Zpracovani sericinu a jeho aplikace ve farmacii
a medicine

Andrea Holubova, DiS.

Bakalarska prace i Univerzita Tomase Bati ve Zliné
2024 Fakulta technologicka




Univerzita Tomase Bati ve Zliné
Fakulta technologicka
Ustav technologie tukil, tenziddi a kosmetiky

Akademicky rok: 2023/2024

ZADANI BAKALARSKE PRACE

(projektu, uméleckého dila, uméleckého vykonu)

Iménc a piijmeni: ~ Andrea Holubova

Osobni cislo: T20486

Studijni program: ~ BO711A130009 Materidly a technologie

Specializace: Biomateridly a kosmetika

Forma studia: Kombinovana

Téma prace: Ipracovani sericinu a jeho aplikace ve farmacii a mediciné

Zasady pro vypracovani

1. Vypracujte literdrni rederdi na téma zpracovani sericinu a jeho aplikace ve farmacii a medidng.

2. Vreferdl se zaméfte na zplsoby izolace hedvibného proteinu sericinu a moZnosti jeho zpracovini.
3. Popite strukturni a biologické viastnosti sericinu.

4. Popiite moiné aplikace sericinu ve farmaceutickém primyslu a |ékafstvl.

5. Poznatky ziskané z literatury diskutujte a uvedte hlavni zavéry plynoud z provedené studie.



Forma zpracovani bakalafske prace: tisténd/elektronicka

Seznam doporuéené literatury:

1. Ahsan, F et al, An Insight On Silk Protein Sericin: From Processing To Blomedical Application. Drug Re-
search 2018, 68 {06), 317-327. hitps://doi.org/10.1055/5-0043-121464.

L DeBari, M. K et al, Silk Fbroin As A Green Material. 2021, 7 (8), 3530-3544. hut-
ps:f/doi.org/10.1021 /acshiomaterials. 1c00493.

1. Chouhan, D.; Mandal, B. B. Silk Biomaterials In Wound Healing And Skin Regeneration Therapeutics: From Bench To
Bedside. Acta Biomaterialia 2020, 103, 24-51. htps://dolorg/10.1016/].actbio. 2019.11.050.

Vedoudi bakaldfske prace: Ing. Karolina Kocourkova, Ph.D.
Ustav fyziky a mater. inZenjrstvi

Datum zadini bakalafské prace: 5.1nora 2024
Termin odevzdini bakalafské prace: 17. kvétna 2024

LS.

prof. Ing. Roman Cermék, Ph.D. Ing. Lucie Urbankova, Ph.D.
dékan fedited ustavu



PROHLAé]@Ni AUTORKY
BAKALARSKE PRACE

Beru na védomi, Ze:

bakalaiska prace bude ulozena v elektronické podobé v univerzitnim informacnim systému
a dostupna k nahlédnuti;

na moji bakalatskou praci se pln€ vztahuje zakon ¢. 121/2000 Sb. o pravu autorském, o pravech
souvisejicich s pravem autorskym a o zméné nekterych zakonl (autorsky zakon) ve znéni
pozdg&jsich pravnich predpist, zejm. § 35 odst. 3;

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

podle § 60 odst. 2 a 3 autorského zakona mohu uzit své dilo — bakalatskou praci nebo poskytnout
licenci k jejimu vyuziti jen s pfedchozim pisemnym souhlasem Univerzity Tomase Bati ve
Zling, ktera je opravnéna v takovém piipadé ode mne pozadovat ptfiméefeny prispévek na tthradu
nakladd, které byly Univerzitou Tomase Bati ve Zlin€ na vytvoteni dila vynalozeny (az do jejich
skute¢né vyse);

pokud bylo k vypracovani bakalafské prace vyuzito softwaru poskytnutého Univerzitou Tomase
Bati ve Zliné nebo jinymi subjekty pouze ke studijnim a vyzkumnym ucelim (tj.
k nekomer¢nimu vyuziti), nelze vysledky bakalaiské prace vyuzit ke komer¢nim tceliim;
pokud je vystupem bakalarské prace jakykoliv softwarovy produkt, povazuji se za soucast prace
rovnéz i zdrojové kody, popt. soubory, ze kterych se projekt sklada. Neodevzdani této soucasti
muze byt divodem k neobhajeni prace.

Prohlasuji,

Ze jsem na bakalatské praci pracovala samostatné a pouzitou literaturu jsem citovala. V ptipadé
publikace vysledkt budu uvedena jako spoluautorka.

ze odevzdana verze bakalarské prace a verze elektronicka nahrana do IS/STAG jsou obsahove
totoZné.

Ve Zling, dne:

Jméno a piijmeni studentky: Andrea Holubova

podpis studentky



ABSTRAKT

Tato bakalarska prace pojednava o zptisobech ziskavani hedvabného proteinu sericinu, jeho
vlastnostech a moznostech vyuziti v oblastech regenerativni mediciny a farmacie. Podstatna
Cast této reSerSe je vénovana moznostem zpracovani sericinu. Popsany jsou rizné metody
jeho izolovéni, zohlednény jsou rovnéz benefity i nevyhody téchto metod. Stézejni Casti je
souhrn nejvyznamnéjSim biologickych vlastnosti tohoto proteinu, které ptispivaji k jeho
potencialnimu vyuziti v 1ékafstvi a farmacii. Uvedeny jsou dale rizné formy sericinu, jako
jsou filmy, hydrogely, konduity, scaffoldy nebo nanocastice a konkrétni potencidlni
uplatnéni hedvabného proteinu v oboru tkanového inzenyrstvi a systémech dodavani 1é¢iv.
Provedena studie poukazuje na Siroké moznosti vyuziti ptivodné odpadniho produktu textilni
vyroby v medicinském 1 farmaceutickém odvétvi, avSak pro naplnéni potencidlu tohoto

materialu je nezbytny dalsi vyvoj v moznostech jeho extrakce.

Kli¢ovéa slova: hedvabi, bourec moruSovy, sericin, biomateridly, tkanové inzenyrstvi,

dodavani lé¢iv

ABSTRACT

This bachelor's thesis discusses the methods of obtaining the silk protein sericin, its
properties and its potential applications in the fields of regenerative medicine and pharmacy.
A substantial part of this research is devoted to the processing methods of sericin. Various
isolation techniques are described, the benefits and disadvantages of these methods are also
considered. The key part is a summary of the most important biological properties of this
protein, which contribute to its potential use in medicine and pharmacy. Additionally,
various forms of sericin, such as films, hydrogels, conduits, scaffolds or nanoparticles, and
specific potential applications of silk protein in the field of tissue engineering and drug
delivery systems are presented. The conducted study points to the wide-ranging possibilities
for utilizing this originally waste product from the textile industry in the medical and
pharmaceutical sectors. However, to fully exploit the potential of this material, further

development in its extraction methods is necessary.

Keywords: silk, silkworm, sericin, biomaterials, tissue engineering, drug delivery
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UvVOD

V posledni dobé¢ stoupé zajem o vyzkum a nasledné vyuziti biomaterialt z ptirodnich zdrojt,

které se mohou pouzit v riznych aplikacich v odvétvi farmacie a mediciny.

Hedvébny sericin, protein ziskdvany z kokond bource morusového, je intenzivné zkouman
pro svou vyjimecnou biologickou aktivitu a moznost Gpravy svych chemickych a fyzikalnich
vlastnosti. Diky své biokompatibilit¢ a pfirozené schopnosti adheze k bunkdm umoziuje
sericin buiikkam pfilnout, mnozit se a specificky se vyvijet v ramci sericinovych materiali.
Jeho slozeni obsahuje rozmanité funkéni skupiny, které Ize chemicky upravit a vytvaret tak
ruznorodé konstrukce vhodné pro biomedicinské pouziti. Sericin byl nedavno integrovan do
Siroké $kaly biomateriala urcenych pro tkaiiové inZenyrstvi a regenerativni medicinu, véetné
rozliénych trojrozmérnych struktur (filmy, hydrogely, nosné materidly a konduity) a mikro-

nano forem.

Teoreticka bakalarska prace uvadi prehled a souhrn moznosti ziskavani hedvabného sericinu
a jeho nasledné uplatnéni v oborech jako je tkanové inzenyrstvi nebo farmacie. Prvni ¢ast je
vénovana obecnym poznatkiim o pfirodnim hedvabi, jsou také uvedeny zdroje hedvabného
vlakna, jeho tvorba a slozeni. Dalsi ¢ast prezentuje piehled a sumarizaci zakladnich
chemickych a fyzikalnich vlastnosti sericinu. Vyznamnou kapitolou jsou moznosti ziskavani
a zpracovani sericinu, které jsou dale rozdéleny dle zptsobu jejich provedeni. StéZejni ¢asti
je pak ptrehled biologickych vlastnosti sericinu, zejména jeho biokompatibility,
odbouratelnosti, antibakterialnich a antioxidacnich vlastnosti. Nasledujici oddil je zaméfen
na formy sericinu jako biomaterialu pro pouziti v 1ékatstvi a farmacii. V navaznosti na tyto
morfologie je dale konkrétn€ popisovano vyuziti v oblasti tkaiovém inzenyrstvi a doddvani
léciv. V zavéru této prace je hodnocena perspektiva pro budouci uZziti sericinu jakoZto

slibného biomaterialu.
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1 CILE PRACE

Cilem této teoretické bakalafské prace je poskytnout souhrnny piehled o zakladnich
chemickych a biologickych vlastnostech hedvabného sericinu. Déle popsat rtizné¢ metody
izolace sericinu z hedvabnych kokonu a srovnat vyhody a nevyhody jednotlivych metod.
Uvést moznosti zpracovani a formy sericinu pro aplikace v riznych odvétvich regenerativni
mediciny a farmacie. Diskutovat budouci potencial tohoto materialu v této oblasti a mozné

limity, které je tfeba pfekonat.
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2 PRIRODNI HEDVABI

Hedvabi patifi mezi nejstarsi a nejluxusnéjsi textilie vliibec. Historie jeho produkce sahé az
do starovékého Ciny. Bhem 3. a 4. stol. pi.n.l. se Cina stala dominantnim producentem
hedvébi a byla jedinou zemi, ktera védéla, jak ho vyrabét. Hedvabi bylo povazovano za tolik
cenné, ze bylo pouzivano jako platebni prostiedek. Zacatkem 5. stol. se hedvabi rozsitilo
i do jinych casti Asie a Evropy. V 8. stol. byly vyrobky z hedvabi tak oblibené, ze byly
dovazeny do Evropy a ziskaly svou popularitu, ktera pretrvava dodnes. [1] Hedvéabi ma
Sirokou Skalu vlastnosti, které jej ¢ini chvalyhodnym pro pouziti v textilnim odvétvi.
Vyznamné je jeho pevnost, elasticita, barvitelnost, mékkost, pruznost, lesk a vysoka
elegance. Pouziti hedvabi jako materialu v 1ékatskych aplikacich mé rovnéz dlouhou historii
a Ize jej vysledovat az do Rimské fise, kdy se hedvabi pouZivalo jako §ici nit. Vzhledem
k tomuto zavedenému uzivéani v l1ékafstvi a vynikajici biologickym vlastnostem je hedvabi
povazovano za slibny pfirodni material pro biomedicinské aplikace, zejména pro zpracovani
v tkdnovém inzenyrstvi. Jeho vlastnosti jsou v soucasné dobé védecky dale zkoumany,

zdokonaluji se moznosti jeho ziskavani a nasledné pouziti v oblastech farmacie i mediciny.
[2]
2.1 Produkce hedvabného vlakna

Pfirodni hedvabi je produkovano ftadou c¢lenovci patficich do celedi Bombycidae,
Lasiocampidae a Saturniidae. Specidlnim typem je hedvabi produkovéano nékterymi druhy
pavoukl. Nejcastéji je hedvabi ziskavano z hedvabnych kokonli no¢niho motyla bource
morusoveého, Bombyx mori z ¢eledi Bombycidae, [3] (Obrazek 1). [4] Protoze housenka
bource vylucuje vldkno pouzitelné jako textilni material s vynikajicimi vlastnostmi, je
ptuvodné volné Zijici hmyz uz asi 2000 let domestikovan. Chov bource, tzv. serikultura, je
povazovana za jednu z nejstar$ich zemédélskych odvétvi a spociva v péstovani morusovnikli
a Slechténi bource moruSového, jehoZ cilem je vytvofeni kvalitniho kokonu jako zdroje

vlaken pro textilni krejcovstvi. [5]


https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/tissue-engineering
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Obrazek 1: Zdroje hedvabného vidkna. (A) Bourec morusovy, (B) housenka bource
morusoveho a kokony [4]

2.2 Zivotni cyklus Bource morusového

Bourec moruSovy patii mezi holometabolni hmyz, vyznacuje se nepiimym vyvinem
s dokonalou metamorfézou. Ve svém Zivoté prochdzi ptes Ctyfi vyvojova stadia: vajicko,
larva, kukla a dospély jedinec (Obrazek 2). [6] Prvni fazi metamorfozy je produkce vajicek.
Samice bource klade soucasné 300 az 400 vajicek a hned poté umird. Samec Zije po této
udalosti o néco déle. Druha larvalni faze se sklada z péti stadii neboli instart. V této fazi se
vajicka inkubuji ptiblizn€ po dobu deseti dni, dokud se z nich nevylihnou larvy. Ty jsou poté
krmeny listy moruse, aby si uchovaly dostatek Zivin a také aby mohly pétkrat sviéknout kazi.
Toto obdobi trva ¢tyti az Sest tydnti, dokud se nevytvori stadium housenky. Nasleduje faze
kukly, ktera zac¢ina stavbou zamotkti neboli kokont, hned po dokonceni obdobi krmeni.
Cilem tohoto kokonu je chranit kuklu pfed mikrobialni degradaci, pfirozenym vysychanim
béhem metamorfézy a pred potencialnimi predatory. Hedvabna housenka kolem sebe spiada
kokon a neustale pohybuje hlavou, ¢ehoz je dosazeno cyklickym ohybanim a protahovanim
jejiho téla. Tvorba takového kokonu trva piiblizné tfi dny. Poté kokon ziskava elipsoidni
tvar s nejmensi tloustkou na svych dvou koncich. Tyto body jsou propichnuty alkalickou
latkou vylu¢ovanou samotnym bourcem, coZ umoznuje, aby se z kukly stal dospé€ly jedinec

a metamorf6za byla dokoncena. [7; 8]
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Obrazek 2: Zivotni cyklus bource morusového (castecné upraveno) [6]
2.3 Tvorba hedvabného vlakna

Bourec morusovy syntetizuje hedvabné vldkno v labidlnich Zlazach, bézné oznacovanych
jako hedvéabné 7lazy, coZ jsou dlouhé a parové utvary. Tyto exokrinni Z14zy jsou anatomicky
a fyziologicky rozdéleny do tfi ¢asti. Pfedni hedvabna Zlaza, ktera tvoii vylucovaci kanal
a obsahuje zhruba 200 vylucovacich bunék; stfedni hedvdbna zldza, dlouha asi 7 cm
a tvofena pfiblizné 300 bunkami, kterd vyluc€uje tfi typy sericinu; a zadni hedvabna Zlaza,
produkujici fibroin, kterd je asi 15 cm dlouh4d a mé okolo 500 bunék. Ve stfedni Casti

hedvabné Zlazy dochazi k vylu€ovani sericinu, ktery se okamzité usazuje kolem fibroinu.

Hedvabné vlakno se tak sklada ze tii vrstev sericinu a dvou vlaken fibroinu, které vychazeji

z kazdé hedvabné Zlazy. Proteiny se uvoliiuji do lumenu zlazy ve formé roztoku a postupné
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se sbihaji ve stfedni oblasti, kdy se zacne absorbovat voda ze zldzy a vytvaii se roztok
podobny gelu, ktery vykazuje vlastnosti tekutych krystalt. Pti transportu proteinové smesi
prednim kandlem dale dochdzi ke snizeni mnozstvi vody. Krystalicky roztok se nasledné
zpeviiuje a na vystupu ze spiadaciho kanalu se roztok méni v pevné vlakno. Vyroba kokonu
je proces, kdy se zvenci postupné lepi fibroinova vlakna pomoci lepivého sericinu. Zamotek
je slozen z dlouhych kontinuélnich hedvabnych vlaken, jejichz délka se pohybuje mezi 900
az 1500 metry. Diky milioniim let vyvoje jim tato struktura poskytuje ochranu proti
neptiznivym vliviim okolniho prosttedi i itokiim zivocicht, jako jsou ptaci, hmyz a bakterie.

[9; 10]

2.4 Chemické slozeni hedvabi

Hedvabné vlakno se z chemického hlediska skladd ptredev$im z fibroinu (70-80 %)
a sericinu (20-30 %). Obsahuje i dalSich latky, jako jsou sacharidy, anorganickd hmota,
voskova hmota a pigmenty (Tabulka 1). [11] Struktura jadra hedvabnych vlaken je tvofena
fibroinem, coz je hydrofobni vldknity protein se semikrystalickou strukturou pro podporu
tuhosti a pevnosti vlakna. Sericin je globularni hydrofilni protein, ktery pisobi jako vnéjsi
gumovitd cast, kterd spojuje fibroinova vlakna. (Obrazek 3) [4] Hedvabi je diky sericinu
hrubé a soudrzné. Po jeho oddé€leni od fibroinu jsou vlakna hedvabi jemna, leskla a zvysSuje

se jejich barvitelnost. [12]

Tabulka 1: Slozky hedvabného vldkna. [11]

Slozka hedvabi (%)
Fibroin 70-80
Sericin 20-30
Sacharidy 1,2-1,6
Voskova hmota 0,4-0,8
Anorganicka hmota 0,6-0,7
Pigment 0,2-0,3
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Obrazek 3: Struktura hedvabného vidkna [4]
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3 SERICIN

Sericin jako vedlejsi produkt pfi vyrobé hedvabi nabyva na vyznamu v riznych oblastech
védy, farmacie, mediciny i1 potravinaistvi. Fyzikalné-chemické vlastnosti molekuly jsou
vhodné pro mnoho biomedicinskych aplikaci. Pfitomnost vysoce hydrofobnich
aminokyselin a jejich antioxida¢ni potencidl umoziuje pouziti sericinu v potravinaiském
a kosmetickém primyslu. Zvlh¢ujici uc¢inek umoziuje pouziti jako terapeutického cinidla
pro hojeni ran, stimulaci bunécéné proliferace, ochranu pted ultrafialovym zafenim a vyrobu
krémi a Samponli. Vyznamny antioxidacni ucinek sericinu umoznuje jeho vyuziti
v lékatstvi, jako protinadorového, antimikrobidlniho a protizdnétlivého cinidla,
antikoagulantu, ovliviiuje zdravi tlustého stfeva, eliminuje zacpu a chrani télo pted obezitou.
Kromé toho zpracovatelské vlastnosti sericinu umoziuji jeho aplikaci v tkanovém
inzenyrstvi a dodavani 1éCiv, coz zdlraziiuje jeho hodnotu jako klicového materidlu

v biomedicing. [13]

3.1 Chemické slozeni

Molekula je vysoce hydrofilni, slozena z 18 aminokyselin (Tabulka 2) [14; 15; 16], kter¢
obsahuji hydroxylové, karboxylové a aminoskupinové polarni postranni fetézce, které se
mohou podilet na kopolymeraci, zesitovani a umoziuji tvorbu smési s jinymi polymery.
Souhrnny podil hydroxyaminokyselin, polarnich aminokyselin a nepolarnich aminokyselin
¢ini 45,8 %, 42,3% a 12,2 %. Mezi tyto kyseliny patii serin, kyselina asparagova, glycin,
arginin, alanin, fenylalanin, leucin, valin, izoleucin, prolin, threonin, kyselina glutamova,
histidin, lysin, methionin, tyrosin, cystein a tryptofan. Nejvyznamnéj$imi z té€chto slozek
jsou serin (32 %), kyselina asparagova (18 %) a glycin (16 %). [17] Minoritni sloZeni
sericinu zahrnuje pigmenty, vosky, cukry, mineralni soli a necistoty. Organické sloZeni
sericinu je 6,5 % uhliku, 31 % kysliku, 16,5 % dusiku a 6 % vodiku. Toto biochemické
sloZzeni propijcuje sericinu dualezité biologické vlastnosti, jako je biokompatibilita,

antibakterialni aktivita, antioxida¢ni a hydrata¢ni schopnosti. [18]
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Tabulka 2: Distribuce aminokyselin v sericinu [14; 15; 16]

Aminokyselina Terada etal. [14] | Aramwitetal. [15] | Keawkorn et al. [16]
Mol. % Mol. % Mol. %
Serin 322 33.63 334
Kyselina asparagova 18 15.64 16.7
Glycin 15.7 15.03 13.5
Threonin 8.4 8.16 9.7
Alanin 5.3 4.10 6.0
Glutaman sodny 4.6 4.61 4.4
Tyrozin 3.7 3.45 2.6
Valin 3.6 2.88 2.8
Lysin 2.5 2.35 33
Arginin 1.8 2.87 3.1
Histidin 1.3 1.06 1.3
Leucin 1.1 1.00 1.1
Isoleucin 0.7 0.56 0.7
Prolin 0.6 0.54 0.7
Fenylalanin 0.4 0.28 0.5
Methionin <0.05 3.39 0.04
Cystin <0.05 0.44 0.2
Tryptofan 0 0 0.2

3.2 Fyzikalni vlastnosti

3.2.1 Rozpustnost a molekulova hmotnost

Sericin je mirn¢ rozpustny v horké vodé, ale malo rozpustny ve studené vodé. Rozpustnost

1ze vysvétlit na zaklad€ rozdilt ve struktuie této latky. V roce 1951 byl sericin rozd€len do

tii frakci (A, B a C) na zaklad¢ jeho rozpustnosti a molekulové hmotnosti. [19] Sericin A je

nejrozpustnéj$i ve srovndni s ostatnimi frakcemi a nachazi se ve vnéjsi vrstvé kokonu.

Obsahuje 17,2 % dusiku a pfevazujici aminokyseliny jsou threonin, serin, kyselina

asparagova a glycin. Mezivrstva obsahuje frakci sericinu B, ktera je mirné rozpustna

a obsahuje 16,8 % dusiku. Tato frakce obsahuje také tryptofan a bézné aminokyseliny

pfitomné v sericinu A. Tteti a posledni frakce se nachézi vedle fibroinu v nejniternéjsi vrstve

kokonu. Tato frakce neni rozpustnd v horké vod€ a obsahuje niz§i obsah dusiku
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(asi 16,6 %). Kromé prolinu obsahuje vSechny ostatni aminokyseliny pfitomné v sericinech
A aB.

S ohledem na molekulovou hmotnost, ktera se pohybuje od 20 do 400 kDa a je zcela zavisla
na typu extrakce, Takasu et. al. [20] klasifikovali sericin na zékladé mista jeho syntézy
v centralni oblasti hedvabné Zlazy, na sericiny A, M a P, které¢ obsahuji tfi dilezité
proteinotvorné polypeptidy. Sericiny P a M jsou kodovany genem Ser 1 a tvofi prvni
a druhou sericinovou vrstvu, ktera obaluje fibroin. Gen Ser 3 koduje sericin A, ktery se

vetsinou nachazi ve filamentu a vnéjsi vrstveé pouzdra. [21]

3.2.2 Schopnost tvorby gelu

Sericin ma schopnost tvofit gel pfi nizkych teplotach kolem 10 °C a pti pH hodnoté asi 6—7.
Tato vlastnost sericinu je zpisobena zménou jeho struktury z ndhodné sto¢ené konformace
na konformaci B-sklddaného listu. KdyZ je sericin zahtaty na teplotu 50 az 60 °C a poté
ochlazen, schopnost tvofit gel se stava reverzibilni. Dal§im faktorem, ktery ovliviiuje gelacni
schopnost, je povrchové napéti. Pokles povrchového napéti zpisobuje zvySeni gelovacich

vlastnosti sericinu. [22]

3.2.3 Izolelektricky bod

Na zéklad¢ vyzkumu byl identifikovan izoelektricky bod, ktery je oznacovan jako pH, pii
kterém molekula nenese Zadny naboj. Jinymi slovy, v izoelektrickém bod¢ je molekula
elektricky neutralni. V ptipadé€ sericinu se izoelektricky bod nachazi v rozmezi 5.5 aZ 5.8.
Tento rozsah mize byt zplisoben vyssim podilem kyselych aminokyselin neZ zasaditych
a neutralnich aminokyselin, coz vede k posunu izoelektrického bodu smérem ke kyselé

strané. [23]
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4 ZISKAVANI SERICINU

Existuje fada zplsobu, jak sericin izolovat. Prvni moznosti je extrahovat protein piimo
z hedvéabné zlazy bource morusového, dalSim zpiisobem je ziskdvani z jeho kokonu. Tento
zpusob extrakce zvany degumming je zcela zavisly na schopnosti sericinu rozpoustét se ve
vodé a je hojné primyslové vyuzivan. Béhem tohoto procesu dochazi pomoci hydrolyzy
sericinu k rozruSeni peptidovych vazeb a sericin tak mize byt separovan od fibroinu.
Extrakce sericinu z hedvabi je moznd, nebot’ fibroin je hydrofobni a nerozpustny ve vode¢,
zatimco sericin je hydrofilni a mize byt tedy rozpustén ve vodé. Proces degummingu je
provadén riiznymi metodami s cilem ziskani nejlepsi kvality proteinu. Nejcastéji se vyuzivaji
metody fyzikalni, chemické a enzymatické (Tabulka 3). VSechny tyto metody mohou byt
modifikovany ve vztahu k teploté, casu, pouzitym chemickym ptisaddim nebo koncentraci
roztoku. Je dalezité poznamenat, Ze metoda a zpiisob extrakce sericinu z hedvabi ovliviiuje
nejen jeho vytéznost a molekulovou hmotnost, ale také jeho fyzikélni, chemické

a mechanické vlastnosti, které pak urcuji biologické vlastnosti ziskaného sericinu. [24]

4.1 Chemické metody

Metody na chemické bazi se vyhradné€ odviji od rozpustnosti sericinu ve vod¢. V tradicnim
procesu degummovani se pii vyrobé hedvabi béZzné pouzivd hydrogen uhli¢itan sodny,
marseillské mydlo nebo vrouci roztok s alkalii. Degumming pomoci marseillského mydla
nebo uhli¢itanu sodného se provadi pii teploté 82-98 °C, délka jeho trvani je zhruba 120
minut a rozdil v hmotnosti vldkna pted a po procesu je zhruba 12-27 %. Zapornou vlastnosti
této metody je, Zze odpadni voda na konci procesu obsahuje sericin, stejné jako soli a mydlo,
coZ ma negativni dopad na Zivotni prostfedi. Vysledny sericin také podléha tézké degradaci,
sniZzuje se jeho molekulovd hmotnost a ztraci nékteré funkéni vlastnosti. [25] Kromé toho je
separace mydla a sericinu velmi obtiZzna. V disledku toho mohou v sericinu zlstat zbytky
mydla, coz omezuje jeho pouziti pro biomedicinské a farmaceutické ucely. [26] Vzhledem
k tomu, ze marseillské mydlo je drahé, I1ze pro extrakci pouzit alternativu, kterou miize byt
mocovina, kterd mé na sericin méné degrada¢ni ucinek. Tato metoda poskytuje asi 95 %
hedvabného sericinu ve vldkné, ktery lze extrahovat bez poskozeni. Metoda je vSak Casovée
naro¢na a sericin extrahovany mocovinou muze byt pro bunky toxicky. [27] Dalsi moZnosti
extrakce sericinu je pouziti kyseliny, zejména pak kyseliny citronové a vinné, coz vsak ale
muze vazné degradovat protein. Kromé toho sericin extrahovany kyselinami nebo zasadami

musi byt v dal§ich krocich ¢iSté€n, aby se odstranily chemické necistoty. [28]
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4.2 Fyzikalni metody

Kwvtli vyse uvedenym omezenim se pro extrakci sericinu stale castéji vyuziva vysokoteplotni
a vysokotlaka metoda (HTHP). Pti tepelné metodé se kokony obvykle ohtivaji nebo vaii ve
vod¢ (s nebo bez vysokotlakého autoklavu). Vysoka teplota a tlak destabilizuji vodikové
vazby mezi hydroxylovymi skupinami, coz umoznuje vod¢ interagovat s polarnimi
hydroxylovymi skupinami aminokyselin a dale oddélovat aminokyseliny od hydroxylovych
skupin. I kdyz tato metoda také zptisobuje urcitou degradaci sericinu, zejména pii pouziti
vysokych teplot nebo pfii vaieni roztoki po dlouhou dobu, sericin si zachovava své zakladni
vlastnosti. Kromé toho se hedvabi zahtiva v horké destilované vod¢ bez ptidani dalSich
chemikalii, ¢imz se z horké vody extrahuje sericin bez znec€isténi. Podminky pfipravy véetné
teploty, tlaku a trvani zahfivani mohou do zna¢né miry ovliviiovat molekulovou hmotnost
sericinu. Extrakce sericinu metodou HTHP neobsahuje chemikalie, ale produkuje vypary, je
obtizné tiditelna, ¢asoveé naro¢na a obvykle vede k nizkému vytézku, a to predevs§im proto,

Ze je rozpusténa pouze vnéjsi vrstva sericinu. [24]

Pro zvySeni rozpustnosti sericinu se k zahtivani kokond pouzivaji infracervené (IR) stroje.
Infradervené vytapéni se stavad popularnim ve zpracovatelském primyslu jako U¢inna
a neznecistujici metoda aktivace kvuli idajné¢ vyssi tepelné ucinnosti a vyssi rychlosti
ohfevu ve srovnani s konvekénim ohfevem. Je uznavana jako metoda se snadnou regulaci
teploty ohfevu, pohodlnou aplikaci a vyraznou Gsporou mista a spotieby energie. IR stroje
pracuji na principu ptimého ohtevu, kdy se teplo prenasi pfimo do sttedu materialu ve formé

elektromagnetickych vin, aniz by se ohfival okolni vzduch. [29]

4.3 Enzymatické metody

Pouziti enzymu k extrakei sericinu z kokonu 1ze pfipsat objevu kokondz, skupiny proteédz,
které¢ mohou napadat sericinové vazby. V procesu degummingu se pouziva primarné trypsin,
papain a bakteridlni enzymy. [30; 31] Trypsin, proteolyticky enzym, hydrolyzuje
peptidovou vazbu mezi karboxylovou skupinou lysinu nebo argininu a aminoskupinami
sousednich aminokyselin. ProtoZe sericin ma relativné vysoky obsah lysinu a argininu, je
snadno hydrolyzovan trypsinem. [32] Papain ma Siroké spektrum ucinki na polypeptidy a

je v kokonech u¢innym degummingovym enzymem. [33]
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Tabulka 3: Rizné metody extrakce sericinu (Caste¢né upraveno)
Metody Vyhody Omezeni Reference
Metody zavislé na teploté
bez nutnosti procesu ¢isténi;
nizké naklady;
nizka toxicita; nizky vynos;
vysoka produkce degradace zptisobena
HTHP ysokap 8 P [24]
biopolymeru teplem;
vysoka antioxidacni aktivita | niceni struktur B listl;
a inhibi¢ni aktivita
tyrosinazy
Infracerveny | vysoka vytéznost a kvalita
D nadstandardni vybava 34
ohtev - IR hedvabi sericinu Y [34]
Metoda zavisla na chemickém cinidle
mechanické poskozeni
fibroinu
C ) , . slozity proces Cisténi;
Alkalicky aplikace ve velkém méfitku; ,y p o .
o velké mnozstvi odpadnich
roztok: nizké néklady;
;o vod; [24]
WE 26185 vysoky vynos; rozsahla degradace
e, .. Z ;
NaOH vysoka antioxidacni aktivita , ) g
ztrata aktivity
antityrosinazy,
masivni zmensSeni B-listd
Kysely o .
el ) o . . | mechanické poskozeni
roztok:kyselina | niz§i stupent degradace nez )
. , 1 L, fibroinu; [35; 36]
citronova, alkalické odslizovani .., v
L, sloZity proces ¢isténi
kyselina vinna
nizky stupent degradace; neefektivni;
. vysoké antityrosinazova extrémné vysoka
Mocovina YSOr YOS o [24]
aktivita pro inhibici cytotoxicita;
melanogeneze masivni zmenSeni B- listd
Metoda zavisla na biologickych enzymech
i , . nizky a uzky rozsah
Papain, vhodné pro primyslovou Y ,y ,

. , molekulovych hmotnosti
Lrenelun virobu sericinovych peptida
pankreatin, - - - YL pep [37]

homogenni peptidy s nizkou ,
plisiiova , dlouhy postup
. molekulovou hmotnosti pro )
proteaza degummingu

doplnky bunécnych kultur
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5 VLASTNOSTI SERICINU PRO MEDICINSKE A
FARMACUETICKE APLIKACE

V oblasti biomediciny a farmacie se vyuzivaji rozmanité biomateridly. Typicky se dava
prednost polymertim ziskanym z piirodnich zdroja, naptiklad z agardzy, alginatu, celuldzy,
chitosanu, kolagenu, keratinu nebo prave sericinu, jelikoz tyto materialy maji fadu piednosti
ve srovndni s polymery syntetického ptivodu, jako jsou polyanhydridy, polykaprolaktony,
polylaktidy, polyglykolidy a podobné. Kli¢ovymi benefity téchto ptirodnich polymert jsou
biokompatibilita, netoxicita a schopnost biologického rozkladu, coz je v souladu s funkcemi
ptirozené extracelularni matrix (ECM) a tudiz je ¢ini vhodnymi kandidaty pro pouziti ve

farmacii a medicing. [38]

5.1 Biokompaktibilita a imunogenita

Kompatibilita s Zivymi organismy je zakladnim kritériem pro vSechny materidly pouzité
v biomedicing. Tyto materialy by pfi styku s lidskymi tkanémi nemély zptisobovat nezadouci
reakce, jako je napiiklad aktivace imunitniho systému. [39] V piipad¢ sericinu byla jeho
schopnost dobfe koexistovat s biologickymi systémy potvrzena v mnoha studiich, jelikoZz se
tento protein neucastni imunologickych reakcich. Experimenty s pfidanim sericinu do
prostiedi riznych bunéénych kultur odhalily, Ze tento protein neni cytotoxicky a je tedy
bezpecny pro bunky. Vyzkumem, ktery provedl Gil et al., bylo zjisténo, ze sericin
nezpusobuje aktivaci makrofagii [40]. V jiné studii Aramwit et al. posuzovali zanétlivou
odpovéd’ na krém obsahujici sericin, ktery byl aplikovan na rany u potkanti. Po sedmi dnech
pouzivani krému bylo zaznamenano vyznamné snizeni produkce signalnich proteind
ucastnicich se imunitni odpovédi, cytokinil interleukin 1(IL1) a tumor nekrotizujiciho
faktoru alfa (TNFa). [41] Tento efekt byl potvrzen i v dalSich vyzkumech, kde sericin snizil
uroven cytokini vytvarenych makrofdgy a monocyty. Na zdklad¢ téchto vysledkl lze
konstatovat, Ze sericin je materidl vhodny pro biomedicinské aplikace, jelikoZ nevyvolava

silné imunitni odpovédi. [42]

5.2 Biologicka odbouratelnost

Biomaterial schopny biologické rozloZitelnosti 1ze v organismu pietvofit na jiné slozky diky
riznym piirodnim procesim. Pouziti materiali, které jsou biologicky rozlozitelné, je
obvykle upfednostiiovano pii tvorbé biomedicinskych vyrobkd, jelikoz tato télesa ziistavaji

v téle ¢lovéka jen po omezenou dobu, dokud neplni svou funkci, po které jsou pak postupné
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a bez obtizi odbourdny. Vyznamny piinos téchto materiali je patrny pfi 1é€bé o oSetfovani
ran. Pouziti obvazu, ktery se sdm rozkladd, eliminuje potiebu jeho odstranéni z mista
poranéni, coz vede k omezeni bolesti a diskomfortu pacienta a minimalizuje riziko poskozeni

nove vzniklé tkan¢ . [43]

Sericin slouzi jako biopolymer, ktery je schopen biologického rozkladu, a to jak
v laboratornich podminkach, tak v Zivych organismech, diky pisobeni rGznych
proteolytickych enzymd, jako jsou protedaza XIV, a-chymotrypsin, proteindza K, papain,
1 enzymy rozkladajici extracelularni matrix. Tyto enzymy cili na hydrofilni ¢asti molekuly
sericinu, které jsou rozlozeny na jednotlivé aminokyseliny. Ty jsou nasledn¢ absorbovany
organismem bez toho, aniz by vyvolavaly imunologickou reakci. Z odbornych publikaci
vyplyva, Ze po implantaci sericinovych materiali do téla dochazi k jejich kompletnimu
vstiebani béhem Sesti tydnd. [44] Ve védeckych experimentech provadénych v laboratornich
podminkach pouzivaji védci protedzu XI jako standardni enzym pro posuzovani miry
rozkladu sericinu. [43] Je tieba brat v potaz, ze tempo, jimz dochazi k enzymatickému
rozpadu, se muze liSit v zavislosti na specifickych charakteristikach sericinovych struktur
(naptiklad vldkna, filmy, pény), zplsobu jejich zpracovéni, vlastnostech biologického

prostiedi na misté aplikace a vlivu mechanického ¢i chemického stresu. [44]

5.3 Protizanétliva aktivita

Zanét predstavuje klicovou etapu v prabéhu hojeni, béhem niz se uskuteciiuje pohlcovani
odumfelych tkani a moznych cizich latek v oblasti poranéni. Déale béhem této etapy dochazi
k tvorb€ a uvoliovani cytokini a rastovych faktorti zanétlivymi bunikami, coz napomaha
produkci bunék zapojenych do regenerace tkan€. Avsak tato faze vyzaduje regulaci, jelikoz
pfemira zanétlivych cytokini miiZze podnitit produkci metaloproteinaz, které se podili na
rozkladu extracelularni matrix. Proto je nezbytné, aby biomaterialy ur€ené pro 1écbu ran byly

schopné modulovat zanétlivy proces. [45]

Hodnoceni protizanétlivych vlastnosti latek se bézné opird o analyzu miry produkce
zanétlivych signalizacnich latek, cytokint IL-1 a TNF- a. Tyto mediatory hraji kli¢ovou roli
v zanétlivém procesu a jsou zodpovédné také za indukci adheznich molekul, které se
uplatiiuji v proliferativni fazi hojeni. Literatura uvadi, Ze sericin ma schopnost ovlivilovat
sekreci zanétlivych cytokint IL-1 a TNF-a, coz bylo potvrzeno prostfednictvim testovani

jak v laboratornich podminkach, tak pfi pokusech na zivych organismech. [13]
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5.4 Antibakterialni aktivita

Material vyuzivany v biomedicing je povazovan za antibakterialni, pokud dokaze eliminovat
bakterie nebo inhibovat jejich rist a reprodukci. [46] V soucasné dob¢ se stava 1écba infekci
vyznamnym problémem pro zdravotnickd zafizeni. Jednim z hlavnich problémi v oblasti
péce o rany je vznik infekci béhem hojeni, coz miize narusit normalni prib¢h hojeni a vést
k vaznéjsim lokalnim 1 systémovym komplikacim. [47] Proto se vyuziti materialt
s antibakteridlnimi vlastnostmi jevi jako velmi perspektivni smér ve vyvoji biomedicinskych
vyrobkl. Antimikrobidlni G¢inky sericinu mohou byt spojeny s existenci cysteinu ve své
struktufe, coz je polarni aminokyselina s vyznamnymi sulthydrylovymi skupinami. Tyto
skupiny jsou schopny vytvéfet slabé vodikové vazby s atomy kysliku nebo dusiku, coz vede
k tvorbé vysoce reaktivnich latek. Tyto latky maji potencial naruSovat enzymatické procesy

a metabolické aktivity u mikroorganisma. [48]

Potvrzeny byly také antimikrobialni schopnosti sericinu proti bakteriim obou typt, gram-
pozitivnim 1 gram-negativnim. Vyzkum provadény Ahamadem a KumarVootlou [49]
odhalil, ze sericin ma schopnost potlacit rlst bakterii Escherichia coli a Staphylococcus
aureus, stejné jako nékterych kvasinek a plisni, v€etné Candida albicans a Aspergillus flavus.
Jassim a Al-Saree v jejich studii odhalili, Ze zvySeni koncentrace sericinu vede k posileni
inhibi¢niho efektu na riist Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa a E. coli.
Dale bylo pozorovano, Ze po sedmidenni aplikaci 2% roztoku sericinu klesl pocet kolonii

ze 146 na 29. [50]

Hedvabny sericin byl rovnéz identifikovan jako latka u€inné proti tvorbé biofilmt. Nedavna
vyzkumna préace, ve které figuroval Aramwit et al. [51], se zaméfila na in vitro testovani
schopnosti sericinu zamezit formovani biofilmi (preventivni G€inek) a narusit jiz existujici
biofilmy (terapeuticky ucinek). Vysledky ukézaly, Ze sericin ziskany pomoci mocoviny,
tepla nebo kyselé degradace dokaze ucinné zabranovat vzniku biofilmii nebo redukovat
jejich mnozstvi, s nejvyraznéjsi antibiofilmovou aktivitou pfipisovanou sericinu
extrahovanému mocovinou, zejména proti bakteriim Streptococcus mutans. Tyto poznatky

naznacuji potencidlni vyuZiti sericinu jako prosttedku proti biofilmim.

5.5 Antioxida¢ni a fotoprotektivni aktivita

Sericin je uznavan za své vyrazné schopnosti neutralizace toxickych kyslikovych radikala.
Tyto radikaly a reaktivni kyslikové slouceniny se ptirozené vytvareji béhem metabolickych

procest bunck, ale jejich zvySena hladina mtze zptsobit bunécné poskozeni a ptispivat
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k vyvoji rliznych onemocnéni, jako jsou nadory, jaterni fibréza ¢i poskozeni tkané
zpisobené reperfuzi. [52] Sericin je znam pro jeho schopnost eliminovat tyto Skodlivé
Castice, omezovat lipidovou peroxidaci a pulsobit proti enzymim, které prispivaji
k degeneraci tkani, jak potvrdili Kato et al. [53] Antioxidac¢ni schopnost sericinu souvisi
s jeho bohatym obsahem aminokyselin serin a threonin, jejichz hydroxylové skupiny mohou
chelatovat stopové prvky jako zelezo a méd’. Pigmentové molekuly, jako jsou flavonoidy
a karotenoidy, které se hromadi ve vrstvach sericinu, mohou také pfispivat k jeho

antioxida¢nim vlastnostem a schopnosti inhibovat aktivitu tyrosindzy. [24]

Sericin rovnéz vykazuje schopnost chranit pred ultrafialovymi paprsky, jelikoz efektivné
pohlcuje UV svétlo a brani oxidativnimu poskozeni tim, ze udrzuje rovnovahu mezi
oxida¢nimi a redukcénimi procesy. Struktura sericinu obsahuje mnozstvi aminoskupin
s vysokym obsahem vodiku, kysliku a dusiku, coZ mu umoZiiuje intenzivni absorpci UV

svétla s vinovymi délkami kratSimi nez 200 nm. [54; 55]

5.6 Protinadorova aktivita

Chemoterapie, kterd se pouziva pii lécbé rakoviny, mize mit vedlejsi G€inky na normalni
buiky a neoplastické bunky. To je nezadoucim uc¢inkem v klinické praxi. Dal§im problémem
je, Zze nékteré nadory mohou vyvinout rezistenci vici chemoterapeutikiim. Proto je dulezité
najit nové latky, které by mély nizsi toxicitu a byly biokompatibilni. Jednou z takovych latek

je sericin.

Ve vyzkumu byl studovan ucinek suplementace stravy sericinem u zvifeciho modelu
rakoviny tlustého stfeva. Zvitata konzumovala stravu s ptidavkem sericinu po dobu 115 dni.
Béhem této doby se nezménila jejich télesna hmotnost ani spoteba potravy. Nicméné se
zaznamenal pokles vyskytu nadort tlustého stfeva. Sericin prokazal protinadorovy ucinek,
zpomalila se rychlost buné¢ného déleni, omezila se exprese onkogenti a doslo ke snizeni

oxidacniho stresu. [56]

Dalsi vyzkum se zaméfil na mechanismus, kterym sericin plisobi na rakovinu tlustého steva.
Zviteci model rakoviny tlustého stfeva byl doplnén o 3% sericin po dobu 28 dni. U téchto
zvirat se sniZil po€et abnormalnich bunék v tlustém stievé a také se snizila oxidace lipidil ve
sliznici tlustého stfeva. Sericin neni traven, a proto ma silny antioxida¢ni Gcinek, ktery

snizuje oxidacni stres a vznik nadord. [57]
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Jiny vyzkum se zaméfil na G¢inek sericinu na proliferaci a programovanou bunécnou smrt
(apoptozu) nadorovych bunék tlustého stfeva. Sericin mél inhibi¢ni U¢inek na nadorové
buiiky ve srovnani s normalnimi bunikami tlustého stfeva. Sericin také zplisobil snizeni
zivotaschopnosti nadorovych bunék a zvysil aktivitu kaspazy-3, ktera je zodpovédna za
programovanou bunéfnou smrt. Sericin nezpusobil programovanou bunéfnou smrt

v normalnich bunikach a plsobil jako ochrana proti nadorovym buiitkdm tlustého stfeva. [16]

Dalsi vyzkum byl zaméten na ucinky sericinu v piipad¢ koznich nadort. Sericin byl testovan
na zvifecim modelu koznich nadorti vyvolanych chemickymi latkami. Aplikace sericinu
vedla k opozdénému vzniku nadort ve srovnani s nelécenou skupinou. Sericin také snizil
pocet koznich nddori a zanétlivou odpoveéd’. Doslo rovnéz k poklesu exprese genti spojenych

s nadorem a zanétem. [58]

Zavérem, sericin ma potencidl jako protinadorova latka s nizsi toxicitou a biokompatibilitou.
Ma schopnost snizovat rust nadorii, omezovat exprese onkogentl a snizovat oxidacni stres.
Sericin také ptisobi jako ochrana proti nddorovym buiikdm a zanétlivym procestiim. Tyto
vlastnosti sericinu ho ¢ini zajimavym kandidatem pro dal$i vyzkum a vyvoj 1é¢iv proti

rakovin¢ tlustého stieva a koznim nadoram. [13]

5.7 Metabolické ucinky v gastrointestinalnim traktu

Funkéni gastrointestindlni poruchy jsou bé€zné problémy souvisejici s trdvicim systémem,
které se projevuji riiznymi piiznaky, i kdyZ nejsou pfitomny zZadné organické, strukturalni
nebo metabolické abnormality. Jednou z latek, které byly zkoumany pro jejich ucinky na
travici systém, je sericin. V provedeném experimentu byla potkantiim po dobu 12 dnil
pfidadvana strava obsahujici 3 % sericinu. Vysledkem bylo zlepSeni absorpce nékterych
minerali, jako je zinek, Zelezo, hoi¢ik a vapnik. To znamena, Ze télo 1épe vyuzilo tyto
minerdly a zvysila se jejich biologickd dostupnost. Je zajimavé, ze se vSak koncentrace
téchto minerali v krvi nezménila a nebyly vylouceny moci. Zda se, Ze sericin, 1 kdyZ je
odolny proti trdvicim enzymiim, zvysuje rozpustnost mineralll ve stieve tim, ze se na né vaze
pomoci svych hydroxylovych a karboxylovych skupin. To naznacuje, ze sericin by mohl mit

potencial jako funkéni potravina. [59]

Sasaki et al. provedli testovani sericinu na zvifecim modelu zacpy. Zkoumali, jaky vliv ma
pfidani 4 % sericinu do stravy po dobu 14 dni. Zjistili, Ze pfidani sericinu neovlivnilo
télesnou hmotnost ani mnoZstvi potravy, kterou zvifata konzumovala. Nicméné zjistili, Ze

sericin zvysil obsah vody ve stolici, coz pomohlo predchéazet zacpé€ zpusobené latkou zvanou
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atropin. Atropin sniZzuje uvolnovani acetylcholinu parasympatickym nervovym systémem
a muze zpusobit zacpu. Sericin ma schopnost zadrzovat vodu, podobné¢ jako nefermentovana
vldkna. Tato schopnost je pravdépodobné zodpovédna za jeho ulohu pii zlepSovani zacpy.
Je vSak diilezité poznamenat, Ze sericin zptisobil zvySeni hmotnosti suchych vykalti a obsahu
dusiku ve stolici, coz naznacCuje, ze bilkoviny byly méné stravitelné. Také struktura
aminokyselin ve stolici byla podobna obsahu aminokyselin v sericinu. Tato skutecnost je
prisuzovéana vysokému obsahu serinu v proteinu, ktery zptisobuje jeho nizkou stravitelnost.
Tento fakt byl potvrzen 1 in vitro testem, kdy sericin nebyl trdven enzymy pepsinem

a pankreatinem. To naznacuje, Ze sericin je pravdépodobné odolny vici protedzam. [60]

Ve studii provedené Okazaki et al. bylo zkouméano, jaky vliv ma ptridavek sericinu do stravy
myS$i s vysokym obsahem tuku na jejich sttevni lumen. Vysledky ukazaly, Ze sericin zvysil
mnozstvi imunoglobulinu A (IgA) ve stolici, coz je spojeno s niz§im rizikem vzniku
rakoviny tlustého stfeva a ulcerdzni kolitidy. Prekvapivé se ukazalo, ze konzumace sericinu
nemé¢la vliv na mikrofléru a sekundarni zlu¢ové kyseliny, ale snizila obsah primarni zlucové
kyseliny v stolici. Vzhledem k témto vysledkim 1ze sericin povazovat za prebiotikum, které
podporuje zdravi tlustého stfeva tim, Ze ovliviiuje imunitni odpovéd’ a funkci stfevni bariéry.

[61]

5.8 SniZeni krevniho tlaku a antikoagula¢ni potencial

Bioaktivni peptidy odvozené z bilkovin v potravé maji dileZitou roli pfi ovliviiovani
fyziologickych funkci. Vyzkumy ukazuji, Ze sericin, ktery je jednim z téchto peptidii, ma
schopnost snizovat krevni tlak a uvolfiovat napéti ve sténach tepen. Sericin obsahuje
oligopeptidy, coz jsou malé ¢asti peptidi s molekulovou hmotnosti mensi nez 5 kDa. Tyto
oligopeptidy maji schopnost ovliviiovat vapnikové kandly ve svaloviné tepen, coZ vede
k uvoliovani napéti a uvolnéni svald. Dalsim mechanismem, ktery se na této skutecnosti
podili, je interakce oligopeptidi s oxidem dusnatym a prostacyklinem. Tyto latky aktivuji
mechanismy, které podporuji relaxaci svalového tkan¢. Védecké dliikazy tedy naznacuji, ze
sericin muze byt u¢innym moduldtorem cévniho systému. V praxi to znamend, ze
konzumace potravin obsahujicich bioaktivni peptidy, jako je sericin, mize mit pozitivni vliv
na naSe zdravi. Napfiklad lidé s vysokym krevnim tlakem by mohli mit prospéch
z konzumace potravin bohatych na sericin, ktery jim pomuze sniZit tlak a uvolnit napéti
v jejich tepnach. Je tedy ziejmé, Ze bioaktivni peptidy maji potencial ovliviiovat nase télo

a mohou byt vyuzity jako ptirodni prosttedek pro zlepSeni zdravi cévniho systému._[62]
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Tamada et al. provedli studii zaméfenou na antikoagulacni Uc€inky sericinu. V jejich
experimentu byl sericin sulfatovan pomoci kyseliny chlorsulfonové. Zjistili, ze vyssi
molekularni frakce sericinu mély siln€jsi antikoagula¢ni aktivitu nez nizsi molekularni
frakce. Tato aktivita byla odhadovéana na aroven 1/10 az 1/20 heparinu, coz je 1ék pouzivany
k fedéni krve. [63]

Dalsi studie provedend Sano et al. se rovnéz zaméftila na sulfatovy sericin. Autofi se pokusili
objasnit mechanismy, kterymi sulfatovy sericin ovlivituje srazeni krve. Zjistili, Ze dochazi

k naruSeni tvorby fibrinovych vlaken, ktera jsou dulezita pro srazeni krve. [64]
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6 TYPY BIOMATERIALOVYCH FORMATU NA BAZI SERICINU

Na béazi sericinu byly vyrobeny rtizné materidly, které dle svych vlastnosti byly pouzity pro
ruzné aplikace v medicinské i farmaceutické oblasti. Uplatiiuji se se pfedevsim kompaktni
formaty, nano a mikrocastice. U kompaktnich forméti se jednd konkrétné o filmy,

hydrogely, scaffoldy a konduity (Obrazek 4). [11]

6.1 Filmy

Filmy (nebo membrany) jsou vysoce flexibilni a elastické formy, které umoznuji vyménu
plynt, pienos vodni pary a segregaci bakterii. Klize, dilezity organ skladajici se z vrstev
epidermis a dermis, se snadno poskodi akutnim traumatem nebo chronickymi viedy.
Vyzkum ukdzal, ze filmy vyrobené ze sericinu maji potencial jako obvazovy material pro
podporu hojeni ran diky jeho biokompatibilité a bioaktivité. Diky schopnosti sericinu
podporovat adhezi bun¢k a mit antioxidacni vlastnosti by takové filmy mohly byt efektivni

pro regeneraci pokozky po akutnim traumatu nebo chronickych ranach. [11]

Filmy s obsahem sericinu, které¢ byly zpevnéné latkou jako je glutaraldehyd, a také
kombinované filmy sericin/kolagenu byly vyvinuty s cilem podpory hojivych
procest kiize. Tyto materidly by mohly facilitovat pfilnuti a mnozeni riznych druht bunék,

jako jsou napftiklad fibroblasty a keratinocyty. [65]

Dale byl sericin zaclenén do filmt z bakteridlni celuldzy s ucelem vytvoreni kompoziti
s funkcionalizovanym sericinem. [66] Uvolfiovani sericinu z téchto kompozitnich struktur
napomahalo rychlej§imu hojeni, lepsi tvorbé ECM a redukei zjizveni. Kromé toho, pro
dodani antibakteridlnich vlastnosti obvazovym materialim, byly do sericinovych filmt
integrovany nanocastice s antibakteridlnimi vlastnostmi, jako jsou naptiklad nanocéstice

oxidu stfibrného ¢i oxidu zine¢natého. [67]

Sericinové filmy maji potencial i v oblasti podpory regenerace kostni tkdné€. Sericin
aplikovany na kovovy implantit mize podporovat piilnavost, mnozeni a diferenciaci
osteoblastiim podobnych bunék, coz by mohlo byt ptinosné pro obnovu kostni struktury.

[68]

6.2 Hydrogely

Hydrogel je trojrozmérna sit” obsahujici fyzikalné/chemicky zesitované polymery a velké

mnozstvi vodného roztoku, kterd je Siroce pouzivana v tkaniovém inZenyrstvi a pii dodavani
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1é¢iv. Sericinovy protein obsahuje mnoho polarnich aminokyselin, které nabizeji velké
mnozstvi postrannich skupin pro chemické zesitovani [69]. Avsak sericin ziskany
drsnymi degummingovymi metodami je nevyhnuteln¢ degradovan, coz ztézuje vytvareni
stabilnich hydrogeld. Pro vytvofeni stabilnich sericinovych siti je degradovany sericin
obvykle kombinovdn s jinymi polymery napf. kolagenem, zelatinou, chitosanem

a polyvinylalkoholem za vzniku kompozitnich hydrogeld. [70]

Byly vyvinuty sericinové nanokompozitni hydrogely s antibakterialnimi vlastnostmi jako
obvazy na rany. [71] Dilezité je, ze sericinové kompozitni hydrogely by mohly adsorbovat
bakterie a pterusit fyziologické aktivity ptipojenych bakterii uvolnénym mikromolekularnim
sericinem, ¢imz by se dosahlo antibakteridlniho ucinku. Podobné lysozymem naplnény
sericin/agar6zovy hydrogel vykazoval vynikajici antimikrobidlni aktivity a vlastnosti

absorpce vody, které maji velky potencial v aplikacich regenerace kiize. [72]

Rovnéz byly vytvotené nékteré dals§i kompozitni hydrogely, napf. sericin/kyselina
v-glutamova, sericin/polyakrylamid a sericin/chitosan, jako obvazy na rany, nebot’ sericin
by mohl podporovat proliferaci a migraci fibroblastl. [73; 74] Kromé& polymera byly do
sericinovych hydrogel zabudovany také anorganické nanocastice, aby jim dodaly

antibakterialni vlastnosti nebo hemostatickou aktivitu. [75]

6.3 Scaffoldy

Bé&hem procesu regenerace tkané je nezbytné pouziti biomateridlovych tkanovych leSeni,
znamych také jako scaffoldy, které poskytuji prostiedi pro rist bunék a podporuji bunéénou

proliferaci, ¢imz urychluji proces hojeni. [76]

V ramci vyzkumu byl sericin upraven jako scaffold ve formé porézni pény, kterd byla
vytvofena bud’ odlévanim z roztoku nebo lyofilizaci. [76] Lyofilizované leSeni
sericin/polyvinylalkohol, které bylo nasledné precipitovano v ethanolu, prokézalo schopnost
podporovat proliferaci fibroblasti 1929 in vitro a urychlit hojeni ran v plné tloustce
u potkanti. Pfidani glycerinu do této konstrukce zlepsilo jeji elastické vlastnosti a snizilo
pfilnavost diky vylepSené porovité struktufe. Kli¢ovym prvkem bylo postupné uvoliovani
sericinu, ¢imz se tento material stal vhodnym pro dlouhodobé pouziti pii 1€Cbe ran. [77]

Pro regeneraci kosti a chrupavek byly vyvinuty sericinové scaffoldy mineralizované

hydroxyapatitem, které nejen podporovaly adhezi a proliferaci mezenchymalnich

kmenovych bunék kostni dieng, ale také osteogenni diferenciaci téchto bunék. [78]
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Pro regeneraci nervl byly pfipraveny kompozitni scaffoldy chitosan/sericin modifikované
nervovymi rustovymi faktory pro 1écbu chronické nervové komprese. Tento scaffold byl
schopen podporovat adhezi a proliferaci Schwannovych bunék. V preklinickém modelu
chronické komprese nervu na potkanech podpofil tento scaffold funkéni obnovu nervu
zmirnénim neuralgie, zvySenim rychlosti vedeni nervu a podporou regenerace

mikrostruktury. [79]

Kromé¢ toho byl vyvinut injek¢ni sericinovy skelet dopovany uhlikovymi nanotrubickami
s programovatelnou tvarovou paméti pro 1é¢bu ischemické cévni mozkové piihody. Je
zajimavé, Ze tento scaffold mlize prenaset mezenchymalni kmenové bunky kostni diené do
mozkové tkan€, funkéné podporovat diferenciaci neurond a usnadnit ndpravu po mrtvici.

[80]

6.4 Nervové konduity

Konduity pro nervové vedeni, které obvykle pfipominaji tvar trubicky, jsou tvofeny bud’
pfirodnimi, nebo umélymi materidly, a slouzi jako nihrada za transplantaty nervové tkdné
pfi opravach poSkozenych perifernich nervli. Diky vlastnostem jako je biokompatibilita
a schopnost biologického rozkladu, byl sericin vyuzit k vytvareni kanalkd, které napomahaji
regeneraci nervil. V provedeném vyzkumu byl vyvinut konduit pro nervové vedeni
z kombinace sericin/silikonu, ktery efektivné podporoval obnovu struktury a funkce nervii
po poranéni, konkrétné€ pti oprave defektu pétimilimetrové mezery v modelu sedaciho nervu.
[81]

Aby bylo dosazeno lepSich vysledk pii opraveé vétSich mezer, byl do sericinového konduitu
pfidan clobetasol. Tento sericinovy konduit s clobetasolem dokézal isp&$né opravit nervoveé
poskozeni u potkanli, pficemZz degradacni produkty konduitu napomadhaly sekreci
neurotrofickych faktord a clobetasol stimuloval exprese gend spojenych s myelinizaci ve
Schwannovych bunkéch. [82] Kromé toho byly do sericinového kanalku zahrnuty uhlikové
nanotrubice, které mu dodaly elektrickou vodivost a vyrazné zlepS$ily funkéni vysledky
uhliko/sericinového kanalku pii rekonstrukci nervové tkdné a obnové funkénosti v modelu

potkana s nervovym poranénim. [82; 83]

6.5 Nanocastice

S pokrokem nanotechnologii se nanomaterialy Siroce pouzivaji pro fizené dodavani 1ékt

a diagnostiku. Sericin jako materidl v nano a mikromé&fitku nabizi jedine¢né vyhody diky
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svym modifikovatelnym strukturam a vynikajicim biologickym vlastnostem. Stabilita
a disperzibilita nanocastic jsou kli¢ové pro uspe$né vyuziti nanotechnologii v oblasti
dodavani 1€kt a diagnostiky, aby se zabranilo zanétim a toxicité zplisobené agregaci
nanocastic ve fyziologickém prostiedi. Tyto aspekty je tfeba fadné zohlednit pii vyvoji

novych nanostruktur zalozenych na sericinu. [84]

Sericin se ukdzal jako efektivni stabilizator pro nanonosice fluorovaného grafenu ve vode¢,
coz umoznilo u¢inné plnéni 1é¢iv a prodlouzenou cirkulaci v krvi. Pfitomnost sericinu
zvysuje stabilitu a biokompatibilitu nanomaterialii, coz je dilezité pro fizené dodavani 1€kt
a diagnostické ucely. Sericinovy povlak na nanocasticich, jako je oxid kfemicity, miize
zabranit pfed¢asnému uniku 1é¢iv a umoznit cilené uvolnéni ve specifickych podminkéch,
jako je kyselé mikroprostiedi lysozomil v nddorovych buiikach. Tato technologie poskytuje

inovativni a perspektivni piistup k efektivnimu fizenému dodavani 1€civ. [85]

Sericin mize byt vyuzivan jako nosi¢ 1éCiv pro nerozpustné molekuly nebo vytvaret
nanokompozity s dal$imi polymery pro zlepSeni terapeutickych ucinkl a snizeni toxicity.
Tato vlastnost sericinu umoziuje vytvateni riznych druhii terapeutickych nosict, jako jsou
napiiklad nanokuli¢ky nebo polymerni micely, které mohou efektivné dodavat 1éciva do

cilenych bungk. [86]

Konjugace s dal$imi latkami, jako je vitamin B12, miize dale zlepsit schopnost téchto nosic¢t
presné cilit na maligni buiiky s nadmérnou expresi specifickych bunéénych receptori. Tato
inovativni aplikace sericinu ukazuje jeho potencial jako klicového materidlu v oblasti

nanotechnologii v medicin€. [87]

Sericin se diky své schopnosti reagovat na zmény pH kvalifikuje jako unikatni material pro
konstrukci "chytrych" nanonosi¢di, jako jsou napiiklad nanocastice sericin/chitosan
s reverznim nabojem citlivé na pH. Tyto nanocastice mohou zménit svilj naboj v zavislosti
na prostfedi, coz vedlo ke zlepSeni buné¢né internalizace a intracelularniho dodavani 1éc¢iva.
Diky moznosti modifikace sericinu je také mozné vytvofit konjugaty citlivé na pH, které
mohou cilené uvoliovat 1é¢ivo v konkrétnich bunéénych prostredich, jako jsou lysozomy.

[87]

6.6 Mikrocastice

Pro cilené lokalni podavani 1ékti do konkrétnich tkani nebo organt, které pottebu;ji specidlni

struktury a které mohou vyzadovat prenos vétSich molekul, byly vytvofeny mikrocastice
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zalozené na sericinu jako efektivni nastroj pro systémy dorucovani 1é¢iv. Existuje mnoho
technik pro vytvareni t€chto mikrocastic ze sericinu. Vyzkumna skupina vyrobila pomoci
emulzni techniky voda v oleji sericinové mikrocastice, nasledovné do nich aplikovali 1é¢ivo
doxorubicin (DOX) a poté mikrocastici obalili materidlem ziskanym z kyseliny tiislové.
Tyto inovativné navrzené mikrocastice byly schopny se efektivné kumulovat v plicich, kde
zUstavaly vice nez pét dni po jejich inhalaci a kontinudln€ uvoliovaly protinddorové 1é¢ivo
v zavislosti na pH. Mikrocastice obsahujici DOX vyznamné snizily pocet metastaz v plicich

v modelu metastatického prsniho karcinomu. [88]

K vytvofeni mikrokapsli ze sericinu byla zavedena ekologicky Setrna metoda, ktera
nepotiebuje pouziti organickych rozpoustédel. Roztok sericinu byl smichan s primétenym
mnozstvim roztoku chloridu vapenatého a promichavan pfi teploté lidského téla po dobu 24
hodin. Za neutralniho pH doslo k proméné¢ struktury sericinu diky vazb¢ vapnikovych iontd,
coz vedlo k samovolnému vzniku mikrokapsli. Formu téchto mikrokapsli lze jednoduse
upravit zménou koncentrace Ca2+ iontil a intenzity michani. Kromé toho mohou pH pufri

a typy ptitomnych iontd ovlivnit proces tvorby mikrosférickych struktur ze sericinu. [89]

V dal$im vyzkumu byl sericin modifikovan 2 - isokyanatoethylmethakrylatem (IEM), aby
se ziskal fotoreaktivni materidl. Diky fotolitografické technice je mozné piesné regulovat
sitovani sericinu a dosdhnout pozadované¢ho tvaru a vzort mikrostruktur. Tyto detailné
definované mikrostrukturni vzory mohou poslouZit jako idedlni podklady pro péstovani
bunck, které nasledné rostou ve specifickych smérech i bez nutnosti dalSich adhezivnich

ligandii. [89]

Aby se predeSlo odmitnuti transplantovanych bunék, které jsou ¢asto nachylné k imunitni
reakci hostitele a maji omezenou schopnost mnozeni, Nayak et.al. vyvinuli mikrokapsle
vytvoiené z kuli¢ek kombinujicich sericin/alginat a dale zpevnéné chitosanem skrze
ionotropni gelaci. Mikrokapsle slouzily jako ochranna bariéra, kterd izolovala bunky od
imunitnich reakci hostitelského organismu. Zaroven porovitd struktura mikrokapsli
umoznila vyménu Zivin, coZ zajiStovalo pfeZiti a metabolickou aktivitu jaternich bunék
umisténych uvnitf. Tato metoda mikrokapsli zalozend na bunécéné terapii by mohla
poskytnout bohatou populaci bunék s metabolickou a funkéni aktivitou pro transplantace

hepatocytil u pacientli s akutnim selhanim jater bez nutnosti pouZiti imunosupresiv. [90]
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Obrazek 4: Ukdzka morfologie jednotlivych formatu sericinu, (A) film, (B)nanocasticova
vidkna, (C) mikrocastice, (D) hydrogel, (E) scaffold [91; 92]
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7  SERICIN V TKANOVEM INZENYRSTVI

V oblasti regenerace tkani hraji biomaterialy klicovou roli. Predstavuji zakladni strukturu,
ve které se kombinuje ECM, bunécné interakce a rustové faktory, coz prispiva k obnove
poskozenych tkéani. [93] Proto je dulezité vybirat biomateridly, které dokazi napodobit
piirozené funkce ECM a poskytnout idealni podminky pro bunécny riist. Sericin ma neékteré
pozitivni vlastnosti, jako je mitogenni u¢inek na sav¢i buiiky a schopnost udrzovat vlhkost,
coz podporuje regeneraci tkani. Nicméné, jeho amorfni struktura, rozmanité molekulové
hmotnosti a vysoka rozpustnost zpiisobuji, ze je materidl kiehky a slozity na zpracovani, coz
ho ¢ini nevhodnym pro nékterd medicinska pouziti. Proto byly vyvinuty rizné metody, jak
posilit fyzické vlastnosti sericinovych materialli, zejména pokud je protein ziskan z bource
morusového alkalickym procesem nebo extrahovan za vysokych teplot a tlakd. Sericin ma
vSak vyhodu polarnich postrannich skupin s hydroxylovymi, karboxylovymi
a aminoskupinami, které umoziuji efektivni sitovani, kopolymeraci a kombinaci s jinymi

polymery, coz vede k vytvoreni vylepsenych bio-odbouratelnych kompozitii. [94]

7.1 Podpora hojeni ran

Mitogenni Gi¢inek sericinu na sav¢i buniky je velmi uzite€ny v oblasti tkanového inzenyrstvi.
Ten umoznuje rust keratinocytl a fibroblastl, coz vede k novym aplikacim sericinu
v regenerativni mediciné a jako biomateridlu pro hojeni ran. Tyto buiiky nejen produkuji
regulacni cytokiny pro hojeni ran, ale také se podileji na reepitelizaci a produkci proteint

ECM, kter¢ maji klicovou roli pfi hojeni. [95]

Vyzkum ukézal, ze krém s obsahem sericinu vyznamné urychluje a zlepSuje hojeni ran tim,
ze podporuje produkci kolagenu a rychlou reepitelizaci v koznich ranach potkanti ve
srovnani s béZnymi lé€ebnymi prostfedky. B&hem procesu hojeni ran je dileZitad nejen
proliferace keratinocyti, ale také jejich migrace, ktera je nezbytna pro obnoveni epitelidlni
kontinuity. Studie ukdzaly, Ze sericin usnadiiuje tuto migraci a tim podporuje hojeni ran.
Diky schopnosti sericinu podporovat tvorbu kolagenu a urychlit reepitelizaci otevienych ran
se ukazuje jako potencialné ucinny prostfedek pro 1é€bu popalenin. Klinické testy potvrdily,
ze krém s obsahem sericinu vyrazné posiluje proces reepitelizace a zkracuje dobu hojeni ran.
Vykazuje dals§i vyhodné vlastnosti, jako je antibakteridlni aktivita, hydrata¢ni ucinek
a zvysena propustnost kysliku, které jsou rovnéz dilezité pro normalni a rychlé hojeni ran.
V bakteridlnich kulturach se ukazalo, Ze sericin brani buné¢nému déleni a ristu, zptisobuje

dysfunkci membran, coz vede k inhibici bunééného cyklu u nezddoucich bung¢k. [65]
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V poslednich letech se védci také intenzivn€ zamétuji na vyuziti specifickych latek pfi hojeni
koznich ran. Bylo vyvinuto n¢kolik biomateriald, které se pouzivaji jako obvazy na rany.
Tyto biomaterialy se také dokazaly dobie napoustét tekutinami, coz umozinovalo, aby sericin
zustaval v biomaterialu po delsi dobu. Sericin byl uvoliiovan postupné a jeho mnozstvi bylo
mozné ovlivnit. Tyto biomaterialy byly testovany na bunécnych kulturach a ukazalo se, ze
jsou biokompatibilni, coZz znamend, Ze nezpisobuji zadné negativni Gc¢inky na buiiky.
Naopak, podporuji riist a mnozeni bunék, které jsou dulezité¢ pro hojeni ran. Nicméné¢, pfi

vysSich koncentracich sericinu se ukazalo, ze maze byt toxicky. [96]

Dalsi studie se zaméfila na vytvoreni kompozitnich membran obsahujicich sericin a kolagen,
které se pouzivaji jako obvazy na rany. Tyto membrany mély dobré mechanické vlastnosti
a byly schopné propoustét kyslik a vodni paru. Byly tak vhodné pro pouziti pfi 1é¢bé ran,
které nevydavaji velké mnozstvi tekutiny. Tyto komplexy byly také testovany na zvitatech
a ukazalo se, ze jsou odolné vii¢i degradaci po dobu né¢kolika tydnid. Navic podporovaly rist
a mnozeni bunék, které jsou vyznamné pro hojeni ran a vykazovaly niz$i zanétlivou reakci
ve srovnani s jinymi materidly. Pfi vyvoji téchto biomaterial byla také zkoumana mozZnost
pouziti jiné chemické latky pro zesitovani, kterd by mohly nahradit glutaraldehyd. Bylo
zjisténo, Ze genipin, coz je piirodni latka ziskavana z rostliny gardénie, mize byt vhodnou
alternativou. Genipin umoznuje vytvoreni biomateriall s dobrou pevnosti a schopnosti
uvolnovat sericin v pozadovaném tempu. Celkové lze fict, Ze tyto biomateridly maji
potencidl byt pouZity pii 1écbé ran a inZenyrstvi mekkych tkani. Maji vysokou porovitost
a nizkou hustotu, coZ je dulezité pro jejich schopnost absorbovat tekutiny a propoustét

vzduch. [97]

7.2 Kostni tkanové inZenyrstvi

V porovnani s jinymi biomateridly, které se pouzivaji jako nosice kostni tkan¢, se Cisty
sericin nepouziva kvuali svym slabym mechanickym vlastnostem. Nicméné, sericin ma
pozitivni vliv na tvorbu kostni tkdn¢ diky své schopnosti stimulovat rtist bun€¢k a nukleaci
kostniho hydroxyapatitu (HA). Proto se biomateridly zalozené na bazi sericinu pouzivaji
také v oblasti inzenyrstvi kostni tkang. Naptiklad, bylo zjiSténo, Ze flexibilni sericinovy film
oSetfeny ethanolem a ponofeny do simulované télni tekutiny zpiisobuje depozici HA. Tyto

biokompozitni filmy ukazaly vynikajici Zivotaschopnost kostnich bun¢k MG-63. [98]
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Dalsi studie potvrdila, Ze serin indukuje tvorbu HA s nizkou krystalinitou. Tato tvorba HA
byla ovlivnéna strukturou a molekulovou hmotnosti sericinu. Pouze sericin s vysokym

obsahem B-listii a vysokou molekulovou hmotnosti tspésné indukoval nukleaci HA. [68]

Dalsi vyzkum se zaméiil na sericin filmy ziskané z kokont ¢eledi Antheraea pernyi, které
byly oSetfeny ethanolovym postupem a namdaceny do roztokll vapniku a fosfatu. Tento
postup také vedl k nukleaci HA na filmech. Byly pouzity rizné analytické metody, jako je
infraervena spektroskopie, rentgenova difrakce a energiové disperzni rentgenova analyza,
k potvrzeni existence krystall apatitu s malou velikosti a nizkou krystalinitou. Tento sericin
také prokazal dobrou biokompatibilitu s buiikami MG-63, podporujici adhezi a §iteni bun¢k

na podobné urovni jako sericin a fibroin ziskany z kokont ¢eledi Bombyx mori. [99]

Jina studie se zaméfila na vytvoreni mikrokuli¢ek pro kostni tkdfiové inZenyrstvi. Pfidani
sericinu do smési vapniku a uhli¢itanu sodného vedlo k tvorbé kulovitych Castic vateritu,
které byly nasledné¢ mineralizovany za vzniku mikrosfér HA. Tvar a velikost téchto

mikrokuli¢ek mohly byt ovlivnény zménou pH a dobu trvani reakce. [100]

Dalsi vyzkum se zaméfil na vyuziti sericinu k podpofe oseointegrace na titanovych povrsich.
Bylo zjisténo, ze sericin u¢inné podporuje rist a proliferaci osteoblastili a zvySuje exprese

alkalické fosfatazy a osteokalcinu, coz naznacuje iniciaci diferenciace osteoblastli. [101]

Z téchto studii vyplyva, ze biomaterialy zaloZené na bazi sericinu maji potencial pro pouZiti

v oblasti inZenyrstvi kostni tkang, jelikoz stimuluji riist bun¢k a nukleaci kostniho HA. [102]

7.3 Biomaterialy na bazi sericinu pro jiné tkané

Kromé dvou hlavnich oblasti, zminénych vyse, byly také provedeny nékteré studie tykajici
se jinych tkani. V téchto studiich byly vyuZity biomateridly na bazi sericinu, které maji riizné
aplikace v oblasti tkanlového inzenyrstvi chrupavky. Tyto biomaterialy byly upraveny tak,
aby obsahovaly rizné koncentrace kyseliny hyaluronové a chondroitin sulfatu, které jsou
dulezité pro funkce chrupavky. Po upraveni a vysuSeni mély nosice s obsahem 10 % kyseliny
hyaluronové porézni a homogenni strukturu, podobnou struktuie chrupavky. Tyto nosice
mely velké vzajemné propojené pory, které umoziovaly rychlé a rozsédhlé bobtnani. To
znamend, ze lidské kmenové bunky odvozené z tukové tkané se snadno pohybovaly
a rovnomérné se usazovaly do nosice béhem testli biokompatibility. Tyto kmenové buiiky

vvvvv

bun¢k ve srovnani s kontrolnimi nosici bez kyseliny hyaluronové. [103]
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Kromé obnovy funkce tkani je dal§im dilezitym cilem moderniho tkédnového inzenyrstvi
obnovit estetiku poskozenych mist, naptiklad po poranéni, vrozenych vadach nebo
chirurgickych zakrocich. Jednou z metod, které se v této souvislosti pouzivaji, je tkanové
inzenyrstvi tukové tkané€. V ramci této metody jsou kmenové buiiky z tukové tkan¢ predem
namnozeny ve 3D nosicich tvofenych z kolagenu a sericinu, poté jsou nasledné¢ kultivovany
v laboratofi. Oproti nosi¢iim obsahujici pouze kolagen se ukazalo, ze pfitomnost sericinu
zlepSuje biokompatibilitu, coz znamena, ze bunky Iépe ptilnou a rozmnoZzuji se, a také se
1épe $ifi po celé struktufe nosice. Sericin také zlepSuje schopnost kmenovych bunék vytvaret
tuk, protoze stimuluje nadmérnou expresi gent, které jsou dulezité pro tvorbu tukovych

bun¢k. Tato schopnost sericinu také piinasi vyhody pro hojeni ran, coz je dulezité pro tuto

novou strategii tkanového inzenyrstvi tukové tkdné. [104]
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8 SYSTEM DODAVANI LECIV

Aplikacni systémy se pouzivaji ke zlepSeni t¢inkii aktivnich sloucenin, jako jsou léky nebo
jind terapeuticka Cinidla tim, Ze se zamétuji na misto jejich dodéani, kontroluji jejich
uvoliiovani nebo stabilizuji jejich molekularni stav za ucelem dosazeni pozadované
bioaktivity. [105] Vyzkum ukazal, ze sericin ma celou fadu vlastnosti, diky kterym je pro
tuto oblast uzitecny. Diky svému amfifilnimu charakteru mize byt sericin pouzit jako nosic,
protoze snadno vaze nabité molekuly. Kromé toho jeho dlouhy polocas in vivo diky zvysSené
retenci pii filtraci ledvin a jeho vysoké schopnosti absorpce a desorpce vlhkosti, ilustrované
jeho botnacim a debotnacim chovéanim, pfedstavuji dilezita kritéria pfi podavani 1éciv.
V zavislosti na aplikaci mize byt sericin pouzit v ¢istém stavu nebo konjugovan s jinymi
polymery k vyrobé implantovatelnych nebo injekénich materiala ve formulacich, jako jsou

leSeni, filmy, hydrogely, vldkna, pény, kulicky, kapsle a mikrojehlicky. [79]

Tyto typy aplikdtori zalozenych na bazi sericinu byly zkoumdany a popsdny riznymi
védeckymi tymy. Bylo prokdzano, Ze sericin je schopny vazat na sebe nabity fluorescein

isothiokyanat-albumin diky iontovym interakcim. [105]

Rychlost, s jakou se 1é¢ivo uvolnuje, 1ze upravit podle sloZzeni a mnozstvi sericinu ve
formulaci. Experimenty na potkanech ukézaly, Ze u filml dochdzi k uvoliovani 1é¢iva po
dobu tfi az Sesti tydnt. Dalsi studie zjistily, Ze sericinové filmy mohou prostiednictvim
iontovych interakci uspésné fixovat fibroblastovy ristovy faktor, ktery se nasledné uvoliuje
postupné a podporuje tak riist okolni tkdn€ v oblasti lebky potkanti, coz naznacuje moznost

vyuziti téchto materiali k urychleni obnovy kosti a zaceleni ran. [79]

Byly vyrobeny nanocéstice sericin - poloxamer a prokazaly schopnost efektivné zachycovat
1é¢iva, at’ uz hydrofobni nebo hydrofilni, a to diky iontovym vazbam. Tyto nanostruktury
zUstavaly stabilni ve vodnim prostfedi aZ deset dnil, coz naznacuje, Ze by v téle mohly
pretrvavat po delsi dobu. Jejich mala velikost by mohla pfispét k lepSimu pronikani 1é¢iv do

méné dostupnych oblasti, jako jsou hlubsi vrstvy tkani. [106]

Vyzkumy v oblasti dodavani 1€€iv se stale vice orientuji i na vyvoj takovych materiali, které
reaguji na zmény pH a sericin se ukazuje jako perspektivni kandidat pro takové aplikace.
Odbornici v této oblasti experimentuji s vytvarenim sericinovych mikrokapsli citlivych na
pH, které by mohly slouzit jako nositelé¢ pro oralni administraci 1ékli. Tyto mikrokapsle,
vznikajici pfi vysSich koncentracich sericinu se vyznacuji jejich schopnosti kontrolovatelné

se rozpouStét a nabobtnavat v zavislosti na pH. V experimentech bylo pouZito 1é¢ivo
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diklofenak a jeho uvolfiovani bylo ovlivnéno rozpustnosti materidlu v simulovaném
prostiedi tenkého stieva. Dalsi studie naznac¢ily moznost vytvoieni podobnych struktur i pfi
niz$ich koncentracich sericinu po koagulaci v alkoholu, pravdépodobné kvili tzkému
rozdéleni molekulové hmotnosti po frakcionaci vzorku, kdy se mensi peptidy nevysrazeji ve
smésich voda - alkohol. Déle byly zkoumany hydrogelové sité sericin/metakrylova kyselina,
jejichz pH citlivost umozituje rychlé bobtnani a zmenSovani. Tyto hydrogely vykazovaly
poréznost a flexibilitu, kterd podporovala rtizné rychlosti permeace albuminu, pouzitého
jako modelové 1éCivo, v prostiedi s rGznym pH, napodobujicim zaludecni az stievni

podminky. [107]

Metoda biochemické modifikace s pouzitim sericinu se vyuziva ke zlepSeni stalosti
a zptistupnéni bioaktivnich latek. Kovalentnim spojenim inzulinu s molekulami sericinu za
pomoci glutaraldehydu dochézi ke zvySeni jeho stability, jak v laboratornich podminkach,
tak pii pouziti iv vivo. U¢innost inzulinu po spojeni se sericinem zavisi na mnoZstvi
sitovadla a délce doby sitovani, pricemz biochemickd modifikace vyznamné prodluzuje
jeho piisobeni. [108] Podobné byl enzym L-asparagindza pevné zakotven na mikroskopické
Castice sericinu, opét s vyuzitim glutaraldehydu. Tento proces zvySuje tepelnou stabilitu
enzymu, zlepSuje jeho schopnost navéazat se na substrat a ¢ini ho odolné€j§im vici rozkladu

trypsinem, coZ vede k posileni jeho enzymatické funk¢nosti. [109]

V soucasném vyzkumu tykajicim se zlepSeni regeneracnich schopnosti tkani v ramci
tkanového inzenyrstvi se klade diiraz na efektivni dopravu bunék do cilovych oblasti. Tato
préce se soustiedi na mikrocastice jako vhodnou formu pro pfenaseni buné€k, poskytujici jim
podminky pro rist a obnovu tkani a zdroven umoziujici ochranu pfed imunitnim systémem.
Odbornici z vyzkumnych tymi vyvinuli mikrokapsle v kombinaci sericin/alginat/chitosan,
které byly stabilni 1 v roztocich s vysokym obsahem iontli a umoZiiovaly buikdm hepatocytl
nejen rust, ale 1 vykonavat klicové funkce, jako je metabolizace glukézy ¢i produkce

mocoviny a albuminu. [110]
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9 PERSPEKTIVA SERICINU

S nedavnym rozvojem biomateriali na zaklad¢ sericinu pro obory jako je tkanové
inzenyrstvi a regenerativni medicina se ukazuje, ze sericin, vedlej$i produkt z vyroby
hedvabi, nabizi obrovské moznosti pro vyuziti v biomedicin€. Tato evoluce miize vyrazné
ovlivnit budouci sméfovani hedvabného prumyslu, piispét k jeho modernizaci a zaroven
posilnit oblasti tkanového inzenyrstvi a regenerativni mediciny. Piestoze bylo objeveno
a zkouméano mnoho biomaterialii zalozenych na sericinu z hedvabi, od nanocastic az po
kompaktni konstrukce, dosud nejsou k dispozici zadné zdravotnické vyrobky zalozené na
sericinu dostupné v komer¢ni sféfe. Na druhou stranu, fibroin ziskany z kokonli bource
morusového se jiz dostal na trh ve formé riznych medicinskych produktd pro rizné ucely
(jako je chirurgickd opora SERI®, Sici material Sofsilk™, hlasova protéza Silk Voice®,
Sidaiyi® obvazy na rany). Pfi srovnani téchto dvou proteinli z kokont bource moruSového
je nutno uvazovat nad moznymi vyzvami, které mohou stit v cesté rozvoje a klinické

aplikace materiala zalozenych na sericinu.

Sericin byl historicky povazovan za vedlejs$i produkt textilni vyroby, ¢imz nedostaval
srovnatelnou pozornost jako jeho protéjSek, fibroin. Tento fakt spolu s dlouhodobymi
pochybnostmi o jeho mozném imunogennim charakteru zpisobil, Ze v oblasti biomaterial
zaloZenych na sericinu neprobéhlo tolik vyzkumi jako u fibroinu, vcetné charakterizace
struktury, zkoumani biologickych aktivit a vyvoje produktii. Je vyzvou ziskat sericinovy
protein ve vysoké kvalité (bez degradace a denaturace) ve velkém nebo primyslovém
méfitku. I kdyz se podafilo izolovat nepoSkozeny sericinovy protein z moruSového bource
s omezenym mnozstvim fibroinu pomoci jemné extrakéni metody, zdroje téchto specidlnich
kokont jsou limitované. U standartnich kokonti bource morusového, bez ohledu na to, zda
jsou z morusSovych ¢i jinych typt, by jakdkoli extrakce vedla k neZddoucimu rozkladu
a denaturaci sericinu. Tato problematika vyznamné omezuje hloubkové zkoumani vlastnosti

sericinu a vyrobu biomateriali na bazi sericinu. [11]

Imunogenni potencial sericinu, ktery je stale predmétem diskusi, 1 kdyz mnozstvi vyzkumu
ukazuje na jeho bezpe€nost a vhodnost pro pouziti jako biomaterial, byl nedavno pfedmétem
dal§itho vyzkumu. V ramci studie byla zkouméana biokompatibilita sericinu ziskaného
z divokych typt i fibroin-deficientnich mutantnich kokont bource moruSového na mysich
urcitého kmene, ¢imz byla potvrzena minimalni imunogenita a alergenicita. AvSak vysledky

této studie byly omezeny pouze na specificky druh kokond a testované mys$i, tudiz
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je indikovéano dal§i zkoumani biokompatibility riznych druhti kokont a imunologickych

reakci na sericin u dal$ich druhti zivocicht a potencialné i u lidi. [11]

Zékladni mechanismy sericinu podporujici opravu tkani nejsou jasné. V nékolika studiich
bylo zjisténo, ze sericin podporuje tvorbu novych krevnich cév a podnécuje migraci a tvorbu
kostnich bunék, coz napomaha 1épe regenerovat kosti. Tyto procesy byly spojeny s aktivaci
ruznych signalnich drah v buiikach. Nicmén¢, konkrétni peptidova sekvence v sericinu, ktera
je zodpovédna za aktivaci téchto signalnich drah, nebyla identifikovana. Komplexnost
sericinu, ktery je tvofen mnoha proteiny a peptidy, a skute¢nost, ze bézné extrakéni metody
tyto proteiny $tépi, ¢ini identifikaci specifickych receptorii a souvisejicich signalnich cest

naro¢nou, dokud nebude mozné izolovat jednotlivé fragmenty proteinu. [111]

Sericin obsahuje ve své struktufe velké mnoZzstvi nahodnych klubek, které zvySuji kiehkost
materidlu. Navic, agresivni metody vyuzivané pro extrakci mohou déale zmenSovat
molekularni hmotnost ziskanych peptidi, ¢imz negativné ovliviluji jejich kvalitu.
V dutsledku toho obvykle materiadly vytvofené ze sericinu vykazuji omezené mechanické

vlastnosti. [95]

Aby se dosédhlo regulace novych Iékatskych pomiicek podle smérnice FDA (Food and Drug
Administration), je klicové dokazat, Ze jsou v podstaté¢ ekvivalentni jiz schvalenym
produktiim, v€etn¢ hodnoceni rizik a efektivity. V kontextu vyvoje sericinovych produktt to
zahrnuje vyzvy jako biologickou bezpecnost, €innost, mechanickou odolnost a konzistenci
produktt. Je tedy ptinosné investovat do vyzkumu sericinu, ktery by se zaméfil na inovace
v extrahovani sericinu, aby se minimalizovalo poSkozeni proteinii, dale urceni struktury
a sekvenovani sericinu, dikladné preklinické a klinické studie zkoumajici jeho bezpecnost
a efektivitu, prozkoumani mechanismu, kterymi sericin a jeho odvozené peptidy ptsobi,
a v neposledni fad€ také vylepSeni pevnosti sericinovych materiali. I vzhledem k nékterym
dosud nevyfeSenym otazkdm v oblasti vyzkumu proteinu sericinu, tento pfirodni material
prokazuje vysoky potencial pro tvorbu inovativnich materialti vhodnych pro pouziti v oblasti
tkanoveého inzenyrstvi a regenerativniho 1ékatstvi. V budoucnu by mélo byt zaméteno Usili
na vyvoj sericinovych materidlli, které by reagovaly na specifické podnéty a mély by
schopnost piizplisobit se dle potieby, coz se jevi jako nadéjny smér vyzkumu. Déle by mohly
byt vyvinuty riiznorodé formy sericinovych materialli pro rizné biomedicinské aplikace,
jako jsou specidlni "inkousty" pro 3D tisk, mikrojehlicky, elektronika nebo dokonce
pokro¢ili mikro/nano roboti. Prizkum moZnosti vyuZiti sericinu v  téchto

multidisciplindrnich sektorech je rovnéz perspektivni cestou pro dalsi badani. [11]
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ZAVER

V poslednim desetileti se sericin stal velmi zajimavym materidlem pro biomedicinské
a biotechnologické aplikace. Tento protein ma fadu vyte¢nych biologickych vlastnosti, které
jej ¢ini zajimavym kandiddtem pro vyuziti v oblasti biomateridli. Biokompatibilita,
prolifera¢ni schopnost a také antioxida¢ni vlastnost je v§ak zalozen na jeho biochemickych

a biofyzikalnich vlastnostech, které se zasadné lisi podle zdroje a zpiisobu izolace proteinu.

Pifi riznych metodach jeho izolace bohuzel dochazi kjeho degradaci a zménam
v molekulové hmotnosti, coz zpisobuje zdsadni zmény materialu, jako je kiehkost a snizena
stabilita. Sericin je po chemické strance bohaty na obsah aminokyselin, jejichz postranni
skupiny snadno reaguji s jinymi polymery a dochazi k zesitovani, ¢imz se dosdhne zvyseni
mechanickych vlastnosti. Aminokyselinové sloZzeni je rovnéz zodpovédné za jeho
biologickou aktivitu. Diky svym vlastnostem sericin chrani buiiky pied oxidativnim stresem
a podporuje rist a migraci bunék. V 1ékafstvi se pouziva pii hojeni ran a regeneraci klize.
Indukuje také vznik kostni tkané a mlze byt pouzit v kostnim tkanovém inzenyrstvi. Diky
své chemické reaktivit¢ je snadno vazédn s jinymi molekulami, ¢ehoz lze vyuzit

v inteligentnich materialech pro transport 1éCiv.

V rdmci prace byla provedena piehledova reSerSe shrnujici dosavadni poznatky o tomto
materidlu a jeho moznych aplikacich. Z provedené studie plyne, Ze sericin je nad&nym
proteinem pro ruzné aplikace v lékatském oboru. Je vSak nutné pokrocit v aplikacich
sericinu v systémech dodavani 1&Civ, aby se plné€ vyuzily jeho specifické vlastnosti. Nadale
je dulezité aktivné podporovat rozvijejici se vyzkum sericinu v tkaovém inzenyrstvi
a v neposledni fad¢ hledat dokonalejsi cesty zplsobu jeho izolace pro vznik stabilniho

proteinu.
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HA  hydroxyapatit

DOX doxorubicin
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