

Mezi vyznamné polymery vyskytujici se v pfirod¢ patii: hyaluronat sodny, alginat, chi-
tosan, celuldéza, hedvabné proteiny, agardza, karagenan, Zelatina, dextran, xanthan, pek-

tin atd.

Vyzkum, ktery se tyka vyse jmenovanych vyznamnych polymerd, je v dnesni dobé zame-
fen na vyvoj nosicl pro inzenyrské enzymy, vyrobou kompozitnich materialti pro rizna
pouziti v biomedicin€, environmentalnich, farmaceutickych a potravinafskych aplikacich.
V ramci vyzkumu chovani enzymt v ptfitomnosti biopolymerid bylo zjisténo, ze takto va-

zané systémy maji odliSné vlastnosti oproti volnym polypeptidim.

Teoreticka Cast prace se zabyva biopolymery, jejich vlastnostmi a vyuzitim, dale pojedna-
va o problematice stability biopolymeru a jejich mozném sitovani. Dal§im tématem je ka-
pitola vénovana teorii proteinil a v posledni ¢asti této prace jsou popsany postupy umoziu-

jici ménit povrchovou morfologii polymernich materiald.

Experimentalni cast pojednava o pfipravé filmi =z hyaluronidtu sodného (HA)
a z hedvéabného proteinu (Bombyx mori fibroinu = BMF). Filmy na bazi HA byly modifi-
kovéany pomoci smési dobrého a Spatného rozpoustédla, ktery tvotil zdklad pro vSechny
modifikacni roztoky pouzivané v této praci. Nasledné byla modifikacni smés obohacena
o vodu, dimethylsulfoxid (DMSO) a vodny roztok HA. Kde byly tyto aditivni latky navza-
jem kombinovany. Cilem téchto kombinaci bylo ur€eni vlivu jednotlivych aditiv na zmény
topografie modifikovanych filmi s cilem pfipravit co nevice homogenni ,,porous-like*

texturu.

Filmy na bazi hedvabi byly upravovany smési dobrého a Spatného rozpoustédla pomoci
casové sekvenované fazové separace za rotace. Tato modifikacni smés byla obohacovana

o aditivni latky za ucelem selektivniho fluorescencniho znaceni vznikajicich pora.
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1 BIOPOLYMERY

Biopolymery, z nichz jsou vyrabéné samonosné substraty, predstavuji zajimavou biologic-
ky odbouratelnou alternativu k syntetickym polymerim vyrabénych z ropy. Biopolymery

1ze rozdélit do ti hlavnich skupin na zaklad¢ jejich ptivodu:

a) biopolymery pochazejici ze zemédélskych zdroji vcetné polysacharidii (Skrob),
lignocelulozové vyrobky (celulozy), proteiny (syrovatka a kolagen), lipidy (vceli
vosk) a volné mastné kyseliny;

b) biopolymery ziskdvané mikrobidlni fermentaci, jako je pullulan a polyhydroxyal-
kanoaty;

¢) chemicky syntetizované biopolymery pouzivajici monomery ziskané z ptirodnich

surovin, jako je polymlécna kyselina.

Zejména v potravinaiském pramyslu je vynakladdna snaha spojena s vyvojem obalovych
materiald, které udrzi potraviny co nejdéle Cerstvé bez ohledu na rozdilné vlivy, jako
je pisobeni mikroorganismil a jejich toxind, ovliviiovani vnéj§imi fyzikdlnimi silami
a chemickymi latkami atd. Vyhodou takovychto materialt je jejich Setrnost viici Zivotnimu

prostiedi [1, 2].

1.1 Obecné vlastnosti biopolymeri

Zvlastni pozornost vénovana biopolymertim je dana jiz diive zminovanou biologickou roz-
loZitelnosti, biokompatibilitou, obnovitelnosti a relativné nizkymi naklady pfi jejich ziska-
vani. Za biodegradaci polymert jsou zodpovédné piirozené se vyskytujici mikroorganismy
(bakterie, houby, fasy). Kromé& biokompatibility, kterd je nezbytnym predpokladem
pro jakykoliv biomaterial, musi odpovidat doba degradace dob¢ regenerace tkané, coz
je kritickym pozadavkem na bunécné skaffoldy. Biopolymery maji riznou citlivost na tep-
lo, pH, intenzitu svétla a elektrické a magnetické pole. Zmény zpiisobené jednim ze stimu-
lantl se projevuji na makroskopické urovni, a to naptiklad tvorbou srazeniny, fazovou se-
paraci ¢i v pfipadé hydrogelu zménou velikosti. Naptiklad biopolymerni systémy na bazi
kombinace né€kolika polymertt mohou vykazovat zmény, které se jevi jako reverzibilni.
Tyto kombinované systémy mohou mit zvlastni ,,pamétovy* systém, ktery jim umoziuje
ziskat plivodni tvar pifi vystaveni polymeru specifickému podnétu. Tvarova ,,pamét™
v polymerech vznik4 diky existenci dvou segmentd. Jeden segment je vysoce elasticky

a druhy je schopen vyrazné snizit svou tuhost v pfitomnosti urcitého stimulu.
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Biokompatibilni porézni skaffoldy, na bazi polymeru s ,,pamétovym® efektem, byly vyvi-

nuty pfedevsim pro invazivni chirurgii a rychlou regeneraci nové kostni tkang.

Biopolymery udrzuji buiikky pohromadé¢, aby mohly tvofit tkdné a poskytovat buiitkam
chemické signaly pro fizeni jejich chovani. Tyto latky pfispivaji k hydrataci a pruznosti
ktze, prispivaji ke snaz§imu pohybu kloubtli a gastrointestinalniho traktu. Mezi jejich uni-
katni vlastnosti patii ochrana organizmu pied patogeny a to tak, Ze se nachédzi ve formé

gelu pokryvajici povrchy nasich o¢i a dychacich cest.

Vyuzivani téchto materialt v zivych systémech pii operacnich zdkrocich napoméha snizeni
vyskytu chronickych zanétli nebo imunologickych reakei, které se vyskytuji pii vkladani

implantat do hostitele (kloubni nahrady, zubni implantaty atd).

Pro konkrétni aplikace jsou v nekterych ptipadech pozadovany chemicky modifikované
biopolymery vyznacujici se specifickymi chemickymi a elektrickymi vlastnostmi. Materia-
ly vyrobené z téchto molekul jsou mékké, elastické a v gelové konzistenci, maji vlastnosti

lezici mezi pevnymi a kapalnymi latkami [3, 4].

1.1.1 Antibakterialni aktivita a biologicka rozloZitelnost

Podle studie Garavanda a kol. [5] zaméfené na antibakterialni vlastnosti bylo vyhodnoce-
no, Ze ucinnost je zavisla na typu biomateridlu a také na aditivech s antibakterialnim G¢in-
kem. Neékteré biomaterialy mohou byt nosi¢i mnoha funk¢nich slozek, jako je antibakteri-

alni latka, antioxidanty, dale aromatické latky a pigmenty pro zlepSeni kvality vyrobkd.

Vyse zminénad studie [5] také prokéazala, Ze u vSech biopolymernich filmG dojde
k degradaci v pidnich podminkach. Z toho vyplyva, Ze biopolymerni povlaky lze likvido-
vat na skladkéch.

Vétsina filml na bazi proteinti a polysacharidli se vyznacuje vhodnymi bariérovymi vlast-
nostmi pro kyslik pfi nizké a stfedni relativni vlhkosti, coZ je vhodné pro skladovéni potra-

vin. Tyto filmy maji pfijatelnou mechanickou pevnost.

Mezi nejvice pouzivany antimikrobidlni material v potravinafském primyslu patii papir,
ktery je snadno rozlozitelny. Jeho nevyhodou je snadni navlhavost. Z tohoto divodu
je snaha pouzivat v kombinaci s papirem i biopolymerni latky, a to v podobé& folie — jako
povlaku, ktery nahradi komeréné pouZzivany povlak z polyethylenu. NejvhodnéjSimi biopo-
lymery jsou polysacharidy, mezi néz patii predev§im Skrob vzhledem k jeho dostupnosti,

nizkym nakladiim a vysoké pevnosti v tahu.
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Vétsinu biopolymert je vSak obtizné zpracovat z diivodd hydrofilnosti, kiehkosti a nestabi-
lity. Tyto projevy biopolymerti brani jejich prumyslovym aplikacim v plném rozsahu.
K zabranéni téchto problému Garavanda a kol. [5] navrhli zkombinovat vice biopolymert
dohromady, coz vede ke zlepSeni vlastnosti filmu, naptiklad ke zlepSeni bariérovych

a mechanickych vlastnosti mezi né€z patii zvySeni pevnosti v tahu.

Aktivni baleni je slibnou technologii, kterd zahrnuje impregnaci filmotvornych materialti
s antibakterialni pifisadou, ktera se uvolnuje postupné po stanovenou dobu, k docileni po-
tlaceni mikrobialni aktivity znehodnocujici potraviny. Antibakterialni pfisady pouzivané

v potravinach jsou ziskavany z rostlin.

Pro zlepSeni biopolymernich vlastnosti folii je vyvijen zptisob postupného zesiténi. Jedna
se o inovativni zlepSeni mechanickych, fyzikalnich a tepelnych vlastnosti biopolymernich
folii.

Biopolymerni folie zalozené na rtiznych sacharidech a proteinech, v mensSim rozsahu
na nékterych lipidech, maji pfiznivé bariérové charakteristiky. V nekterych piipadech vSak
vykazuji slabé mechanické, strukturalni a tepelné vlastnosti, spolu s jejich citlivosti na vlh-
kost. V nedavné dob¢ byla vé€novana pozornost prozkoumani moznosti zlepSeni permeabi-
lity a termomechanickych vlastnosti biopolymeri vytvarejicich folie zavedenim sitovadla
do polymerniho systému. Sitovaci reakce obecné umoziuji ptipravu materiali s lepSimi

mechanickymi, tepelnymi a fyzikalné-chemickymi vlastnostmi [3, 5, 6].

1.1.2 Dodavani lééiv a aktivnich latek

Systémy pro fizené dodavani 1éCiv se pouZivaji k dosaZeni lepSich terapeutickych ucinki
farmaceutického 1é€iva nebo pfirodnich sloucenin na specifickém misté. Tyto systémy

se skladaji pfedevsim z lipozom, mikrosfér a gelti.

Existuji rizné metody zabudovani 1é¢iv do struktur, jako je extrakce superkritickou tekuti-
nou, desolvatace, elektrosprejovani, suSeni rozprasovanim, samosestavovani po vrstvach,
suSeni vymrazovanim a mikroemulze. Tyto systémy nosicu 1é¢iv aktivné zvySuji jejich

dodavani a mohou byt pouzity v ocnich, transdermélnich nebo dentalnich aplikacich.

Povrch nanocastic 1ze modifikovat kovalentné vazanymi syntetickymi latkami nebo biopo-
lymery. V této oblasti je vénovana pozornost biopolymerim z proteini a polysacharidd,
které¢ vykazuji biologickou rozlozitelnost, biokompatibilitu, antibakteridlni aktivitu a niz-

kou imunogenicitu.
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Biopolymerni nanocéstice maji schopnost transportovat bioaktivni slouc¢eniny do odlisnych
tkani, bun€k a bunécnych kompartmentt. Tyto nanomateridly mohou byt pouzity jako no-
si¢e 1éCiv nebo jako podklady pro kosti, chrupavky, srdce, kazi atkané vyuZzivajici
se v tkdnovém inzenyrstvi. Obecna pouziti nanokompozitli ve farmacii jsou zndzornéna
na Obr. 1 a na Obr. 2, na kterych lze pozorovat mechanismus dodavani léciv biopolymer-
nimi nanokompozicemi. Tyto biopolymery mohou byt pouzity pii 1é¢bé nemoci typu rako-

vina, Diabetes mellitus, alergie, infekce.

Biomaterily

\

Dodavani léki 4l C W) Tkiiiové/ kostni inZenyrstvi

t

\ 4

Bioaktivni

Obr. 1. Prehled nanokompozic z biopolymerii a jejich farmaceutické vyuziti [7]
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» of 8
ananilY
Nanokompozice Lék navazany na Uvolnéni 1ékii v cilovém
nanokomzitnim leSeni misté piisobeni

Obr. 2. Schéma mechanismu dodavani léciv za pomoci biopolymernich nanokompozic [7]

Existuje mnoho metod piipravy nanoc¢éstic na bazi bilkovin. Mezi nejcastéjsi a nejjedno-

dussi zplisob vyroby spada metoda vyuzivajici rozpoustédla jako je ethanol nebo aceton.

Polymery reagujici na teplo jsou oznacovany jako termosenzitivni polymery. Jejich vyuziti
je vhodné pro solubilizaci 1éCiv, pticemz proces solubilizace probiha zahtatim polymeru
na teplotu vyssi, nez je teplota lidského téla. Pokud je takto pfipraveny polymer aplikovan
injekéné v kapalné formé do téla, dojde k fazové pfeméné na gelovou strukturu a zaroven

k postupnému uvoliiovani 1é€iva.
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Aplikace polymernich gel se jevi slibn¢ piedev§im v oblasti modulovaného nebo pulzniho
uvolnovani 1éciv, které napodobi biologickou potfebu organismu. Avsak difuze 1é¢iva
je zavisla na stavu polymerniho gelu: mikrokapsle, lipidové dvojvrstvy, konformacni pie-

chod polymert.

Uvolnovani 1é¢iva z biopolymerti v konkrétnich mistech je zajisténo sitovanim biopolyme-
ri. Biopolymerni gely jsou schopné v expandovaném stavu adherovat k cilovym buiikam
pomoci interakce ligand-receptor za soucasného plsobeni aktivnich latek na cilovou

burnku.

Pro ptipravu nanocastic se nejvice vyuzivaji proteiny zivoc¢isného ptvodu, jako je hedvab-
ny fibroin, kolagen, zelatina a albumin, které jsou Siroce pouzivany pro systémy dodavani
1é¢iv.

Hedvébny fibroin je soucasti pfirodnich vldken. Lze jej pouZzit pro pomalé doddvani 1éciv.
Tento biomaterial mize byt pouzit ve form¢ hydrogell, elektrospinovych vlaken, filmt
a trojrozmérnych skaffoldd. Pro vyrobu nanovldken pomoci rtiznych metod se pouzivaji
hlavn¢ dva druhy proteinti, a to hedvabi bource morusového (Bombyx mori; B. mori)
a pavouci hedvabi (Nephila clavipes). Ptiklad zesitovaného nanomaterialu na bazi hedvab-

ného fibroinu pouzitého v cileném dodavani 1é¢iv je uveden na Obr. 3 [4, 7, 8].

0=

Konjugovany hedvabny 5-FU doped

Hedvabny fibroin fibroin s cRGDfk a Ce6

Propojeni

o+’

"o,/

Apoptéza
Nekréza

Nanodastice

Mys s nadorem Nidor

Obr. 3. Schématické zndzornéni syntézy nanokompozic hedvabnych fibroinu

nasycenych RGD a chlorin e6 a jejich in vivo aplikace [7]
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Nanokompozitni materidly z B. mori hedvabnych fibroint a sericinu s oxidem kiemicitym
byly studovany s ohledem na moznost nést velké mnozstvi léCiva a trvale je dodavat
in vivo. Bylo zjiSténo, Ze tyto nanokompozitni materialy jsou velmi u¢inné pti 1é¢b¢e rako-
vinnych bunék lidského karcinomu délozniho ¢ipku (buiiky HeLa). Mimo to byla provede-
na studie Jacoba a kol. [7] pouzivajici kulicky hedvabnych fibrointi s algindtem pro fizené

uvoliovani Iéku snizujiciho cholesterol.

1.1.2.1 Lécbha genetickych nemoci

Mezi jednu z pouzivanych metod 1é¢by genovych onemocnéni patii vyuziti biopolymerii
pii jejich genovém dodavani. DNA je zaporn¢ nabitd hydrofobni molekula, kterou neni

mozné dodéavat do jadra buiky pies zdporné nabitou hydrofobni bunéénou membranu.

Diky tomuto problému byly vyvinuty nosice gent, které se také oznacuji jako vektory ne-
bo vehikula. Dfive se vyuZzivaly k pfenosu gent viry, které zpiisobovaly imunitni reakci.

Nasledné byly nahrazeny pravé nevirovymi polymery [4].

1.1.3 Dalsi aplikace biopolymert

Biopolymery jsou pro svoji $kalu vlastnosti, reagujicich na nejriznéjsi stimuly, vyuzivany

ve velmi Sirokém odvétvi biomedicinskych aplikaci, jak jiz bylo zminéno.

Biomaterialy jsou velmi flexibilni a vykazuji dobrou adaptaci na lidsky organismus. Vyho-
dou jsou nizké ndklady spojené s jejich potfizenim. Maji mimo jiné zajimavy elektricky

vykon, a proto se jevi jako slibné stavebni kameny pro elektricka zatizeni [9].

1.1.3.1 Biokatalyzdatory

Vyznamné usili v oblasti biopolymerti bylo zaméfeno na inZenyrstvi enzymi, jako novych
nosnych materiali pro rizné aplikace v biomedicinském, environmentalnim, farmaceutic-
kém, potravinaiském, kosmetickém a energetickém sektoru. Imobilizace enzymt na biopo-
lymery by mohla byt jednim ze slibnych piistupt pii vyvoji biokatalyzatori. Enzymy va-
zané s biopolymery jsou vice stabilni, robustni a Iépe obnovitelné nez volné formy, a proto

mohou byt vyuzivany pro kontinudlni biokatalytické reakce.

Bylo potvrzeno, ze enzymem zprostiedkovavajici katalytické bioprocesy vykazuji mnoho

vyhod oproti konvenénim syntetizanim pfistuptim, a stavaji se postupné dilezitymi
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pro mnoho biotechnologickych aplikaci vetné biokatalyzy, ochrany Zzivotniho prostfedi,

biomediciny, bioenergie a potravinarského primyslu.

Biokatalyzatory podporuji ekologicky Setrné procesy z pohledu syntézy chemickych latek
a tvorby jakychkoliv vedlejSich toxickych produkti béhem reakce.

Ptirodni katalyzatory maji v§ak n€kolik nevyhod, mezi n¢z patii vysoké néklady na enzy-
my, nizka stabilita, deaktivace rozpoustédly, nedostatek uc¢inného vyuziti nebo omezena
recyklovatelnost. Tyto nevyhody mohou byt ucinné piekonany imobilizaci enzymu

na vhodny pevny substrat.

Imobilizované biokatalyzatory vykazuji vétsi mnozstvi tepelné a provozni stability. Bylo
vyvinuto nékolik riznych imobilizacnich metod. Doposud je pouzivana adsorpce na ne-
rozpustnych materidlech, zachyceni v polymerni gelové siti, enkapsulace, zesiténi za pou-

ziti bifunkénich Cinidel a kovalentni vazba na nerozpustny nosic¢ [10].

1.2 Tkanové inZenyrstvi

Tkéanové inZenyrstvi se vyvinulo jako rozvijejici se obor opravy organti a tkani, které jsou
poskozené chorobami nebo zranénim. Jeho cilem je regenerace nebo nahrazeni poskozené
nebo nemocné tkané, ¢i generovani nadhradnich organti pro Sirokou Skalu zdravotnich sta-
v, jako jsou srde¢ni onemocnéni, cukrovka, cirhdza, osteoartritida a poranéni michy.
Hlavni myslenkou je vytvofeni struktury skaffoldu, ktery bude vykazovat vhodné fyzikal-
ni, chemické a mechanické vlastnosti umoziujici pronikdni bun€k a tvorbu tkani v 3D
struktute. Jednou ze zakladnich mySlenek pii vyrobé skaffoldu je ziskéni co nejvice po-

dobné struktury s ohledem na nahrazovanou ¢ast téla.

Za cil je kladen rist nové tkané ve skaffoldu pro integraci s hostitelskou tkani. Naopak
skaffold poskytuje docasnou podporu pro regeneraci, kde béhem procesu nebo po ném
dochézi k degradaci skaffoldu, ktery poté neni nutné odstranovat. Diky biopolymernim
skaffoldim se pfedejde dalSim pfipadnym komplikacim, které mohou nastat u materiald,

které se musi z téla nasledné odstranit.

Biopolymerni skaffoldy jsou definovany jako pevné, trojrozmérmé porézni struktury navr-

Zeny pro provadéni nékterych nebo vSech procesii:

a) podpora interakce mezi builkami a biomateridly, bunécnou adhezi a depozici

matrice;
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b) umoziuji dostatecny transport plynti, zivin a regulacnich faktor vhodnych pro
pteziti, proliferaci a diferenciaci bunck;
c) regulace rychlosti biodegradace, ktera koreluje s rychlosti regenerace tkani,
a to za danych kultiva¢nich podminek;
d) vyvolani minimalniho zanétu nebo toxicity in vivo.
V tkanovém inzenyrstvi se termorezistentni polymery pouzivaji ve dvou pftipadech,
a to jako substrat umoznujici rist a proliferaci bun€k nebo jako injekéné podavané gely.
V prvnim piipad¢ se schopnost termosenzitivnich polymert pouziva k regulaci uchyceni

a oddéleni bunék na povrchu. V druhém piipad¢€ je zapouzdieni bun€k uvniti 3D struktury.

Tvorba bunééného skaffoldu umoziuje dodavani enkapsulovanych bunék, zZivin a risto-

vych faktorli do poranéni jakéhokoliv tvaru (Obr. 4).

3
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Obr. 4. Tvorba skaffoldu z termorezistivniho materialu [4]

Pfesny princip spociva v tom, Ze termosenzitivni polymer je michan pii pokojové teplote,
kdy po injekénim vpraveni do téla (37 °C) dochazi k vytvofeni polymerniho gelu a zabu-
dovani bun¢k do 3D struktury. Pro tkanové inzenyrstvi je dalezité umoznit rist riznoro-

dych bunék na povrchu, coz velmi dobfe umoziuje povrchova Gprava pomoci polymert.

Podobné¢ kompozity hedvabnych fibroint s hydroxyapatitem se pouZzivaji pro stavbu kosti
v tkanovém inzenyrstvi.

Kostni morfogeneticky protein-2 (BMP-2) zastava dilezitou roli v osteogenezi. Porézni
vlaknity protein napomahé k priibéznému a pomalému uvoliiovani BMP-2. Hedvéabny fib-
roin se zabudovanym BMP-2 v kombinaci s indukovanymi kostnimi butikami lidské kostni

dfen¢ (hMSC) miiZe byt pouzit pti [é€bé nemoci zvané osteogeneze.
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U 3D skaffoldd mize dochéazet ke spojeni s peroxidem za pouziti ve vodé rozpustného
1é¢iva napodobujici rizné typy enzymu a proteind. Tento typ skaffoldu poskytuje nové

prilezitosti v oblasti biosenzort a v tkanovém inzenyrstvi [4, 7, 11, 12, 13].

1.2.1 Regenerace tkani

Klicovym pfistupem k 1é€be€ je regenerace tkéni za pouziti bun€k, skaffoldid a vhodnych
rustovych faktori selhdvajici tkané nebo organti. Regenerace tkani je velmi dilezita
ve vSech odvétvich a nejvice se uplatituje v kosmetickém a medicinském odvétvi. Neexis-
tuje univerzalni biomaterial spliiujici poZzadavky na skaffoldy pro vSechny tkang&. Odlisné
konstrukty vyzaduji biomaterialy se specifickymi fyzikalnimi, mechanickymi a degradac-

nimi vlastnostmi.

Fibroin z hedvabného proteinu miiZze byt G€inn€ pouzit jako material pro skaffoldy pii 1é-
¢ebnych postupech. Protein je pfirozenou soucasti tkani a je tedy vhodnou volbou pro apli-
kaci v tkdnovém inzenyrstvi. Aplikace hedvabi je mozna u néhrad kosti, cév, nervi, kize,

chrupavek, vazi, slach, srde¢nich, o¢nich a moc¢ovych tkani.

Regenerace funkéni tkdné vyzaduje vhodné mikroprostiedi, které napodobuje ptirozené
hostitelské prostedi pro bunééné reakce. Takové prostredi obvykle poskytuji 3D tkanové

skaffoldy, které funguji jako architektonicka Sablona.

Po celou dobu degradace materialu je nutnd snaha o zachovani stejnych mechanickych

vlastnosti skaffoldu a také zajisténi odvodu, pokud mozno netoxickych metaboliti z téla

[3].

1.2.2 Skaffold

Zrychleni bunécné adheze pro osteoblasty a osteoprogenitorové buiiky, urychleni migrace
a diferenciace bunék, ale také zrychleni syntézy homogenni kostni matrice zabrafnujici ne-
kroze ve stfedni Casti tkané je dosazeno morfologickou strukturou proteinii a vhodnou

chemii (Obr. 5).
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Obr. 5. Schéma znazornujici zisk hedvabného fibroinu [15]

Skaffoldy pilisobi také jako rezervoar signalnich molekul a rlstovych faktorli, poskytuje

strukturdlni oporu a mechanické vlastnosti.

Regenerace zaloZena na skaffoldu je zaméfend na defektni tkan vyZzadujici biologické, me-
chanické a architektonické parametry. Mezi tyto parametry jsou fazené vlastnosti jako
je biokompatibilita, pomaléd rozloZitelnost, pfilnavost bunék a fyzickd podpora s vysoce
propojenymi pory pro homogenni rust bunék a tkani s dostatecnou vaskularizaci v misté

implantatu.

Pro 1écbu opotiebované kloubni chrupavky se vyuzivé injekéni implantace chondrocyti,
které jsou péstovany in vitro. Injekéni implantace chondrocyti nefunguje Gplné jako na-
hradni tkan, a to do té doby, dokud neni chrupavka pln¢ regenerovana. V takovémto ptipa-

de€ neni distribuce bunék a organizace noveé vytvorené extracelularni matrice fizena.

Jestlize se provede vysev chondrocytl v 3D skaffoldu, miize se tim zlepsit homogenni rist

bun¢k do té doby, dokud nebude chrupavka plné regenerovana. Skaffoldy nesouci buiiky



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 20

odpovédné za regeneraci chrupavky mohou po implantaci pomoci pievrstvit ranu uzdravo-

vané tkanég a zacelit mezery.

Nejcastéjsim problémem u téchto umélych matric je bunécna diferenciace. Kloubni chon-
drocyty vazané na biomateridly nebo ty, které jsou uzaviené v jiném prostiedi, oproti pu-
vodnimu prostiedi in vivo, ztraci schopnost vytvaret spravnou extracelularni matrici. Tento
problém muize byt vyieSen pomoci vhodnych rastovych faktord. Dalsi problémy spojené
s pouzivanim skaffoldl jsou jejich neuspokojivé mechanické vlastnosti a rychlost biode-

gradace.

Ve studii Gellyncka a kol. [16] uvadéji, ze vldkna B. mori byla testovana na zanétlivé od-
povédi organismu a biologickou rozlozitelnost. Na zéklad¢ vysledkt bylo hedvabi B. mori
pouzito pro podporu ristu buné€k. Jiné druhy hedvabi byly pouZity jako 3D skaffoldy, které
byly ziskany suSenim vymrazovanim, vyluhovanim soli (viz Obr. 6), pénénim v plynu ne-
bo v provedeni zocelového lana. Na Obr. 6. se nachazi rostouci chondrocyty
v hedvabnych skaffoldech, vznikajicich piisobenim pomoci vyluhovanych soli: A) malé
pory; bunky s extracelularni matrici vypliluji pory a jsou zachycené v nékolika podrech.

B) velké pory; buiiky zistavaji ptipevnény na sténach port [15, 16].

Obr. 6. Rostouci chondrocyty v hedvabnych skaffoldech vzniklych pomoci

vluhovani soli [16]
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2 SITOVANI POLYMERU

Pro zlepseni biopolymernich vlastnosti folii je vyvijena metoda postupného sitovani. Jedna
se o inovativni zlepSeni mechanickych, fyzikalnich a tepelnych vlastnosti biopolymernich
folii.

Jiz ziskané pozoruhodné vysledky zamétené na sitovani polymert maji nezddouci napft.
fyzikélni, strukturni a mechanické vlastnosti. Tyto nezadouci vlastnosti predstavuji fadu

komplikaci pro jejich primyslové vyuziti.

Hlavnim cilem u biopolymernich f6lii na bazi proteini je biologickd rozlozitelnost
s dobrymi bariérovymi vlastnostmi pro plyny. Nicméné mechanické vlastnosti biopolyme-
1t jsou stejné dilezité jak pro udrzeni strukturdlni celistvost vyrobku, tak i fyzickou ochra-

nu s kontrolovatelnou rychlosti uvoliiovani aditiv v potravinach [2, 5].

2.1 Stabilizace polymeri

V poslednich letech byly sledovany riizné strategie k pfekonani nedostatkl stability poly-
mert véetné chemickych modifikaci, ptidavku plastifikatorti, michani s jinymi biologicky
odbouratelnymi polymery, zahrnuti nanoc¢éstic jako vystuznych plnidel a pfidani kompati-

bilizatord pro zlepSeni misitelnosti s nékterymi nekompatibilnimi atomy.

Chemické procesy jako esterifikace, roubovani a sitovani jsou schopné zabranit makromo-

lekularnim reformacim [5].

2.1.1 Sitovani polymeru

Sitovani je proces, ktery mize strukturu polymerd modifikovat, a tudiz ovlivni jejich me-
chanické vlastnosti. Dale mtze dojit ke zlepSeni zaclenéni hydrofilnich vrstev, které mo-
hou byt predstavovany celulézovymi nanokrystaly, umisténymi ve spojité polymerni ma-
trici.

Polymer s integrovanou siti mtize byt ziskan sitovacim procesem, ve kterém jsou polymer-
ni fetézce spojeny intermolekularné kovalentnimi nebo nekovalentnimi vazbami. Sitovaci
¢inidla jsou vhodna pro biopolymerni materidly, a to zejména pro ty, které pochazeji
z uhlovodiki nebo proteini poskytujicich latky v redukované formé. Sitovadla mohou

piekonat inherentni nedostatky mechanickych a bariérovych vlastnosti biopolymert, coz
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je ¢ini pouzitelngj$imi. Biopolymery obsahujici proteiny maji sklon podilet se vice na re-
akcich indukovanych sitovadly diky pfitomnosti riznych reaktivnich a funkénich skupin.
Lze konstatovat, ze sitovani je efektivni metoda ve srovnani s jinymi metodami zesileni

polymeru/pevnosti, napt. zavedeni nanomaterialii za ucelem ziskéni biopolymernich matri-

covych kompozic, které predstavuji podstatné nevyhody [5, 17].

2.1.1.1 Klasifikace sit’ovani

Principem sitovani polymerti je tvorba chemickych vazeb mezi riiznymi molekulovymi

fetézci pro vytvoreni silnéjsi trojrozmérné sité. Tento proces je znazornén na Obr. 7.

Obr. 7. Schéma ucinku zesilovace v biopolymer-

nich retezcich [3]

Pro uskute¢néni tohoto procesu je zapotitebi pouzit nejriznéjsi sitovaci Cinidla, ktera pod-
1€haji riznym zpisoblim klasifikace. Napiiklad klasifikace podle vzniklého druhu vazeb,
coz vede k dobfe stabilizovanému sitovani, tvorbé iontovych vazeb a fyzikalnimu sit'ovani

vytvarejici iontové vazby a Van der Waalsovy interakce.

V jinych klasifikacich jsou sitovadla klasifikovana do tfi hlavnich skupin: fyzikalni, che-

mické a enzymatické.

V ptipad¢ polymert se rozeznavaji dva typy. V prvnim piipadé se sitovaci ¢inidlo ptfidava
pfimo béhem ptipravy polymeru, kdeZto v druhém piipadé dochazi k sitovani az po vytvo-

feni samotného polymeru.

Sitovani polymeru se miize provadét bud’ pii pokojové teploté nebo za zvySené teploty.
Integrované sité termosensitivnich polymeri jsou za Gcelem zlepSeni energetické ucinnosti
vyvijeny za laboratorni teploty. Pfi této teplot€¢ mohou byt pouzity razné zékladni funkéni

skupiny zahrnujici reakce s karboxylovymi kyselinami, reakce aktivujici aminy
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s karbonylovymi skupinami a s acetaly. Déle lze pouzit sitovadla, ktera mohou reagovat
s vodou a derivaty obsahujici izokyanatové funk¢ni skupiny. Pfi sitovani by nemélo do-
chazet k reakcim se siln¢ reaktivnimi slozkami, které by pusobily jako zesilovace. Sitovani
probihajici v rozmezi teplot je rozd€leno na stiedni teploty 40—150 °C a vysoké teploty
150-300 °C. Takovéto reakce se pouzivaji pro posileni vlastnosti povlakt, kompozitnich

folii, samohojicich polymert a povrchové upravy textilii.

V biopolymerech se sitovaci ¢inidla mohou zavést do struktury v zavislosti na chemickém
uspotadani, pfitomnosti aktivnich skupin a molekulové hmotnosti polymeru, ale také

na kompatibilité sitovadla a polymeru za vzniku vhodnych interakci.

Biopolymery je nutné rozdélit do dvou skupin a to vysokomolekularni (vice jak 105 g/mol)
a nizkomolekuldrni (mén¢ jak 104 g/mol). Nizkomolekularni polymery €asto vyzaduji po-
stupné sitovani. Mezi tyto patii napf. alginat, pektin, syrovatkovy pektin, chitosan, Skrob

a zelatina [3, 5, 17].

2.1.1.2 Cytotoxicita sit’ovacich cinidel

Bylo poukazovéano na to, Ze syntetické sitovaci prostiedky jsou cytotoxické a nebezpecné
pro lidské télo 1 ptirodu. Je proto potieba poskytnout bezpecné sitovaci €inidlo, které bude
pouzito nejen v obalovych materidlech. Cilem je ziskani vysledného produktu s nizkou
cytotoxicitou, vysokou stabilitou a biokompatibilitou. Ptirozena sitovaci ¢inidla, jako jsou
latky vzniklé mikrobialni fermentaci s rostlinnymi materidly, vykazuji odpovidajici poten-
cial jak v pfipadé€ vytvoreni silnych vazeb mezi biopolymernimi fetézci, tak i méné cytoto-
xicky ucinek. Transglutaminaza, karboxylatové kyseliny a sitovani pomoci Maillardovy
reakce jsou piiklady bezpecnych a pfirozené se vyskytujicich situjicich Cinidel aplikova-
nych v biopolymernich smésich. N¢ktera sitovadla jsou nejen snadno dostupna, ale také

pfinaseji vyhody pro zivotni prostiedi [5].

2.1.2  Vliv siténi na fyzikalni vlastnosti biopolymeri

Sitovani je provaddéno u materiali, konkrétné¢ u polymert, z divodi jejich stabilizace
a zlepSeni ¢i prohloubeni nékterych vlastnosti. Nékteré vlastnosti vSak nemusi byt optimal-
ni pro dané pouZiti polymert, a ne u kazdého polymeru je mozné dosahnout takového zvy-

Seni U€inku vlastnosti, které je Zadouci.
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Absorbance vody

Absorbance vody je nezbytnym prostiedkem pro predvidani stability a kvalitativnich vlast-
nosti napf. u obalovych materialti pti nakladani, pfepravé a skladovani riznych potravin.
Zejména filmy na bazi polysacharida posiluji intramolekularni interakce vytvarenim kova-
lentnich vazeb. Tyto vazby vytvareji pfirozené intermolekuldrni vodikové vazby, které

posiluji odolnost filmt vici vode [18].
Propustnost vodni pary

Pro fizeni permeability v polymernich matricich je velmi dulezita propustnost a difize mo-
lekul vody. Filmy, které jsou zalozené na bazi biopolymeri obecné¢ piedstavuji relativné
vysoky sklon k propustnosti vodnich par, jez je zptisoben pritomnosti volnych hydroxylo-
vych skupin v matrici, které siln€ interaguji s migrujici vodou. VétSina chemického sito-
vani vede ke zvySeni propustnosti vody. Pro sniZeni propustnosti je mozné pouzit mimo
jiné fyzikalni sitovani pomoci a a B-zafeni. Sitovani pomoci a-zafeni je operativni techni-
kou pro vytvoteni bariérovych a mechanickych vlastnosti proteinovych filmi. Z vyse uve-
denych informaci vyplyva, Ze lze ovlivnit propustnost vodnich par pro biopolymerni folie
s ohledem na zaclenéni sit'ujiciho €inidla do struktury polymeru. Piebytecné mnozstvi

situjiciho ¢inidla miize nasledné pisobit jako zmekéovadlo.

Vysledna vlhkost proteinovych filmii (absorbance vody, propustnost vodni pary) je zavisla
na propustnosti kysliku. Spatné vlastnosti bariéry proti vlhkosti Ize zlepsit ptidanim hydro-
fobnich materialli, laminovanim hydrofilniho filmu jinou vrstvou nebo vytvoienim kompo-
zitni folie, ve které se hydrofilni i hydrofobni slozky disperguji, pfi€emz v kone¢ném du-

sledku je vysledny film sussi.

Byl proveden vyzkum ke zlepSeni hydrofobnich a mechanickych vlastnosti filml na bazi
proteinu laminovanim dalsi vrstvy folie s poZadovanymi vlastnostmi, pfi¢emzZ dochazi
ke sniZeni pfenosu vlhkosti pfes pory. Bylo prokazano, Ze dvouvrstvé filmy jsou dobrymi

piekazkami k pfenosu vodnich par [2, 3, 5].
Rozpustnost biopolymernich folii

Rozpustnost biopolymernich f6lii ve vodé podporuje jejich integritu. Generované esterové
vazby mezi sitovacim ¢inidlem a polymerem maji za néasledek hustsi strukturu, ktera

je zodpovédna za zhorSeni rozpustnosti filmu ve vode¢.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 25

V dusledku pouziti sit'ujicich ¢inidel mohou polysacharidové filmy zvySit odolnost proti
vysoké vlhkosti, coz snizuje absorbanci vody tvorbou nékolika vzijemnych vazeb mezi

molekulami polysacharida [18].
Tloustka filmh

Tloustka folii a povlakd, které se pohybuji v rozmezi od 80 pm do 200 pum, hraji klicovou
roli v n¢kolika bariérovych vlastnostech, naptiklad v transportu vodni pary a plynd. Pro-
pustnost vodni pary zavisi na tloust'ce, a to pravdépodobné kvili rozdilu tlakii mezi vodni
parou a aktualni vlhkosti na povrchu folie. Sitovani je tfeba provést smérem ven, protoze
diky tomu dochazi ke zpevnéni a vytvrzeni vnitinich vazeb biopolymernich folii. Vyuziva
se rizné hustoty kompozitli v zavislosti na mnozstvi situjicitho ¢inidla zabudovaného

do struktury filmu [3, 5].
Svételna bariéra a prihlednost

V ptipad¢ biopolymernich folii jako obalovych materialii na potraviny ze spotiebitelského
hlediska je preferovanéjsi prithledny material. Kdezto z hlediska skladovatelnosti a ucho-

vatelnosti potravin je vhodnéjsi niz§i transparentnosti obali.

Zvlaste oxidace lipidil je nezddouci kvili tvorbé pachuti a generovani nebezpecnych pro-
dukt. Vhodné jsou proto biopolymerni folie, které jsou na bazi bilkovin a jsou dobrymi

protektory diky pfitomnosti aromatickych aminokyselin, které absorbuji UV zateni [19].
Zména barvy

Barva polymernich filmi je povaZovéana za jeden z dileZitych faktord pti hodnoceni jejich
kvality. Ovlivnéni barvy je zpiisobeno nékolika faktory jako jsou: pH, stupeii zesiténi, ob-

sah zmékcovadla, tepelny proces pii1 pracovnim postupu.

Barva biopolymernich folii na bazi proteinu je vice ovlivnéna typem a koncentraci amino-
kyselin v proteinu nez vyse zminénymi faktory. VétSina filmil na bazi polysacharidil se jevi
jako bezbarva, az na vyjimky v zévislosti na sitovacim ¢inidle a na tepelné stabilizaci,

pii které mtze dojit k zabarveni [20].
Mechanické vlastnosti

Udrzovani integrity a pevnosti v tahu obalovych materiald a polymernich fo6lii je velmi
dilezité. Obecné zabudovani vétsitho mnozstvi situjiciho €inidla zlepSuje pevnost v tahu

a tim prodluzuje protaZeni filmu pted jeho pretrzenim.
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Je prokazano, ze mnozstvi sitovadla a povaha filmotvornych slozek jsou hlavni polozky
ovlivitujici nutnou silu pro pietrzeni filmt. Rzné druhy a prostiedky interakci mezi zmék-
¢ovadly a proteinovymi fetézci s riznou kombinaci zmékcovadel zabudovanych do oblasti

polymerni matrice maji za nasledek ovlivnéni mobility filmu.

Zodpovédnost za mechanickou charakteristiku nesou nésledné vydefinované vlastnosti:
molekulovd hmotnost, tvar a obsah aminokyselinovych proteini odvozenych
z nejriznéjSich zdroji. Mechanické vlastnosti biopolymernich filmt jsou velmi podobné

vlastnostem polyvinylidenchloridu a polyethylenu.

U biopolymernich filmt jsou pfidavana zmékcovadla, jako jsou polyoly a mastné kyseliny.
Casto jsou pfidavany pro zménu mechanickych vlastnosti biopolymernich folii, coz maze

zpisobit vyznamné zmény v bariérovych vlastnostech materialu.

Mechanické vlastnosti folii jsou dulezité pro zajiSténi dostate¢né mechanické pevnosti

a integrity folii béhem pitepravy, manipulace a jejich skladovani [4, 5, 17, 27].
Tepelné a termogravimetrické vlastnosti

Stanoveni termodynamické charakteristiky je dilezit¢ pro pochopeni kvality latek
v nejriznéjSich prostfedich v zavislosti na teploté, tlaku atd. Pro stanoveni termo-
fyzikalnich vlastnosti materidlu se vyuziva: diferencidlni skenovaci kalorimetrie, termo-
gravimetrické analyzy, diferencialni termalni analyzy, dynamicko-mechanické analyzy,

dilatometrie a dielektrické analyzy.

Termogravimetricka analyza je technika, ve které jsou zmény hmotnosti materialii urceny
jako funkce teploty s konstantni rychlosti zahfivani. Umoznuji studovat fyzikalni jevy,
jako jsou fazové piechody druhého ftadu, vcetné¢ desorpce, adsorpce, odpatfovani
a sublimace. Tato metoda vSak poskytuje informace i o chemickych jevech vcetné rozkla-
du, chemisorpce, desorpce a reakci pevnych latek. Termogravimetricka analyza se b&ézné
pouziva k méteni charakteristik substanci, které vykazuji bud’ tbytek nebo zvétSeni hmot-

nosti v diisledku oxidace, rozkladu nebo ztraty t€kavych latek [5].

2.1.3 Identifikace vyskytu sit’ovani v biopolymerech

Identifikace biopolymernich mikrostruktur je nezbytnd, protoze urcuje jejich mechanické
a bariérové vlastnosti. Strukturdlni studie polymert zlepsi pfedstavu o reakcich sitovani.
Zkouma fyzikélni, mechanické nebo tepelné vlastnosti polymera vystavenych pisobeni

sitovacich ¢inidel. Jedna se o zpisob urceni, zda se polymerni sit’ v polymerech vytvari
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¢i nevytvaii. Vyuziva se komplementarnich metod, jako je rentgenové difrakéni analyza
(X-Ray Diffraction; XRD), infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci (Fou-
rier Transform Infrared Spectrometry; FTIR) a spektroskopie nuklearni magnetické rezo-

nance (Nuclear Magneric Resonance; NMR) [3].
XRD

Rentgenova krystalografie umoziiuje identifikovat atomovou a molekularni strukturu krys-
tala. Diky tomu muize byt vyuzita pro zkoumani vlivu sitovaciho ¢inidla na krystalizaci
polymeru. Nékteré amorfni oblasti byly po zesiténi orientovany takovym smeérem, ktery

se projevil zvySenou intenzitou difrakce a snizenim krystalinity zesitovanych filmi [22].
FTIR

Tato metoda je povazovana za praktickou a doplitkovou metodu pro charakterizaci mi-
krostruktur zasitovanych polymernich filmt, kterd identifikuje mozné funkcni chemické

skupiny a molekuléarni interakce.

Spektroskopie je ve srovnani s titranimi metodami snadnym, rychlym a pfijatelnym zpti-

sobem pro stanoveni rychlosti tvorby esterovych vazeb [5, 8].
NMR

Jedna se o fyzikalné-chemickou metodu vyuzivajici interakce atomovych jader
s magnetickym polem. V magnetickém poli je zkouméno rozdéleni energii jaderného spinu
a prechody mezi jednotlivymi spinovymi stavy zptisobenymi ptisobenim radiofrekven¢niho

zateni. Tuto technologii 1ze pouZit k ovéteni existujiciho zesiténi polymeri [5].

2.2 Hedvabné proteiny

Hedvéabna vlakna se ziskavaji z rliznych zdrojl, jako jsou pavouci, B. mori, §tifi, roztoci

a mouchy. Hedvabi B. mori je dobrym zdrojem proteinu pro biomedicinské aplikace.

Fibroin z vldkna B. mori je bézné dostupny ptirodni biopolymer s dlouhou aplikacni histo-
rii pti operacnich zékrocich v podobé¢ stehii. V soucasné dob¢ jsou hedvabné stehy pouzi-

vany na rtech, ocich, pfi ustnich operacich a u 1é€by koZznich ran.

Vytézek vlakna z jediného hedvabného kokonu je 600-1500 m. Hedvabi ma nékolik vy-
znamnych vyhod oproti jinym biomateridlim na bazi bilkovin, které¢ jsou odvozeny z tkani

xenogenniho piivodu, kde je riziko infekce pro tyto materialy pomérné vysoké. Zpracovani
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téchto materiald je také drahé vzhledem k proteinové izola¢ni a purifikacni metod¢. Purifi-
kace hedvéabného vldkna se bézné provadi pomoci jednoduchého alkalického nebo enzy-
matického degumovani. Tento postup poskytuje vychozi material pro izolaci fibroinu
bez sericinu. Hedvabi mé velkou molekulovou hmotnost (200-350 kDa 1 vice). Sklada
se z objemnych opakujicich se hydrofobnich domén, které jsou pferuseny malymi hydro-

filnimi skupinami.

Hedvabné vldkno B. mori se sklada z t€zkého a lehkého fetézce spojeného dohromady di-
sulfidovou vazbou. Sklada se také z 25 kDa glykoproteinu, ktery je oznacovan jako P25
a je nekovalentn¢ vazan. Tvorba a vlastnosti hedvabnych vldken zavisi na opakovani ami-

nokyselin v hlavnim proteinovém fetézci, coz je fibroin tézkého fetézce.

Fibroinovy lehky fetézec a P25 jsou proteinové slozky hedvabného fibroinu s nizkou mo-
lekulovou hmotnosti, které jsou vylu¢ovany ze zadni strany hedvabné zldzy B. mori. Hyd-
rofobni domény tézkych fetézcti obsahuji Gly-X (X je Ala, Ser, Thr, Val), které¢ se opakuji
a mohou tvofit strukturu nanokrystalti zvanou B-skladany list. Lehky fetézec ma hydrofilni
povahu a je relativné elasticky. Pfedpokladé se, Ze protein P25 hraje vyznamnou tlohu

pfi zachovani integrity komplexu.

Tezke tetézce, lehké fetézce a P25 jsou v poméru 6:6:1 v hedvabi B. mori [3]. Protein P25
se sdruzuje s komplexem téZkého a lehkého fetézce v primarné hydrofobni interakci, P25
je tedy glykoprotein obsahujici vazané oligosacharidové fetézce. Kromé primarni struktury
hedvéabného vlakna, existuje 1 sekundarni a tercidlni uspofadani, kterd urcuji mnoho vlast-
nosti fetézce. Hydrofilni vazby mezi hydrofobnimi doménami jsou tvofené z objemnych,
poléarnich postrannich fetézct, které tvoii amorfni ¢ast sekundarni struktury. Konformace

fetézce v amorfnich blocich je v podobé¢ nadhlého klubka, které vykazuje pruznost.

Kritické faktory, které urcuji mechanické vlastnosti jakéhokoliv konkrétniho hedvabi jsou:
presnd velikost, pocet, distribuce, orientace a prostorové uspotradani krystalickych a ne-
krystalickych domén v nanometrovém meéfitku. Kromé sekundarni struktury je také ziejma
hierarchickd struktura molekularni organizace hedvabného vldkna. Hedvébi B. mori
se sklad4 z mikrovldkennych svazki Sirokych 0,5-2 pm. Z nichZz kazdy svazek je tvofen

z nanokrystalil a polokrystalickych domén [3, 23, 24, 25, 26, 27].
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2.2.1 Vlastnosti

Hedvéabi ma dobrou biokompatibilitu a vyborné mechanické vlastnosti. Jedine¢nd kombi-
nace elasticity a pevnosti spolu s kompatibilitou s zivo¢iSnymi buitkami Cini hedvabny
fibroin atraktivnim materidlem pro tkanové inzenyrstvi. Dale ma vynikajici optickou pri-
hlednost v celém viditelném rozsahu s pozoruhodnou hladkosti povrchu. To vSe usnadiuje

jeho pouziti v optice a jednodussi vyrobu biosenzort.

Hedvabi je velmi slibny pfirodni materidl pro osteochondralni tkanové inzenyrstvi diky
nizké hmotnosti (1,3 g/cm?), vysoké pevnosti (pfiblizné 4,8 GPa, nejsilnéjsi vlakno znamé
v ptirod¢), vynikajici houzevnatosti, pomalé biologické rozlozitelnosti, elasticité a moznos-
ti kombinace s jinymi materialy. Mechanické vlastnosti hedvabi spolu s jejich kompatibili-
tou s krvi a propustnosti pro vodu a kyslik jej ¢ini vhodnym materidlem pro inZenyrstvi

kostnich tkani [3, 15, 28].

2.2.2 Zpracovani hedvabného proteinu

Degumovani je proces odstranujici sericin v prvnim kroku pii zpracovani hedvabnych vla-
ken. V nékterych piipadech, kde je problém s rozpusténim vladken mize byt fibroin extra-
hovan pfimo ze Zlaz B. mori za pouziti vhodného pufrovaného roztoku.

Rizné pevné formy se pak piipravuji z roztoku hedvabi kapalnym pfenosem pevné faze.
Schémata riznych biomateridll na bazi hedvabi jsou zndzornéna na Obr. 8. obsahuje

a) hydrogely; b) lyofilizovany praSek; ¢) 3D porézni skaffold; d) pfirodni hedvdbna rohoz;

e) hedvabné mikrocastice [3, 28, 29].
c) ) )

a)

T,

Obr. 8. Znazornéné materialy vyrobené

z hedvabného fibroinu [3]
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2.2.2.1 Nativni hedvabné struktury

Hedvabna vlakna zbavena sericinu mohou byt pouzita k vytvoteni rtiznych struktur véetné
lan, pletenych a texturovanych ptizi pro regeneraci tkani. Kokony se navic pouzivaji také
ke konstrukci netkanych struktur, pro pouziti tzv. Sablon podporujicich rtst bunék,

v mistech, kde je zachovano uspotadani vlaken v kokonu.

Alternativni zptisob pouziti hedvabného vldkna je pfimo v tkanovém inzenyrstvi vytvareni
pletené hedvabné struktury pro posileni 3D poréznich tkanovych konstrukénich skaffoldi.
Posileni skaffoldii zlepSuje mechanické vlastnosti pro aplikace v systému nosného tkano-

vého inzenyrstvi, jako je napft. vaz.

Hedvébny fibroin, ktery je pruznym materidlem, mize byt zpracovan nékolika riznymi
zpisoby od dvourozmérnych vlaken a filmi po trojrozmérné hydrogely a skaffoldy [3, 15,

16].

2.2.2.2 Regenerované hedvabi

Pti ptipravé hedvabi pro regeneraci ruznych formatd je zapotfebi pouzit koncentrovany
roztok chaotropnich soli jako je LiBr, CaClz/ethanol/voda, LiSCN nebo iontové kapaliny.

Pro vétSinu zpracovani se pouZzivaji Z1azové proteiny.

2.2.2.3 Filmy

Folie z hedvabného fibroinu l1ze vyrabét odlévanim vodnych, kyselych a iontovych rozto-
ki. Vyroba fibroinovych filmi je popsana jako proces povrchového potahovani materiala.

Tenké vrstvy jsou pfipravovany litim, pomoci spin nebo dip coatingu.

Stabilita litych filmu je nizk4, proto se vyuziva techniky jako je: fizené suSeni, vytvrzovani
vodou, stre¢ink nebo ponofeni do alkoholu pro zlepseni krystalinity. Casto je nutné kontro-
lovat povrchové vlastnosti hedvabnych filmi pro fizeni a vylepSeni bunécného riistu nebo

je nutné zmenit optické vlastnosti.

Pouziti 2D hedvéabnych fibroinovych filmi je omezeno na hojeni povrchovych ran [3, 15,

30, 31].
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2.2.2.4 Elektricky zvliknénd a mokra vldakna

Velka plocha povrchu a porézni struktura elektricky spiedené¢ho hedvabi do podoby nano-
vlaknité rohoze predurCuje tento material pro oCkovani bunék. Trojrozmérné konstrukty
znanovlakna se pouzivaji jako Stépy krevnich cév a nervové vodici kanalky. Mokré
zvlaknovani nebo zvlakiovani v tekutém roztoku je mozné pouzivat pii vyrob¢ regenero-
vanych hedvabnych vldken. Vldkna zvlaknénd za mokra maji obvykle mikrometrové pru-
méry.

Gelové zvlaknovani hedvabnych trubic je novou vyrobni technologii. Tento piistup posky-
tuje dobrou kontrolu vlastnosti trubek pomoci vhodného vybéru hedvabi. Hedvabi muze
byt chemicky modifikovano funkénimi skupinami které slouzi pro specifické funkce. Ten-
to proces napodobuje proces proteinového piedeni v bourci morusovém, kde je koncentra-
ce fibroinu a fyzicky stfih kritickym faktorem ve zvlaknovaci trysce. Gelové zvlaknovani
ovliviiuje vlastnosti, jako je vzor vinuti, velikost pori a slozeni, které maji byt v novém
procesu kontrolovany s dal$imi kroky po zvlaknéni. Po zvlaknéni prob&hne napft. suseni na
vzduchu nebo lyofilizace. Na Obr. 10 je znazornéno fizeni velikosti a distribuce pora hed-
vabné trubice: a) SEM — porézni hedvabna trubka vytvofend za pouziti riznych vzori vi-
nuti a rizného poctu taht; b) graf roztece pori od stredu ke stfedu na zaklade riiznych vzo-

ri vinuti. Vzdalenost porti mezi sttedy byla konstantni [3, 32].

Roztec pord [mm]
%)

Vinuty vzor

Obr. 9. Znazornéni rizeni velikosti a distribuce poru hedvabné trubice [32]
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2.2.2.5 Hpydrogely

Hedvéabné hydrogely se vytvareji jako sol-gely, které vznikaji z roztokti hedvabnych fibro-
intl dehydrataci pomoci kyselin a iontti, za ptisobeni sonifikace a lyofilizace. Pfechod muze

byt urychlen zvySenim koncentrace proteinu, zvySenim teploty nebo také piidanim vapni-

ku.

Hedvéabné hydrogely mohou byt uzite¢né pro injekéni nebo subdermalni aplikace. Dle me-
chanickych vlastnosti hedvabi bylo zjisténo, ze hydrogely jsou vhodné pro piipravu

skaffoldt v tkanovém inzenyrstvi naptiklad pfi regeneraci chrupavky [3].

2.2.2.6 3D porézni skcaffoldy

Hedvabné skaffoldy se pripravuji lyofilizaci, porogenni technikou louzeni a pomoci pev-

nych forem.

Jsou popsany postupy piipravy lyofilizovanych hub majicich velikost port pod 100 pm,
pricemz velikost pora lze regulovat pravou teploty tuhnuti, pH roztoku a mnozstvim or-
ganickych rozpoustédel. Pomoci opakovaného zmrazeni a rozmrazeni skaffold mize dojit
ke zvétSeni velikost porti az na hodnotu 250 um [3]. Avsak lepsi kontrolu nad strukturou
porh lze ziskat metodou odlévani rozpoustédla nebo zpénovani plynem [3]. Pro ziskani
dobrych mechanickych a biologickych vlastnosti je vhodné pouziti hedvdbnych 3D
skaffoldli, anorganickych ¢i organickych plniv, zajiStujicich homogenni distribuci vytva-
fenych port.

Kritické parametry pfi zpracovani roztoku hedvabného fibroinu jsou: koncentrace, volba
rozpoustédla a zplisoby ptipravy. Tyto parametry fidi topografii a geometrii skaffolda [3,
15].
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3 TEXTUROVANE FILMY

Cil povrchovych uprav materialli spociva v rozsiteni jejich uzitnych vlastnosti v rtiznych
pramyslovych odvétvich. Jednim z takovychto odvéti je biomedicina a tkanové inzenyr-

stvi.

Pro kultivaci bun€k na povrchu jakéhokoliv substratu je velmi dilezité pfedem definovat
chemické podminky. Mezi nejcastéji pouzivané materidly pro tyto ucely patii polymery,

peptidy a proteiny, poskytujici umélé mikroprostredi podobné extracelularni matrici.

Pouzitelnost filmu je také ovlivnéna elasticitou a drsnosti povrchi. Tyto parametry jsou
dalezité predevsim pii diferenciaci bunék na povrchu biomaterialii. Filmy, ve studii [34]
byly fyzikalné sesitovany. Prokézalo se, Ze se zvySujicim se obsahem tropoelastinu drsnost
filmu roste. Drsnost povrchu souvisi s vlastnostmi materidlu a jeho naslednou povrchovou
upravou. Drsnost filmu byla stanovovana pomoci mikroskopie atomarnich sil. Mechanické
vlastnosti byly testovany pomoci zkousek tahem a napétim. Obecné plati, ze pfi zvySeni

obsahu tropoelastinu dochazi ke zvyseni tuhosti filmu.

Mechanické vlastnosti extracelularni matrice, zejména tuhost zprostfedkovava bunécnou
proliferaci, signalizaci a diferenciaci bunék. Tuhé substraty mohou podporovat tvorbu cy-
toskeletarni organizace a lokalni adheze pro nékteré bunécné kultury, kdezto mékké sub-

straty nejsou vhodné pro jejich ukotveni, Siteni nebo mnoZeni.

Pii zkoumani tuhosti filmi tvofené lyzinem s hyalurondtem sodnym, byla tuhost modulo-
vana pro pocatecni adhezi a proliferaci bunék, ale také 1 pro diferenciaci. Mékke filmy
umoznily diferenciaci po dobu pouze nékolika dni. Naproti tomu na tuhych filmech docha-
zelo ke shlukovani bun¢k, kde byly nalezeny podlouhlé, tenké a pruhované myofibrily
po dobu az 2 tydni.

Vzorky s povrchovou texturizaci mikro a nano rozmérti neovliviiuji diferenciaci bunék,
pouze moduluji jejich zarovnani. Napiiklad svalové buiiky jsou citlivé na mechanické
vlastnosti a drsnost, pficemZ nejsou necitlivé na specifické mikro a nano vzory. Tudiz
kombinace nizké drsnosti a vysoké tuhosti povrchu je pfizniva pro proliferaci a diferencia-
ci svalovych bun¢k. Na hedvabnych filmech obohacenych tropoelastinem bylo chovani
bunék nejvice ovlivnéno v ptipade€ primérné drsnosti povrchu a materialni tuhosti. Chova-
ni kmenovych bunék na povrsich se v§ak od svalovych buné¢k lisi a bunky vyzaduji jiny

povrch pro optimalni rist. Kmenové bunky preferuji spiSe drsnéjsi povrch a povrchové
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vzory v mikro a nano méftitku, které spolecné posiluji proliferaci a osteogenni diferenciaci

kmenovych bunék [3, 34, 35, 36].

3.1 Modifikace povrchu

Vyuzivad se imobiliza¢nich strategii peptidl, které jsou inspirovany pfilnavosti musli,
a to diky pfirozené se vyskytujicimu dopaminu. Povrchy se modifikuji proteiny nebo pep-
tidy s funk¢nimi skupinami, které ovliviiuji imobilizaci bunék. Takto upravené substraty
zvysSuji adhezi, intracelularni interakci a aktivuji fadu mechanosenzitivnich signalnich
drah, které jsou kritické pro samovolnou obnovu kmenovych bunék. Kultivace bunck

na modifikovaném povrchu lze prodlouzit po dobu 3 mésict bez ptivodu zivin [33].

3.1.1 Fazova separace pomoci smési rozpoustédel

Povrchové texturované vrstvy je mozné pripravovat pomoci fazovych separaci odehravaji-
cich se ve vrstvé nabotnalého polymeru s obsahem Spatného rozpoustédla a pripadn¢ dalsi

aditivni latky.

Jednim z ptiklada takovéhoto postupu je proces spojeny s modifikaci povrchu na bézi PS.
Tento proces je zaloZzeny na postupném, casové sekvenovaném davkovani smésného roz-
toku na rotujici povrch, jak je popsano v praci Wrzecionka a kol. [37]. Princip této meto-

dy, je uveden na Obr. 10.

Krok 1. Legenda:

A “rotace )
e B rs

odparovani
Depozice smési THF + ETH na povrch. . THE + ETH
“rotation) . PS + THF
THF + ETH
odparovani D ETH
Botnani, tvorba malych kapek, rozpousténi,
fazova separace; Laplacav tlak / ptusobeni . THF

povrchového napéti.

/Drotace THF - Tetrahydrofuran
THF + ETH
odpafovani PS - Polystyren

Laplactv tlak / pasobeni povrchového
napéti; tok PS v dusledku rychlého
odpafovani THF.

£ M €49 W <9
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Krok 2.

“rotace )
D THF + ETH
odpatovani

Druha depozice / poéateéni tloustka . . L
PS + THF a prameér ETH kapek zévisi na viskoelasticky viskbzni
casové sekvenci mezi krokem 1a 2. polymer kppalina

“rotace )
E THF + ETH
odpatovani

Narust tloustky nabotnalé vrstvy PS a priméru

Rast nabotnalé vrstvy PS

ETH kapek; agregace ETH ve viskozni vrstvé elasticky skrz viskoelasticky polymer
@ PS; botnani; tvorba malych kapek; rozpousiténi; material a viskdzni ETH kapky.

fazova separace; Laplacuv tlak / pasobeni

povrchového napéti.

7 rotace )
F THF + ETH
odpafovani

Laplacav tlak / pusobeni povrchového napéti;
tok PS v dusledku rychlého odparovani THF.

Obr. 10. Modifikace povrchu polymerniho materialu pomo-

cl casoveé sekvenované fazové separace za rotace [37]

Na povrch polystyrenu (PS) je deponovéana smés dobrého a $patného rozpoustédla. V urci-
tych casovych intervalech je na povrch vzorku davkovano celkem 1000 pl smésného roz-
toku (nejcastéji bylo deponovano 5x 200 pl smési rozpoustédel). V rdmci postupu,
viz Obr. 10, byl pouZit jako dobré rozpoustédlo tetrahydrofuran (THF), ktery za¢ina nabo-
tnavat povrchovou vrstvu polymeru, viz Obr. 10 B, kde dochazi k rozpousténi povrchu,
fazové separaci a tvorb¢é malych kapek Spatného rozpoustédla pro PS, 2-ethoxyethanolu
(ETH). Opakované nanaSeni dalSich davek smési THF : ETH ma za cil vyvolat déje zobra-
zené na Obr. 10 E. Postupnym c¢asové sekvenovanym opakovanim jednotlivych krokl do-
chazi k fizenému zvétSovani obou fazi a zejména pak kapicek, které tvoti povrchové pory.
V poslednim kroku se vzorek nechava rotovat a dochdzi nejdiive k odpafeni dobrého
a nésledn¢ Spatného rozpoustédla. Vytvofti se film s povrchovymi mikropdry. Nezbytnou
podminkou pro vyvolani takovychto zmén na povrchu je vybrat optimalni smés dobrého
a Spatného rozpoustédla. Vybranad rozpoustédla musi byt vzajemné misitelna a separova-
telnd az po kontaktu s polymerem. Déle je nutné nastavit nejvhodnéjs$i pomér téchto roz-
poustédel ve smesi a zvolit optimalni ¢asovou sekvenci davkovani na povrch upravované-
ho polymerniho materidlu. S vybérem idedlni smési rozpoustédel poméhaji Hansenovy

rozpustnosti parametry [37, 38].
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3.1.2 Metoda Breath fingures

Breath figures je metoda, kterou lze ptipravit filmy vykazujici hexagonalni pole mikrome-
trickych pért ziskanych kondenzaci kapi¢ek vody béhem rychlého odparovani rozpouste-

dla ve vlhkém prostredi.

Tvorba povrchovych port probiha ve tiech fazich, kdy v pocatecnim stadiu neexistuje zad-

na silna interakce mezi kapickami vody.

Jeli polymerni roztok odlévan pti vysoké vlhkosti, dochazi ke kondenzaci kapicek vody
na povrchu odparujiciho se polymerniho roztoku za vysoké organizace kapi¢ek vody

a vzniku vysoce organizované pordzni struktury.

V prvnim kroku dochazi k odparovani rozpoustédla z roztoku spojené¢ho s ochlazovanim
povrchu. Na povrchu dochazi ke kondenzaci vlhkosti ve formé kapic¢ek vody, které jsou
usporddany do pravidelné struktury. Po ochlazeni roztoku na teplotu okolniho prostiedi
dojde k odpateni zbylého mnozstvi rozpoustédla s naslednou kondenzaci vody za vzniku

vostinové struktury (viz Obr. 11).

QOdlévani polymernich roztoki

Proudéni vihkého Teplotni gradient

vzduchu Odpafovani rozpoustédla Kondenzace vody @
/ f / &\& Gradient povrchového
napéti
Proudéni

Po tplném odpai‘eni rozpoustédla ’

=
&

Organizace kapek vody

Vysledny mikroporézni polymerni film
s Sestitthelnikovou organizaci = Vostinovy film
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Obr. 11. Schématické znazornéni vostinovych polymernich filmi pripravenych

metodou Breath fingures [39]

Byl také zkoumam vliv pouZzitého rozpoustédla na tvorbu kapicek vody, z cehoZ vyplyva,
ze je nutné volit vhodné rozpoustédlo. Rozpoustédlo se voli podle jeho vlastnosti a dle
kladenych narokii: vysoky tlak par, nizky bod varu, nizka rozpustnost ve vodé, a predevsim

niz$i hustota, nez je hustota vody.
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Pti ziskdvani porézniho filmu je nutné, aby se kapicky vody na povrchu stabilizovaly
a nerozpoustély upravovany polymerni povrch. A proto v pfipadé upravy fibroinovych
filmt dochazi k nemoznosti vyuziti této metody piimo, ale mize dojit k tvorbé takto vy-

tvofenych texturovanych Sablon s naslednym odlitim fibroinovych filmu [39, 40, 41, 42].

3.1.3 Fazova inverze

Polymerni membréany lze tvofit pomoci fazové separace, ve které je homogenni roztok
polymeru rozdé€len na dvoufazovy systém, a to na fazi bohatou, coz je pevny polymer, kte-
ry tvofi strukturu membrany a na fazi chudou, kterou je kapalny polymer tvofici pory
membrany. Polymer tedy mize byt rozpustén ve smési dobfe t¢kavého a net€kavého roz-
poustédla. Po odliti tohoto polymeru dojde k odpatreni dobrého rozpoustédla, které postup-
né obohacuje odlity film o $patné rozpoustédlo az do vysraZeni polymerni slozky. Zménou
parametri piipravy filmi timto postupem dochdzi ke vzniku zcela odliSnych struktur

s odlisnymi vlastnostmi.
Jako vhodny nastroj pro diskuzi o termodynamickych aspektech v pribéhu srazeni poly-
merd slouzi tfifazovy diagram srazedlo/polymer/rozpoustédlo. Ttifazovy diagram je zna-

zornén na Obr. 12.

POLYMER

KONECNE SLOZENT
cM EMBRANY
BOD SOLIDIFIKACE

LITY RDZTOI'A
POLYMERU

ROZPOUSTEDLO SRAZEDLO

Obr. 12. Schéma odlévani roztoku a tvorby porovité membrany

pro trifazovy systéem polymer polymer/rozpoustédlo/srazedlo [43]

Kazdy z roht diagramu piestavuje jednu slozku. Jeden roh je polymer, druhy je rozpousté-
dlo a tfeti je srdZedlo, zatimco kazdy bod v trojihelniku pfedstavuje smés tii slozek. Sys-

tém se skladd ze dvou oblasti, a to jednofazové oblasti, kde vSechny slozky jsou misitelné
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a dvoufazové oblasti, kde se systém rozdéluje na polymerné bohatou obecné tuhou fazi
a polymerem chudou obecné kapalnou fazi. I ptes to, Ze je jednofazova oblast ve fazovém
diagramu termodynamicky spojita, lze ji z praktickych divoda rozd¢lit na kapalnou a pev-
nou oblast. Pii nizkych koncentracich polymeru je systém kapalina o nizké viskozité, avSak
se vzrastajici koncentraci polymeru se rychle zvysuje viskozita, jenz dosahuje takovych

hodnot, Ze Ize systém povazovat za pevnou latku.

Pfi tvorbé membrany se systém meéni z kompozice A, ktera predstavuje pocatecni odlity
roztok na kompozici C, kterda piedstavuje koneCnou membranu. V konecné kompozici
C jsou dv¢ faze v rovnovaze. Pevna faze bohatd na polymer, ktera tvofi strukturu membra-
ny je predstavovana bodem S, a kapalna faze chuda na polymer, tvofici membranové pory
naplnéné srazedlem, je reprezentovand bodem L. Bod C lezi na ptfimce S-L a urcuje celko-
vou porovitost membrany. Proces srdzeni je reprezentovan cestou v tfifazovém diagramu
od bodu A do bodu C, béhem néhoz je rozpoustédlo vymeéneéno za srazedlo. Koncentrace
rozpoustédla/srazedla, pti které¢ dojde k prvnimu vysrazeni polymeru je vyznacena bodem
B. S postupujicim srdzenim dochéazi ke ztraté rozpoustédla a ke zvySovani koncentrace
polymeru v systému, az je viskozita tak vysoka, Ze se da polymer oznacit za pevnou latku
abrani se dalSimu hromadnému pohybu polymeru (bod D) [43]. Nasledn¢ dochazi
k objemovym zménam pii vyméné rozpoustédla za srazedlo a ke smrSténi faze bohaté
na polymer. Zékladni termodynamika separace, popiipad¢ srazeni je u viceslozkovych sys-

témi stejna jako u dvouslozkovych systémi s nizkou molekulovou hmotnosti.

Pfi tvorbé membrany se vyskytuji vysoké koncentrace polymeru, tudiZ jsou nerovnovéazné
stavy zcela bézné. Jiz pouze malé zmeény koncentrace polymeru mohou vést
k dramatickym zméndm viskozity, které mohou branit pohybu polymeru. Pii zavedeni sra-
zedla do roztoku polymeru se stane ze stabilniho systému nestabilni, ktery se spontanné
rozdéli na dvé faze. V nestabilnim stavu je aktivita polymeru velmi zvySend, diftzni koefi-
cient se stava zdpornym a polymer je transportovan proti jeho koncentraCnimu gradientu.
Dochazi ke zvySovani koncentrace polymeru, az je systém rigidni a neni mozny dalsi po-

hyb polymeru. Tento proces je zaznaen bodem D na Obr. 12 [43].

3.1.4 Odlévani vzorovanych filmi

Jedna se o velmi jednoduchou metodu vyroby texturovanych filmu, které maji pravidelnou
strukturu. Pravidelna textura je dulezitd pro aplikaci v tkanovém inzenyrstvi, ale také

pfi dodavani 1éciv. Pfi odlévani jednotlivych filml je velmi dilezité, aby forma byla
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z odlisného materidlu a nedoslo tedy k pevnému pftilnuti odlévaného filmu, ktery je zapo-

tiebi nasledné bez poniceni vyjmout z formy.

Ve studii Guptyho a kol. [30] zaméfené na hedvabné proteiny B. mori je vyuZzita vyroba
vzorovanych filml z kapalného iontového roztoku proteinu za pouziti proplachovaci lazné
s methanolem. Pfi ponofeni filmu do metanolu se iontova kapalina extrahuje
z proteinového roztoku do metanolové 14zn€, coz ma za nasledek stabilizaci hedvabného
fibroinu. Pro vytvofeni dané textury se vyuziva vzorovanych forem, z nichz se opticky ¢iry

film nésledné odloupne viz Obr. 13 [30, 40].
A B
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Obr. 13. Vyroba texturovanych hedvabnych filmii. (4) forma

pozZadovaného designu. (B) Hedvabny roztok odlit na formu. (C)
Potazend forma ponorena do metanolové lazné. (D) hedvabny

film odloupnut z formy [30]

3.2 Rust bunék

Vyvoj skaffoldd pro bunécnou kultivaci vyzaduje kromé biokompatibility a mechanickych
vlastnosti také vysokou porovitost. A tak pro zlepSeni rustu bunék na povrchu materidlu
je nutnd povrchova uprava. Funkéni biopolymerni substraty a skaffoldy mohou vytvéaiet
fyzikéalné-chemické podnéty, které zvySuji proliferaci a diferenciaci kmenovych bunék.
Proliferace a diferenciace je dulezitd pro ucinnou regeneraci a obnovitelnost funkce pora-
néné tkané prostfednictvim transplantace. PouZivané biomateridlni substraty a skaffoldy
by mély byt zhotoveny tak, aby napodobovaly mikroprostiedi, kde bézné kmenové bunky
sidli a podporuji kontrolovanou proliferaci, diferenciaci a interakci mezi skaffoldem a buii-

kami. Na takovychto substratech a skaffoldech mohou byt imobilizované aktivni molekuly
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(viz Obr. 14). Aktivni mista mohou byt zprostfedkovana také pomoci biopolymera, kte-
ré se navazi do lokalizovanych port, pii jejich modifikaci, kde tvoifi vhodné podminky
pro rust bunék. Pro imobilizaci peptidii na povrchu, jako aktivnich latek, existuji zptisoby
jako jsou: chemicka konjugace ¢i fyzikalni adsorpce. Mezi chemické upravy patii napii-
klad plazmatické oSetieni kyslikem. V tomto ptipadé¢ mize dojit ke zménam stavu substra-
tu, ktery se stava sypky. Jako alternativa tohoto problému se vyuziva fyzikalni adsorpce.
Jedna se o béznou metodu imobilizace proteinti a peptidl, které mohou byt nespecificke,
tudiz 1 neucinné. Proto je velmi dilezitd jednoducha a i¢inna imobilizace pro vyvoj funkc-

nich substratu.

r~ =
Dopamin Polydopamin (PD)
A
Polymerizace o
" Tris-Hcel, pH 8,5
Substrat (PS, PLGA) Substrat (PS, PLGA)
-
2
Polydopaminovy povlak Neutrilni ristovy faktor —- NGF, GDNF
Adhezni peptidy - C(K)GGYIGSR
on C(K)GGRGD
H OH
4""“\( | OH M‘\s,“{ oH
g N
J

Neutralni kmenové buiiky (NSC)

OO,

Manipulace s nervovymi kmenovymi buiikami
(proliferace a diferenciace)

Obr. 14. Znazornéni imobilizace bioaktivnich molekul zprostiredkovanych polydo-
paminem (PD) (adhezivni peptidy odvozené od neurotropnich riistovych faktori).
Pro neutralni kmenové bunky pouzity substraty polyestyrenu (PS) a poly(kyselina
mlécna-glykolova) (PLGA)s imobilizovanymi bioaktivnimu latkami [44]

Dalsi testovani bylo zaméteno na povrchy polystyrenovych desticek, které byly potazeny
hydroxyapatitovou adsorbéni vrstvou a oSetfeny roztokem obsahujicim ionty vapniku
a fosfatu (Obr. 15), nebo byly oSetiené vrstvou lidského séra albuminu na povrchu kazdé

jamky. Strategii tohoto testovani byla podpora ristu kostnich bunck [42, 43, 45, 46, 47].
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Obr. 15. Potahovani komercnich 24jamkovych polystyrenovych desticek hydroxyapatitem
za pouZziti adsorpcni vrstvy lidskeho serového albuminu a predbezného osetreni alternativ-

nim macenim pomoci roztokit CaCl; a KxHPOy [47]
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3.3 Cile prace

S pomoci fazové separacnich procest pfipravit povrchové texturované vrstvy na bazi

hyaluronanu a hedvabného proteinu (Bombyx mori fobroinu).

V ptipad¢ filmi na bazi hyaluronatu sodného najit takové slozeni modifikacni smési, jez
umozni ptipravu nerovnosti v fadech desitek az stovek mikrometri. Spolu s tim prozkou-

mat promeénné podminujici vznik takovychto nerovnosti.

V piipadé filml na bazi hedvabného proteinu piipravit texturované povrchy se selektivné

zachycenymi fluorescen¢nimi zna¢kami uvnitt makro poru.
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II. PRAKTICKA CAST
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4 PRIPRAVA A CHARAKTERIZACE SAMONOSNYCH
BIOPOLYMERNICH VRSTEV

Pro ptipravu povrchové texturovanych vrstev byly v prvnim kroku ptipravovany hladké

polymerni filmy na bazi HA a BMF.

Pro fazové separa¢ni modifikaci povrchii na bazi HA byla piipravovana smés n-butanolu

(nBT) s isopropylalkoholem (IPA). K této smési byly pfidavany nasledujici aditiva:

a) voda

b) dimethylsulfoxid (DMSO)
¢) vodaa DMSO

d) HA

e) vodaaHA

f) DMSO a HA

g) vodu, DMSO a HA

Mimo to byl sledovan vliv mnozstvi jednotlivych davek modifika¢ni smési, poctu a veli-
kosti deponovanych davek na povrch HA, Casového intervalu davkovani, rychlosti rotace

vzorku, molekulové hmotnosti HA a vlivu zbytkové vody v upravovaném filmu HA.

Pozn.: S ohledem na moZné praktické vyuziti texturovanych povrchii v medicinskych apli-
kacich jsou povrchy na bazi HA spiSe modelovym systémem. Tato skutecnost je dana
rychlou rozpustnosti HA ve vodném prostfedi. Pro praktické medicindlni aplikace je vy-

hodnéjsi vyuzit povrchli na bazi BMF, jenz se vyznacuji omezenou rozpustnosti ve vode¢.

Pro Gpravu povrchli na bazi BMF byla primarn€ pouZivana smés hexafluoroisopropanolu
(HFIP) s DMSO a vodou. Do této smési byly nasledné pfidavany rozdilné fluorescencni
znacky. U takto znacenych povrchi se sledovala jejich stdlost ve vodnych prostfedich
s ohledem na zamySlenou aplikaci spojenou se selektivnim zachytavanim kultivovanych

bunék.

4.1 Materialy

Vodné roztoky HA byly pfipravovany z HA o stfedni molekulové hmotnosti (Mw)
370 kDa, poptipad¢ 1180 kDa, jak bude uvedeno v textu. Hyaluronat sodny v kosmetické
Cistoté byl zakoupen od spolecnosti Contipro, a. s. Ultracista voda (18 MQ-cm), ktera byla

pouzivana jako rozpoustédlo, byla pifipravena pomoci zatizeni Direct-Q, viz Obr. 16.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 45

Fr s

2
Obr. 16. Zarizeni Direct-Q [48]
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Pro ptipravu modifikacni smési pro HA povrchy byly pouzity rozpoustédla nBT, IPA
a DMSO v p. a. Cistoté od spolecnosti Sigma-Aldrich.

Regenerovany BMF v lyofilizované podob¢ byl predpiipraven nasledujicim zplsobem.
V prvnim kroku bylo hedvabi zbaveno sericinu, a to zahfatim s intenzivnim michanim
pti 70 °C v hydrogenuhli¢itanu sodném o koncentraci 5 g/l po dobu 1 hod. Poté bylo hed-
vabi slito a promyvéano destilovanou vodou pies Biichnerovu nalevku do doby, nez bylo
dosazeno pH 7. Néasledn¢ bylo hedvéabi zbaveno piebytecné vody a rozvrstveno do co nej-
tencich vrstev pro usnadnéni vysychani. V dalSim kroku bylo hedvébi suseno v susarné
pii 50 °C po dobu 24 hod. VysuSené¢ hedvabi bylo rozstiihano na drobné kousky do zku-
mavek po 2 g s piidavkem 50 g 9,3M bromidu lithného. Takto pfipravené zkumavky
se nechaly michat po dobu 24 hod. Nésledné byla provedena centrifugace po dobu 30 min
pii 20-25 °C na 8500 rpm. Po sliti supernatantu byl sediment prendan do dialyza¢niho
stteva a dale byl dialyzovan proti vod¢ po dobu 3 dnd s vyménou vody kazdych 12 hod
za laboratorni teploty. Obsah stfivka byl poté centrifugovan a sediment byl podroben lyofi-

lizaci.

Jako rozpoustédlo BMF byl pouzivan 99% HFIP v p.a. Cistoté od firmy Abcr Gmbh, déle
byl do modifikaéni smési pridavan 99,8% DMSO od firmy Carl Roth GmbH + Co. KG.

Mimo to byl pouzivan 100% methanol od firmy VWR Chemicals. NHS-Fluorescein
a NHS-Rhodamine od firmy Thermo SCIENTIFIC. Dimethylformamide 100% od firmy
VWR Chemicals. Siran amonny 99,5% v p.a. Cistoté od firmy Carl Roth GmbH + Co. KG.
Fluorescein isothiocyanate-dextran 20 M@, Fluorescein isothiocyanate-dextran 70 MG,

Fluoresceinisothiocyanat Isomer od firmy Sigma Aldrich.
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4.2 Cisténi sklenénych nadob pro roztoky HA

Pted pouzitim sklenénych naddob pro pfipravu roztokti HA je nutné zajistit, aby tyto nadoby
byly zbaveny kontaminace. Pro ¢isténi skla byla pouzita sada Cisticich lazni, jak je znazor-

néno na Obr. 17.

. Oplach
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kyseliny sirova kyseliny chlorovo-

, o, ., , X chloro- vodiku
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Obr. 17. Schématické zndzorneéni postupu cisteni laboratorniho skla [48]

Kyseliny jsou namichany v poméru 1:1 a peroxid vodiku je v 30% koncentraci. V kazdé
lazni je sklo ponechéno alespoii 20 minut. Na zavér je sklo oplachnuto destilovanou vodou,
acetonem, destilovanou vodou a ethanolem. Nasledné je vloZzeno na 20 minut do suSarny

vyhtaté na 120 °C.

4.3 Priprava filmi

Pro ptipravu filmi z jednotlivych biopolymert byly pouzity specifické postupy, podrobnéji

popsané u diskutovanych experimentalnich vysledk.

V ptipadé¢ odlévani filmG z HA je nutné, aby byly PS misky pfed samotnym odlitim filmu
plazmaticky upraveny. Plazmatické oSetfeni povrchu se provadi z divodu zlepSeni adheze
a zvyseni hydrofilnosti povrchu. Pro plasmatickou aktivaci povrchu byl pouzit nizkotlaky
plazmareaktor znacky FEMTI SRS od spole¢nosti Dienereletronic. Misky byly upraveny

v prostiedi vzduchu po dobu 60 s, pti vykonu reaktoru 100 W za sniZeného tlaku.

4.3.1 Vodné roztoky HA

Vodné roztoky HA pro veskeré pokusy byly pfipravovany nasledujicim zptisobem, pokud

nebude v textu uvedeno jinak:

1) 3 hm. % HA o Mw 370 kDa nebo 0,7 hm % HA o Mw 1180 kDa pro odlévani fil-
mu, 3 hm. % HA o Mw 370 kDa, nebo 1,5 hm % HA o Mw 1180 kDa jako aditi-
vum bylo rozpusténo v ultracisté vodg,

2) roztoky byly rozpoustény v temperované nadobe na magnetickém michadle pfti tep-

lot€ 50 °C po dobu 24 hod
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Obr. 18. Magnetické michadlo [48]

Po dokonceni rozpousténi byl roztok ihned odlit na PS misku (TPP Techno Plastic Produ-
cts AG). Pouzité Petriho misky jsou z vyroby sterilizované radiaci. Na plazmaticky oSetie-
né PS misky o pruméru 3,4 cm bylo odvazeno 5 g roztoku, tak aby vyska vrstvy na pocat-

ku suSeni byla okolo 6 mm.

Takto pfipravené misky s roztokem HA byly umistény do susarny bez nucené cirkulace
vzduchu znacky Memmert. SuSarna byla nastavena na 50 °C a suSeni probihalo po dobu
24 hod. Druhym zptsobem suseni bylo pouziti klimakomory temperované na 50 °C
pii definované vlhkosti vzduchu, jak bude podrobnéji rozvedeno v textu. Po dokonceni
procesu solidifikace byly filmy podrobeny povrchové modifikaci, nebo byly uskladnény
v exikatoru nad vrstvou silikagelu, aby nedoslo k jejich navlhnuti pfed samotnou modifi-

kaci.

4.3.2 Roztoky a odlévani proteinovych filmi

Pro pfipravu polymernich vrstev odlévanim byly pfipravovany polymerni roztoky nasledu-

jicim zpisobem:

- 2 hm. % fibroinu bylo rozpusténo v HFIP,

- roztok byl rozpustén pii laboratorni teploté na michadle po dobu 12 hod
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Obr. 19. Michadlo

Filmy byly odlévany z roztoku proteinu na povrch polystyrenové Petriho misky o priméru
3,4 cm. Na povrch této misky bylo pipetovano 450 ul 2% roztoku proteinu v HFIP. Misky
byly nasledné vlozeny do exsikéatoru, kde byly suSeny v proudu dusiku, ktery zabezpecil
konstantni podminky suSeni bez pfitomnosti vlhkosti. Po vysuSeni filmt, které probihalo
12 hod byly pfipravené vzorky vlozeny na dalSich 48 hod. do par methanolu, tak aby
se dany proteinovy film mohl transformovat ze SILK 1 do SILK II stavu,

tj. z konformacniho usptadani v podobé a-helixti do podoby B-sklddanych lista [49].

4.4 Modifikace povrchu filmi pomoci metody ¢asové sekvenované fazo-

vé separace

Povrchové modifikace filmi bylo dosazeno pomoci casové sekvenované fazové separace.
Na polymerni povrch byl deponovan smésny roztok s obsahem dobrého a Spatného roz-
poustédla, popt. aditiv (Obr. 20). Takovyto postup Casoveé sekvenované fazové separace
je popsan Wrzecionkem a kol. [37], v publikaci, jeZ popisuje princip této metody na poly-

styrenovém povrchu (viz teoreticka ¢ast této prace).

i 4440444 2844044
? = ? o ? o u?
Obr. 20. Schéma davkovani smési rozpoustedel

na rotujici substrat [37]
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Pro cilenou generaci povrchové pordzni struktury bylo pouzito specidlné zkonstruované
zatizeni vyrobené Wrzecionkem a kol. na UFMI, UTB ve Zliné. Toto zafizeni vyobrazené

na Obr. 21 se sklada z nosice vzorkil na rotoru, davkovaci a fidici jednotky.

F

Obr. 21. Pouzité zarizeni pro modifikaci povrchové to-
pografie polymeru metodou casové sekvenované fazové

separace za rotace [37]

Primarni modifikace BMF povrchii byla zalozena na diive popsaném postupu [49]: na po-
vrch filmu bylo davkovéano v intervalu 5 sekund 10 davek po 200 pl modifikacni smési
(HFIP:DMSO:HO a to v objemovém poméru 7:0,2:4). Modifikace filmi HA byly zaloze-
ny na postupu uvedeném v diplomové praci Bradacové [51] a v mé bakalaiské praci [48],

kde zéklad modifikacni smési tvofi nBT a IPA v poméru 3:7 [48, 51].

4.5 Charakterizace povrchu

Povrchové texturované vrstvy byly charakterizovany pomoci mikroskopie atomarnich sil,
optického, konfokalniho a skenovaciho elektronového mikroskopu, kontaktniho a bezkon-

taktniho profilometru.

4.5.1 Opticky mikroskop

Pro prvotni charakterizaci zmén povrchu upravovanych polymernich filma byl pouzit op-
ticky mikroskop Nikon Eclipse 501 vybaveny fotoaparatem Cannon EOS2000D. Tyto

snimky byly nasledné zpracovany v programu ImageJ.
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4.5.2 Konfokalni mikroskop

Fluorescencné znacené vzorky byly charakterizovany pomoci konfokdlniho mikroskopu

Olympus FV3000.

4.5.3 Mikroskopie atomarnich sil

Vzorky s povrchovou nano a mikro texturou byly charakterizovany pomoci mikroskopie
atomarnich sil (AFM) znacky NTEGRA-Prima od spole¢nosti NT-MDT. Skenovéni po-
vrchii probihalo v semikontaktnim moédu. Meéfeni bylo provadéno v prostfedi vzduchu,
pfi laboratorni teploté. Pro vSechna méfeni byla vyuzita sonda NS601. Skenovana plocha
vzorku zaujimala plochu 50x50 um s rozliSenim 512x512 dpi, rychlost skenovani byla

0,5-0,7 Hz.

4.5.4 Skenovaci elektronovy mikroskop

Mimo pozorovani povrchové textury pomoci optického mikroskopu byl dale pouzit skeno-
vaci elektronovy mikroskop (SEM) znacky Nova NanoSEM 450 od spolecnosti FEI. Po-
vrch vzorkll byl zobrazovén v prostiedi vysokého vakua pomoci zpétné odrazenych elek-

tronu.

4.5.5 Kontaktni profilometr

Pro méteni povrchové drsnosti filmii na bazi HA byl pouzit kontaktni profilometr Dektak
XT (Bruker). Profilometr je opatfen diamantovym hrotem o poloméru kiivosti 12,5 pm
s pritlakem 5 mg. Profil byl zaznamendn na vice mistech filmu pro ovéteni reprodukova-

telnosti ziskanych dat.

4.5.6 Opticky profilometr

Pro analyzu povrchové topografie makro poréznich povrchl byl pouzit opticky profilometr
ContourGT-K (Bruker), s objektivem se zvétSenim 50x. Ziskand data z tohoto zatizeni byla

nasledn¢ analyzovana v programu Gwyddion.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Prace byla zamétena na vyvoj novych postupt vedoucich k piipravé texturovanych po-
vrchit na bazi HA a BMF pomoci Casové sekvenované fazové separace za rotace.
je podmiiovan zménami teploty, teplotnich gradientl, rychlosti suseni, objemem dévkova-
nych rozpoustédel, zpisobem piipravy filmu, viskozitou, distribuci molekulovych hmot-
nosti. Tyto ziskané poznatky byly v ramci této prace dale rozvijeny, jak bude diskutovéano
nize.

V ptipad¢ povrchové modifikace filmli na bazi HA byl sledovan vliv dal$ich proménnych
majicich za nésledek vznik specifickych povrchovych textur. Mezi tyto proménné patii

sloZzeni modifikaéni smési.

Bylo studovano, jakym zptisobem ovliviiuje vznik povrchové topografie ptidavek vody,
DMSO a HA do modifika¢ni smési zalozené na nBT a IPA. Z téchto primarnich testii vy-

plynuly nésledujici pokusy majici za cil popsat:

- vliv pfidavaného mnozstvi HA do smési nBT + IPA + H>O + (DMSO),

- vliv poctu davek deponovanych na povrch modifikovaného materialu,

- vliv ¢asového intervalu davkovani modifika¢ni smési,

- vliv rychlosti rotace vzorku,

- vliv objemu jedné modifika¢ni davky,

- vliv mnozstvi DMSO v modifika¢ni smési,

- vliv typu pouzité HA s ohledem na distribuci jejich molekulovych hmotnosti,

- vliv pomérového zastoupeni HA Mw 370 a 1180 kDa v modifika¢ni smési,

- vliv zbytkového mnozstvi vody v modifikovaném filmu na bazi HA, suSeni vzorki

v klimakomote pii 40% a 70 % relativni vlhkosti, suSarné bez regulace vlhkosti

Experimenty spojené s ipravou BMF filmil rozSitovaly dosavadni postup pfipravy povr-
chovych makro pért [49] o studium moznosti selektivni depozice fluorescencnich znacek
do povrchové vytvafenych prohlubni. Spolu s tim byly provadény experimenty majici
za cil prostudovat vliv pfidaného BMF do modifikaéni smési na zménu vznikajici povr-

chové textury.
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Primarni modifika¢ni smés pro BMF byla obohacovana o nasledujici aditiva:

- protein rozpustény v HFIP,
- modifikovany protein NHS-Rhodamine rozpustény v HFIP,
- fluorescein isothiocyanate-dextran rozpustény v DMSO,

- chemicky ¢i fyzikdln€ vazané barvivo rozpusténé v DMSO

Jako posledni byla provedena kontrola stability navazanych latek na povrchu BMF ve vod-

né prostredni.

Veskeré experimenty byly opakovany minimaln¢ tiikrat z davodii ovéteni reprodukovatel-

nosti ziskanych vysledki.

5.1 Experimenty vénované texturizaci povrchu na bazi HA

Pro upravu povrchi filmid HA byla pouzivana modifikaéni smési nBT a IPA v objemovém
poméru 3:7 obohacena o vysSe uvedend aditiva. Zaklad modifikacni smési byl pievzat
z diplomové prace Martiny Bradacové [51]. Pocet davek, objem jedné davky a ¢asové in-
tervaly davkovani se u rozdilnych experimentt lisi, proto tyto parametry budou uvedeny

v ramci diskuze ziskanych vysledk.

Pozn.: Pro zajiSténi odpateni zbytkovych rozpoustédel z povrchu modifikovanych filmu

byly upravené materialy ponechany v exsikatoru po dobu 24 hod.

5.1.1 Vliv sloZzeni modifika¢ni smési

Modifikaéni smés byla obohacovéna o rozdilné aditivni latky. Experimenty spojené
s postupnym pitidavanim aditiv do primarni modifikaéni smési (viz Obr. 23) ukazuji vy-

znam jednotlivych komponent pii vzniku povrchovych textur na bazi HA.

Srovnavané povrchy uvedené na Obr. 22 byly pfipraveny pii 2100 ot./min. Zakladem mo-
difika¢ni smési byl nBT a IPA v objemovém pomeéru 3:7 o celkovém objemu 5 ml.
Do takto pfipraveného zakladu byly piidavany aditivni latky, 0,5 ml DMSO, 1,1 ml super-
¢isté vody a 2,3 ml 3 hm % HA o stfedni molekulové hmotnosti 370 kDa.
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A) nBT + IPA B) nBT + IPA + HA

C) nBT + IPA + DMSO
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Obr. 22. Zavislost vzniku HA povrchovych textur na pridavaném aditivu do smési rozpous-
tedel. Parametr Sz urcuje maximalni prevySeni povrchovych nerovnosti a Ra priimérnou
drsnost. Barevné snimky z AFM a optického profilometru, cernobilé snimky z optického

mikroskopu
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Z vyse uvedeného obrazku plyne, Zze modifikace filma bez predeslého nabotnani povrchu
vodou neni U€innd, na povrchu nevznikéd ,,porou-like” povrchova textura, jak je vidét
na Obr. 22A az C. V pfipad¢, kdy se do modifikacni smési pfidd HA, ale neni pfitomna
voda, dojde k separaci drobnych agregatii na povrchu filma (Obr. 22B). Vysrazené struktu-
ry HA jsou zfetelné jiz v pfipraveném modifikaénim roztoku. Pokud se pfidd do modifi-

vvvvv

kaci (Obr. 22D).
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Obr. 23. Priklady profilovych rezu ziskanych pomoci kontaktniho pro-

filometru pro vzorky uvedené na Obr. 22

Obrazek 23 ukazuje, jak se méni povrchovy profil modifikovanych filmu s a bez pridavku
HA a vody. Vzorky upravované smési rozpoustédel bez ptidavku HA jsou v ramci prove-

deného srovnani prakticky hladké. Z ¢ehoz plyne zasadni vyznam piidavku polymeru.

wev
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Podle jednotlivych profila lze fici, Ze pfida-li se do modifikacni smési HA bez vody, dojde
k separovani jemnych struktur na povrchu. Pokud se do modifikacni smési piidad voda,
dojde k nabotnéni filmt a HA, kter¢ zde tvofi jiz vyraznou texturu. Jestlize se do této smési
HA a H>O piida také DMSO, dojde ke vzniku méné vyraznych struktur. Z téchto pozoro-
vani plyne tento zavér. Pro pfipravu ,,porous-like* povrchi na bazi HA je nezbytné pouzit

modifika¢ni smés slozenou z IPA, nBT, H,O a HA.

5.1.2 Vliv pridavaného mnoZstvi HA do modifika¢ni smési

Z ptedchoziho pokusu vyplynulo, Ze ptfidavek HA do modifikaéni smési ma zésadni vliv
na povrchovou modifikaci. V této podkapitole bude feseno, jak se na této skutecnosti podi-
1i mnozstvi HA, ktera se ptidava do polymerniho roztoku v poméru k mnozstvi ptidavané
vody. To znamenad, Ze roztoky byly pfipravovany tak, aby celkové mnozstvi vody ve smési
bylo konstantni a ménil se pouze podil pfidaného HA. Do smési bylo piidavano
2,1az2,5ml 3 hm.% HA o Mw 370 kDa a 0,9 ml az 1,3 ml supercisté vody (Obr. 24).

Vzorky byly modifikovaly deseti ddvkami smési v ¢asovém intervalu 40 s.

A)13ml H20+2,1mlHA B)1,lmlH20+23mlHA  B)0,9 ml H20 + 2,5 ml HA

Obr. 24. Vliv mnozstvi pridaného HA do modifikacni smési na zménu vznikajici povrchové

textury. Obrazky z optického mikroskopu

Z Obr. 24 vyplyva, ze v pripadé pridavku vétsiho mnozstvi HA dochdzi k vyrazngjsimu
vysrazeni HA na povrchu. Kdezto v ptipadé¢ mensiho ptidavku HA dochézi ke vzniku izo-
lovanych srazenin, které se nespojuji do provazané povrchové sité. Jako ideélni ptidavek
se tedy jevi 2,3 ml 3 hm. % HA o Mw 370 kDa, 0,5 ml DMSO a 1,1 ml supercisté vody.

Tento pomér byl pouzivan v ramci dalSich experimentd.
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5.1.3 Vliv poétu davek modifikaéniho ¢inidla nanaseného na povrch HA

Dalsi proménnou je mnozstvi davek nanasenych na povrch modifikovaného filmu HA.
Pro upravu povrchll v rdmci tohoto experimentu byla pouzita modifikaéni smés skladajici
se z 5 ml nBT + IPA (3:7) s pfidavkem 2,3 ml HA (3 hm.%, Mw 370 kDa), 0,5 ml DMSO
a 1,1 ml supercisté vody. Depozice jednotlivych davek této smési probihala v intervalu

10 s.

A) 6 davek B) 7 davek

Obr. 25. Vliv poctu deponovanych davek na zménu povrchové textury vznikajici v priitbéhu
casové sekvenovaného davkovani smésného roztoku. Parametr Sz uvadi maximalni povr-
chové prevyseni zaznamenané pomoci AFM. Cernobilé obrazky porizeny pomoci optického

mikroskopu

Z vysledkii uvedenych na Obr. 25 plyne vyznamny vliv poctu ddvek na vznik propojenych
povrchovych siti. V ptipadé 6 davek modifika¢ni smési je patrné, Ze jsou pozorované nej-

v

vysSi agregaty, viz. parametr Sz. S rostoucim poctem davek se zvétSuje mira propojeni
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agregati HA a spolu s tim klesa vyska pozorovanych povrchovych nerovnosti. Dochazi

k ptekryvani povrchu vysrazenou HA.

5.1.4 Vliv ¢asového intervalu depozice smésného roztoku na povrch HA

I ptes to, ze piedchozi experiment pojednaval o vlivu poctu davek modifikacni smési, byl
proveden pokus, kde spolu koreluji dva parametry, a to pocet davek a Casovy interval mezi
jednotlivymi davkami. To znamend, Zze pro stanoveny pocet davek se mezi jednotlivymi

davkami meénil ¢asovy interval.

7 davek

10 davek

15 davek

Obr. 26. Zavislost velikosti a spojitosti agregatii HA do podoby porii na mnozstvi
deponovanych davek a casovém intervalu mezi nimi. Obrazky porizeny pomoci

optického mikroskopu
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Srovnédvané filmy na Obr. 26 byly pfipravovany z modifikacni smési nBT + IPA, obsahuji-
ci 2,3 ml HA (3 hm. %, Mw 370 kDa) 0,5 ml DMSO a 1,1 ml superc¢isté vody.

Z Obr. 26. je patrné, ze byl potvrzen vyse uvedeny predpoklad, tj. se vzristajicim poctem
davek dochazi k prekryvu povrchovych agregatl, které pii vyssim poctu davek zacinaji
vytvafet povrchovou texturu pfipominajici pory (,,porous-like). V ptipadé¢ sedmi davek
modifikacni smési roste velikost pora se vzristajicim ¢asovym intervalem. U film modi-
fikovanych deseti davkami je trend ristu totozny jako v pfedchozim piipadé, avSak
v ptipad¢ 40 s jiz dochdzi k velmi vyraznému vrstveni poru. Pii patnacti davkach smési
jsou péry vetsi, se vzristajicim Casem jsou ale protahlé do vSech stran a plsobi rozmaza-

nym dojmem.

Je tedy patrné, Ze je velmi dulezité volit optimalni pocet davek s optimalnim ¢asovym in-
tervalem. Pro dal§i vyzkum byl vybran Casovy interval 40 s po 10 davkach modifikacni

smési.

5.1.5 Vliv rychlosti rotace vzorku

Na vznik, velikost a pravidelnost agregovanych struktur do podoby p6rtt ma vliv rychlost
rotace upravovaného vzorku. Jednd se o parametr, ktery ma také vliv na homogenitu po-
vrchu. Vzorky byly modifikovany deseti davkami smési obohacené o 2,3 ml 3 hm. % HA
Mw 370 kDa , 0,5 ml DMSO a 1,1 ml supercisté¢ vody ve 40 s intervalech. Vliv této pro-

meénné je demonstrovan na Obr. 27.

1500 ot./min. 2100 ot./min.

Obr. 27. Vliv rychlosti rotace upravovaného povrchu HA (370 kDa) pomoci

10 davek modifikacni smési deponované v intervalu 40 s na zménu vznikaji-

ctho povrchového reliéfu. Obrazky z optického mikroskopu.
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Ze ziskanych vysledkt, které jsou porovnany na Obr. 27 a pfi pohledu na povrch misky
vyplyva, ze pro dany systém je vhodnéjsi aplikovat vyssi rychlost rotace vzorku
(2100 ot./min.), ktera umozni rovnomérnéjsi rozvrstveni modifikacni smési po povrchu

polymerni folie a to v dostate¢n¢ tenké vrstve.

5.1.6 Vliv objemu jedné modifika¢ni davky

Objem modifikacni davky je dal§im z podstatnych parametrt, ktery ovlivituje vznik, veli-
kost, pravidelnost a homogenitu vznikajicich povrchovych textur. Jak rychlost rotace,
tak objem jedné modifikacni davky ovlivni, jak vysoka bude vrstva rozpoustédel na modi-

fikovaném filmu. Tento parametr ma tedy velmi podobny vliv jako rychlost rotace vzorku.

Vzorky byly modifikovany 10 davkami smeési obohacené o 2,3 ml 3 hm. % HA
Mw 370 kDa, 0,5 ml DMSO a 1,1 ml supercisté vody ve 40 s intervalech. Objem jedné
davky smési rozpoustédel byl 200 a 300 pl. Ziskané vysledky jsou uvedené na Obr. 28.

Obr. 28. Zavislost velikosti a spojitosti poru na mnozstvi davek smési roz-

poustédel na filmu HA o stredni molekulové hmotnosti 370 kDa, upraveny
na spin—coateru 10 x 200 nebo 300 ul modifikacni smesi ve 40

s intervalech (snimek z optického mikroskopu)
Z vyplyvajicich vysledkl na Obr. 28 je patrné, ze pfi davkovani vétsiho mnozstvi (300 pl)
modifikacni smési dochazi k vétSimu vrstveni port nad sebou, kdezto v pfipad¢ davkovani

mensiho (200 pl) objemu modifika¢ni smési se pory jevi vetsi.
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5.1.7 Vliv mnozstvi DMSO v modifika¢ni smési

Vznik povrchové agregovanych struktur ovliviiuje pfitomnost a mnozstvi DMSO
v modifikacni smési. Veskeré filmy byly pfipraveny deponovanim 15 davek smési
po 40 s intervalech. Modifikacni smés se sklddala z5 ml nBT a IPA v obj. poméru 3:7
s ptidavkem 2,3 ml 3 hm. % HA Mw 370 kDa, s 1,1 ml supercisté vody a s riznym mnoz-

stvim DMSO.

A) 0 ml DMSO B) 0,2 ml DMSO C) 0,5 ml DMSO

Obr. 29. Viiv pridaného mnozstvi DMSO na zménu agregacnich schopnosti HA v priitbéhu
casové sekvenované fazové separace. Upravovan povich HA o Mw 370 kDa. Obrazky

z optického mikroskopu

V ptipadé¢ piidavku DMSO do modifikac¢ni smési, dojde ke zvySeni agregacni schopnosti
HA. Z Obr. 29 plyne, ze v nepiitomnosti DMSO vznikaji vyrazngj$i pory pfipominajici
struktury. V piipad¢ ptidavku 200 pl dochazi k tvorbé velkych povrchovych pora, které
vSak nebyly rovnomérné¢ rozvrstveny po celém povrchu modifikovaného filmu.
S ptidavkem 0,5 ml DMSO jsou vSak pory zietelné a pravidelné. Vysledek tohoto experi-
mentu potvrzuje, Ze DMSO zlepSuje agregacni schopnost HA, jak je popsano Heatleyem

a kol. ve studii [53].

5.1.8 Vliv typu nosného substratu HA o Mw 370 a 1180 kDa

Je znamo, Ze se zménou stfedni molekulové hmotnosti se méni mechanické a fyzikalné-
chemické vlastnosti daného polymerniho materidlu. To znamend, Ze se méni i rychlost
botnani polymerniho povrchu. V rdmci pochopeni vlivu této proménné byly pfipraveny
filmy HA o rozdilnych stfednich molekulovych hmotnostech. Byly odlity filmy
z3 hm. % HA o Mw 370 kDa a 0,7 hm. % HA o Mw 1180 kDa, jenz byly rozpoustény
ve vodé po dobu 24 hod. pfi 50 °C na magnetickém michadle. Tyto filmy byly nasledné
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modifikovany ve 40 s intervalech 10 ddvkami smési o objemu 200 pl, kterd byla obohace-

na o 2,3 ml 3 hm. % HA 370 kDa s ptidavkem 1,1 ml supercisté vody a 0,5 ml DMSO.

Z vysledkti uvedenych na Obr. 30 plyne vyznamny vliv typu pouzité HA pro ptipravu fil-
mu. V piipad¢ povrcht tvofenych HA o Mw 1180 kDa dochazi ke vzniku objemnéjsich

poréznich struktur.

Nosny substrat Mw 370 kDa Nosny substrat Mw 1180 kDa

Obr. 30. Vliv nosného substratu HA (370 kDa a 1180 kDa) na zménu po-

vrchového reliéfu HA pri modifikaci 10 davek modifikacni smési depono-

vané v intervalu 40 s. Obrazky z optického mikroskopu

5.1.9 Vliv pomérového zastoupeni HA Mw 370 a 1180 kDa v modifika¢ni smési

Vliv poméru zastoupeni HA Mw 370 a 1180 kDa v modifikacni smési na nosny substrat
(NS) o Mw 370 kDa. Filmy pfipravené z HA byly modifikovany modifika¢ni smési sloze-
né ze zakladnich 5 ml nBT a IPA obohaceného o 0,5 ml DMSO a 2,3 ml HA v rizném
pomérovém zastoupeni HA Mw 370 a 1180 kDa. Kde HA Mw 370 a 1180 kDa byly pfi-
praveny ve 2,5 hm. % (Obr. 31).

Na film bylo deponovano 10 davek pfipravené modifikacni smési po 40 s intervalech

0 objemu jedné davky 200 pl.

Obrazek 32 ukazuje, Ze v ptipad€ nosného substratu HA Mw 370 kDa vznikaly zcela od-
liSné povrchové textury nez v ptipadé nejvétsiho pfidavku HA o vysoké Mw, tj. 1,6 ml HA
Mw 370 kDa a 0,7 ml HA Mw 1180 kDa. U filmt s pfidavkem HA o Mw 370 kDa docha-
zi k tvorbé nejvyraznéjSich agregati na povrchu filmi. S ubyvajicim mnozstvim HA
o0 Mw 370 kDa a vzrastajicim mnozstvim HA Mw 1180 kDa dochézi k tvorbé agregati,

které se preskupi do pravidelné sité.
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A) 2,5 ml HA Mw 370 kDa + 0 ml HA B) 2,1 ml HA Mw 370 kDa + 0,2 ml HA
Mw 1180 kDa Mw 1180 kDa

C) 1,8 ml HA Mw 370 kDa + 0,5 ml HA D) 1,6 ml HA Mw 370 kDa + 0,7 ml HA
Mw 1180 kDa Mw 1180 kDa

Obr. 31. Viiv pridavku smési HA o Mw 370 a 1180 kDa do modifikacni smesi pri
modifikaci filmu HA o Mw 370 kDa. Obrazky z optického mikroskopu

5.1.10 Vliv zbytkové mnoZzstvi vody v modifikovaném HA povrchu

Pro uceleni experimentl zamétujicich se na pochopeni vlivu okolniho prostiedi na ptipra-
vu filmu HA a jejich naslednou modifikaci pomoci smésnych roztokli, byly porovnavané
vzorky solidifikovany bez a s kontrolovanou vlhkosti uvnitt suSiciho zatizeni. SuSeni roz-
tokii HA do podoby filmt probihalo v klimakomote pii 40 a 70 % relativni vlhkosti,
pfi 50 °C po dobu 48 hod. nebo v bézné susarné pii relativni vlhkosti mezi 40 az 60 %.
Filmy z HA Mw 370 kDa, byly povrchové upravovany deseti davkami modifika¢ni smési
(objem jedné davky ¢ini 200 pl), kterd byla obohacovana postupné o jednotliva aditiva.
Aditiva byla o objemech: 1,1 ml supercisté vody, 0,5 ml DMSO a 2,3 ml HA. Jednotlivé

davky byly deponovany na polymerni povrch ve 40 s intervalech.
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Pro znazornéni rozdili zde budou uvedeny pouze filmy, na kterych je viditelna povrchova

topografie viz kapitola 5.1.1.

A) nBT + IPA + B) nBT + IPA + C) nBT + IPA + D)nBT +1PA +
HA H20 + HA DMSO + HA H20 + DMSO +

susarna

Bez kontroly vlhkosti

we

40 % relativni vlhkost pri
i = klimakomora

suSeni

we

70 % relativni vlhkost pri
i = klimakomora

susSeni

Obr. 32. Vliv vihkosti pri pripravé nosnych substratiic HA o Mw 370 kDa pro modifikaci

filmit pomoci casové sekvenované fazoveé separace. Obrazky z optického mikroskopu
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Z filmt zobrazenych na Obr. 32 je zfetelné, ze v ¢im vyssi vlhkosti je film suSen, tim vy-
razngj$i struktury lze pozorovat. Z tohoto porovnani jasn€ plyne, jak je pro povrchovou

modifikaci dalezitéd ptiprava filmt vzhledem k prostiedi jejich solidifikace.

Je vhodné vyuzivani klimakomory, kde je pfesn¢ stanovena vlhkost v pribéhu suSeni
na rozdil od susarny bez nucené cirkulace vzduchu, kde je vlhkost ovlivnéné vlhkosti labo-

ratofe a ro¢nim obdobim.

5.1.11 Analyza obrazki pomoci SEM

Podle zadani této diplomové prace, méla byt pro zobrazovani povrchovych topografii pou-
zita skenovaci elektronova mikroskopie. Pii skenovani povrchu pomoci této techniky
se ukédzalo, ze povrch tohoto materidlu neni dostatecné stabilni s ohledem na dopadajici
svazek elektrontl. Pfes pokoveni zobrazovanych vzorki dochazelo k lokalnimu vypalovani
dér do povrchové vrstvy. Z tohoto ditvodu tako mikroskopické technika nebyla dale pouZi-

vana pro zobrazovani porovnavanych reliéfii na bazi HA, viz. Obr. 33.

Obr. 33. Ukdzka vzorkii focenych pomoci SEM. Sipkami jsou vyznacené

vypalené diry
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5.2 Experimenty vénované texturizaci povrchii na bazi hedvabného pro-

teinu

Fibroinové filmy byly povrchové upravovany pomoci ¢asové sekvenované fazové separace
za rotace pomoci dobrého a Spatného rozpoustédla. Idealni parametry modifikani smési,
rychlost rotace vzorkil, pocet davek smési, Casovy interval mezi jednotlivymi davkami

byly pievzaty z diplomové prace Kocourkové [49].

5.2.1 Vliv historie pripravy filmi

V ptedchozi studii [49] byly filmy suSeny v proudu dusiku pro eliminaci ptisobeni vzdusné
vlhkosti na solidifikovany BMF film. Nasledné¢ byly filmy ponechany v exsikatoru
v parach methanolu (MeOH) tak, aby doslo k jeho transformaci ze SILK I do SILK II sta-
vu. V ramci této prace byl proveden pokus, ve kterém byl vzorek misto vystaveni param
MeOH ptevrstven timto alkoholem. To znamend, Ze na povrch filmu byl nanesen 1 ml

MeOH.

Tenze par MeOH Prevrstvena 1 ml MeOH

SuSeni v proudu dusiku

Suseni v proudu dusiku

Obr. 34. Vliv historie pripravy proteinovych filmi, na jehoz povrchu dochazi po-

vrchovou modifikaci k tvorbé poru. Obrazky jsou porizené z optického mikroskopu
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Z Obr. 34 je patrné, ze v ptipad¢ pouziti par MeOH dochazi k tvorbé vétSich porii na rozdil
od filmu, které byly prevrstvené 1 ml MeOH. Také je patrny rozdil v ¢etnosti pori na po-

vrchu. V ptipad¢ pievrstveni filmu methanolem vznika vice mensich pora.

Pozn. V nasledujicich experimentech byly filmy BMF upravovany pomoci par MeOH.

5.2.2 Modifikace povrchi BMF pomoci smési rozpoustédel obsahujicich rozpustény

BMF

Cilem ptidavku rozpuSténého BMF do modifikacni smési bylo prostudovat, jakym zpuso-
bem takto deponovany BMF ovlivni vznikajici povrchovou texturu generovanou na BMF
filmech. B. mori fibroin jako aditivni latka byl do modifikacni smési piidavan spolu s HFIP

v némz byl rozpustén. Vysledky z tohoto pokusu jsou zaznamenany na Obr. 35.

A) Bez pridaného proteinu

B) 0,1 hm. % protein C) 0,01 hm. % protein
rozpustény v HFIP rozpu$tény v HFIP

Obr. 35. Viiv pridavku proteinu rozpusteného v HFIP na zménu povrchové topografie mo-
difikovanych fibroinovych filmii. Cernobilé obrdzky byly porizené optickym mikroskopem.

Barevné pomoci optickeho profilometru
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Z Obr. 35 je patrné, ze v ptipad¢ ptidavku proteinu rozpusténého v HFIP nedochazi
k ovlivnéni vzniku primarnich makro port. V zévislosti na mnozstvi pfidaného proteinu
vznika pouze specifickd mikro textura, jak je patrné z dat ziskanych pomoci optického pro-

filometru.

5.2.3 Vliv rozpusténi fluorescencnich aditiva v rozdilnych slozkach modifikaéni

smési na jeho selektivni depozici

Pro zjisténi principu cileného znaceni vznikajicich port bylo vyuzivano fluorescen¢niho
barviva. Fluorescencni znaceni bylo zvoleno z divodi jednoduché identifikace pori

a k ovéreni funkénosti principu modifikace.

V névaznosti na ptedchozi experiment byl pouzit protein rozpustény v HFIP, jenz byl zna-
¢en fluorescentni barvou. V posledni fadé se fluorescencni barvivo rozpustilo

v ptiddvaném mnozstvi DMSO do modifikaéni smési.

Pozn.: V tomto pfipad¢ byly pouzity odlisné fluorescencni barvy s velmi podobnou mole-

kulovou hmotnosti.

Z uvedenych vysledkl (Obr. 36) je zietelné, ze v pripade ptidavku fluorescenéné znacené-
ho proteinu rozpusténého v HFIP nedojde k totoZznému ptekryti fluorescencniho znaceni
se vznikajicimi pory. Piidavek fluorescencné znaceného proteinu rozpusténého v HFIP
neni vhodny pro cilené znaceni vznikajicich port, jak je vidét na Obr. 36. V ptipadé flu-
orescencniho barviva rozpusténého v DMSO doslo k lokalnimu znaceni vznikajicich port.

Toto pozorovani je v souladu s cilem téchto experimentu.

Tento experiment nam tedy vysvétluje, ze za vznik p6ért na povrchu filmu je zodpovédny
DMSO, ktery je vtomto pfipadé soucasti modifikaéni smési jako Spatné rozpoustédlo.
Pti zanotfovani kapicek Spatného rozpoustédla do nabotnané vrstvy dochazi ke vzniku pora

a pfi jeho postupném odpatfovani se zde u okraji porti hromadi veétsi mnozstvi barvy.

Pozn.: V dalSich experimentalnich pokusech bylo fluorescen¢ni barvivo piidavano ucelné

jen do DMSO pro lokalnim znaceni pori.
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Fluorescenc¢ni barva s Fluorescen¢ni barva
Proteinem v HFIP v DMSO

Film bez fluorescence

Film s fluorescenci

Obr. 36. Viiv pridavku, fluorescencné znaceného proteinu
rozpusteného v HFIP nebo DMSO s fluorescencni barvou,
do modifikacni smési pouzivané pro generaci povrchovych

makro porii na bazi BMF. Obrazky z optického mikroskopu

5.2.4 Vliv molekulové hmotnosti dextranu jako nosice fluorescencni barvy

V ramci dalSich experimenti byl jako nosi¢ fluorescencni barvy pouzivan dextran. U toho-

to typu nosice byl hodnocen vliv jeho molekulovych hmotnosti.

Pozn.: Pro vétSinu experimentid byl vyuzivan dextran s vétsi molekulovou hmotnosti

az na vyjimky, které jsou zaznamenany v textu.

Pro zjisténi vlivu molekulovych hmotnosti se piipravily totozné filmy za stejnych podmi-
nek ve stejném casovém obdobi. Pro jednotlivé molekulové hmotnosti bylo rozpousténo

0,5 hm. % dextranu v DMSO.

Z Obr. 37 je viditelné, Ze v ptipad¢ pridavku fluorescenéné znaceného dextranu jsou pory
nepravidelné, nemaji ostry, kulovity tvar, ale jsou celistvéji zabarvené. Kdezto v ptipadé
dextranu o vétsi molekulové hmotnosti jsou pory pravidelné, maji kulovity tvar a jejich

hrany jsou ostré a nerozplyvaji se do okoli.
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Dextran - 20MG Dextran — 70MG

Obr. 37. Vliv molekulové hmotnosti fluorescencné znaceného dextranu pridavaného
do DMSO pro modifikaci proteinovych filmi. Obrdzky jsou porizené z optického

mikroskopu

5.2.5 OdliSnosti pri pouziti fluorescenéné znaceného isomeru a dextranu

Zakladni rozdil mezi pouzitymi fluorescencnimi chemikéliemi je ve velikosti jejich mole-
kul. Fluorescencné znaceny isomer (Fluorescein isothiocyanate isomer) ma mnohem mensi
molekulu oproti fluorescencné znacenému dextranu (Fluorescein isothiocyanate dextran —

70MQG), jak je mozné videt na Obr. 38.
A) B)

S=C=N o
LIt

HO O OH

Obr. 38. Struktura A) fluorescencné znaceného isomeru a B) fluorescencné znaceného dex-

tranu [52]

Isomer je diky chemické struktufe molekuly schopen se chemickymi vazbami navazat
na povrch substratu, kdezto dextran je diky své veliké molekule zasazen do vznikajicich

pord, ze kterych neni schopen se pfilis rychle uvolnit.
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Pokus byl proveden pfimisenim 0,5 hm. % fluorescen¢niho barviva do DMSO s naslednou

modifikaci.

Isomer Dextran — 70 MG

Obr. 39. Viiv molekulové hmotnosti fluorescencne znaceného dextranu pridavaného
do DMSO pro modifikaci proteinovych filmu. Obrazky jsou porizené z optického mi-

kroskopu ve dvou riznych méritkach

Dle vysledkl (Obr. 39) je zfejmé, ze isomer se 1épe vaze na povrch substratu v celé plose,
a to 1 mimo pory, coZ je v naSem piipadé nezaddouci. V piipadé dextranu jsou zabarvené
predevsim pory, které se vyznacuji syt¢jSim zabarvenim na svych okrajich. Celkov¢ je po-

vrch filmu mimo péry méné zabarveny, coZ je oproti izomeru vyhodné&jsi.

5.2.6 Stalost modifikace BMF povrchu pomoci fluorescen¢nich znacek

Bez ohledu na uspéSnou depozici fluorescencni znacky dovniti povrchovych pori je otaz-
kou, jak je tato Gprava stabilni ve vodném prostiedi s ohledem na cilené pouziti pro lokali-

zovanou kultivaci bunék.

Je nutné, aby tato modifikace byla odolnd i1 viici dezinfek¢nim prostiedkiim, které
se na materialy pouzivaji pfed nanesenim bunék. Nicméné pro prvotni testovani stability
vyvolanych povrchovych uprav bylo pouzito vodné prostfedi. Texturované povrchy
s fluorescen¢nimi znackami byly pfevrstveny 2 ml vody po dobu 1 hod. Po uplynuté dobé
byla voda slita a filmy se nechaly vyschnout. Po vyschnuti byly povrchy opétovné skeno-
vany pomoci konfokalniho mikroskopu. Nésledné se filmy opét pievrstvily vodou a opa-

koval se totozny postup po dobu 3 hod., viz Obr. 40.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 71

Fluorescenéni
barvivo
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¢né znaceny
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Obr. 40. Stalost modifikace proteinovych filmu ve vodné prostredi bez a s fluorescencnimi

barvami. Obrazky porizeny pomoci optického a konfokdlniho mikroskopu
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Nejvétsi problém je se stalosti vznikajicich port na povrchu BMF, které po vystaveni vlh-
kosti botnaji a pory zanikaji, jak je vidét v horni ¢asti obrazku, Obr. 40. Otazkou zlstava,

zda danda znacka zlistane na daném mist¢ a jak ovlivni toto botnani.

5.2.7 Vliv poméru zastoupeni sloZzek v modifika¢ni smési

Pro docileni pravidelnych, kulovitych, samostatnych pora je vyuzivano modifika¢ni smési
v obj. poméru 7:0,2:4, (HFIP:DMSO:H;0), kde tento pomér byl pievzat z jiz zminéné di-
plomoveé prace Kocourkové [49].

V této praci byl zachovan postup modifikace a néasledn¢ byly zkouSeny zmény poméri
modifikaéni smési. V modifikacni smési se ménilo mnozstvi DMSO, které jak jiz bylo
zminéno je zodpoveédné za vznikajici pory a lze jej tedy pouzit jako nosice fluorescenénich

znacek.
Mnozstvi DMSO se z pomérového zastoupeni 0,2 zvedlo na 0,6.

Pozn. Tak jako ve vSech pfipadech byl fluorescencné modifikovany dextran rozpustén

v 0,5 hm. % v DMSO.

HFIP:DMSO:H20 HFIP:DMSO:H20
7:0,2:4 7:0,6:4

Obr. 41. Vliv pomeéru zastoupeni DMSO v modifikacni smesi. Obrazky byly porizeny po-

moci konfokalniho mikroskopu.

Z Obr. 41. je zietelné, Ze se zvySujicim se mnozstvim DMSO dochazi ke vzniku drobné;j-

Sich, za to v8ak pocetné€jSich pori na povrchu BMF filmt.
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Nutno dodat, ze zvySovani mnozstvi DMSO v systému je limitovano jeho odmisenim
z modifikacni smési. Na Obr. 41 je dale pozorovatelné, Ze v ptipadé vétsi koncentrace

DMSO ztraci pory svij kulovity tvar.
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ZAVER

Byly studovany moznosti pfipravy texturovanych povrchii na bazi biopolymeri. Prvni Cast
prace se zabyvala fazove separacnimi Upravami povrchu HA. Druha fesila selektivni vaza-
ni fluorescen¢nich znacek do makroporéznich povrchii na bazi BMF. Pro tipravu povrcho-
vé topografie téchto materidli byl pouzivan pfistup zalozeny na cCasové sekvenovaném

davkovani smésnych roztokii na rotujici povrch.

Pro piipravu mikro a makro texturovanych povrchii na bazi HA byl navrzen postup zalo-
zeny na pouziti vice komponentni modifika¢ni smési, v niz klicovou roli hraji alkoholy,
dimethylsulfoxid, voda a pfidany polymer na stejné bazi jako je modifikovany povrch.
Spolu s témito proménnymi urcuje typ vznikajici povrchové textury mnozstvi pfidaného
polymeru do modifika¢ni smési, pocet a objem deponovanych davek, ¢asova prodleva me-
zi jednotlivymi davkami, rychlost rotace vzorku, mnozstvi pfidaného dimethylsulfoxidu,
distribuce molekulovych hmotnosti HA a v neposledni fad¢ zbytkové mnozstvi vody
v modifikované vrstvé na bazi HA. Kontrolou téchto proménnych lze pfipravit spektrum
unikatnich povrchovych textur na bazi HA, vyznacujicich se rozdilnou velikosti agregati,

povrchovych siti a pory pfipominajicich prohlubné.

Z experimentll zamétenych na selektivni vazani fluorescen¢nich znacek do povrchu protei-
novych filma vyplynula nezbytnost rozpusténi této komponenty do pérotvorné slozky mo-
difikacni smési, tj. do DMSO. Pomoci tohoto pfistupu se podafilo potvrdit roli DMSO
pti formovéani povrchovych makro pérG na bazi BMF. Z fady experimenti vénovanych
riznym typtum fluorescencnich znacek, jejich vazani k povrchu nebo umisténi na nosic¢
v podobé dextranu ¢i proteinu vyplynulo nékolik pfistupli umoziyjicich jejich selektivni
vazéni k upravovanému BMF povrchu. Na zakladé naslednych stabilizacnich testil
ve vodném prostfedi, byla vybrana jako nejstabilngjsi fluorescen¢ni znacka, navadzana
na BMF, dextran o vys$§i molekulové hmotnosti. Takto pfipravené povrchy lze vyuzit

pro dalsi testy zaméfené na selektivni zachytavani a fizenou proliferaci bunécnych kultur.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
AFM Mikroskopie atoméarnich sil

Ala Alanin

BMF Bombyx mori fibroin

B. mori  Bombyx mori

BMP-2  Kostni morfologicky protein-2

CaCl, Chlorid véapenaty

DMSO  Dimethylsulfoxid

ETH 2-ethoxyethanol

FTIR Fourier transform infrared, Infracervena spektroskopie s Fourierovou transfor-
maci

HA Hyaluronat sodny

Gly Glycin

HeLa Rakovinotvorné buiiky karcinomu délozniho ¢ipku

HFIP Hexafluoroisopropanol

hMSC Burky lidské kostni dfené

IPA Isopropylalkohol

K>HPO4 Hydrogenfosfore¢nan draselny
LiBr Bromid litny

LiSCN  Thiokyanat lithny

MeOH  Methanol

mRNA  Mediatorova ribonukleova kyselina
Mw Stfedni molekulova hmotnost

nBT N-butylalkohol

NMR Nuclear magneric resonance, Spektroskopie nuklearni magnetické rezonance

NS Nosny substrat
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pH
PLGA
PS

Sa
SEM
Ser
Rz
THF
Thr
Val

XRD

Potencial vodiku

Poly(kyselina mlécna-glykolova)
Polystiren

Primérna drsnost

Skenovaci elektronovy mikroskop
Serin

Plo$na drnost

Tetrahydrofuran

Threonin

Valin

X-Ray Diffraction, Rentgenova difrakéni analyza
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