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ABSTRAKT

Byly studovany moZnosti zpracovani hedvabného proteinu pomoci aditivni vyroby. Fibroin
je v zajmu vyzkumu diky svym dobrym mechanickym vlastnostem a biokompatibilité. Lze
jej zpracovat fadou metod, v souc¢asné dob¢ je vSak diky pokroku ve vyvoji preferovana
technika 3D tisku. Ta umoziuje vytvofit 3D struktury podporujici rist bunék, 3D tisténé
fibroinové konstrukce tak nachdzi vyuziti pfedevsim v biomediciné. 3D tisk samotného
fibroinu je z fady divodl obtizny, proto se k tiskovému materialu ptidavaji modifikacni
pfimési pro zlepSeni tokovych vlastnosti a mechanickych vlastnosti vysledné struktury. Byly
studovany rizné materidlové systémy uzivané pro tisk ve smési s fibroinem. Smeés fibroinu
s hydroxyapatitem byla vyhodnocena jako nejlepsi zhlediska mozného uplatnéni

v ortopedii.

Kli¢ova slova: hedvabny protein, fibroin, aditivni vyroba, 3D tisk, biotisk

ABSTRACT

The possibilities of processing of silk protein by additive manufacturing were studied.
Fibroin excels with its mechanical properties and biocompatibility and there is an interest in
research. It can be processed by several methods. The most preferred method, however, is
3D printing due to recent advances in development. 3D printing makes it possible to create
3D structures supporting cell growth, so 3D printed fibroin constructions are mainly used in
biomedicine. 3D printing of fibroin alone is difficult for number of reasons, so it is necessary
to add modifiers to the printing material to improve flow and mechanical properties of the
resulting structure. Various materials in a mixture with fibroin used for printing were studied.
The mixture of fibroin and hydroxyapatite was evaluated as the best in terms of possible use

in orthopedics.

Keywords: silk protein, fibroin, additive manufacturing, 3D printing, bioprinting
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UvVOD

Hedvabi je lidmi vyuzivano jiz po staleti. Uplatnéni naslo piredevsim v textilnim odvétvi,
kde se vyuziva k vyrob¢ odévnich a modnich dopliki, které jsou oblibeny kvuli typickému
perletovému lesku a hebkosti hedvabi. V historii bylo hedvabi vyuzivano jako Sici material
také v l1ékarstvi. Dalsi mozné aplikace hedvabného proteinu v oblasti mediciny jsou dnes

predmétem intenzivniho zkoumani.

Hedvabny protein fibroin se vyznacuje unikatni kombinaci vlastnosti. V prvni fadé se jedna
o biokompatibilitu, kterd je srovnatelnd s dalSimi biomateridly, jako je kolagen nebo
hyaluronan. Fibroin je rovnéz biodegradabilni, rychlost biodegradability vSak do jisté miry
zavisi na sekundarni struktufe fibroinu. Zménou sekundarni struktury lze zéroven ovlivnit
rozpustnost tohoto proteinu v riznych typech rozpoustédel. Sekvence aminokyselin a
nasledné sekundarni uspotadani proteinu zodpovidaji za dobré mechanické vlastnosti.
Studiem souvislosti mezi strukturou fibroinu a jeho funk¢nosti se zabyva naptiklad skupina

vedena Davidem L. Kaplanem.

S rozvojem technologii zejména v oblasti aditivni vyroby, neboli 3D tisku, spolu s novymi
poznatky o syntéze a vlastnostech fibroinového proteinu se oteviraji nové moznosti vyuziti
fibroinu v oblasti bioinzenyrstvi pfi pfipravé 3D konstrukci. Princip 3D tisku je zaloZen na
postupném vrstveni materidlu. Touto metodou lze tisknout nejen jednoduché konstrukee, ale
1 slozité geometrické titvary. V oblasti biomediciny se jedna naptiklad o tzv. scaffoldy, coz
jsou konstrukéni prvky uréené pro podporu bunééného rastu pii nahradé poskozené tkané.
Pti uziti 3D tisku pro zpracovani fibroinu je tfeba ptrekonat fadu limitt plynoucich zejména
z reologickych a mechanickych vlastnosti materialu.

Prvni Céast prace seznamuje se stavbou piirodniho hedvabného vldkna a s procesem

zvlakinovani. Daéle je popséana izolace fibroinu z kokoni bource morusového vcetné

zhodnoceni jeho vlastnosti a srovnani s jinymi biopolymery.

Dalsi ¢ast prace je zamé&fena na 3D tisk a jeho uziti pro materidly na bazi fibroinu. Na zavér

jsou diskutovany moznosti tisku ¢istého fibroinu a jeho smési.
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I. TEORETICKA CAST
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1 CILE PRACE

Cilem této bakalatské prace je zhodnotit moznosti zpracovani hedvabného proteinu fibroinu
pomoci 3D tisku. Pro tyto ucely bude provedena reserSe dosavadnich poznatkii v této oblasti

prezentovana v odbornych publikacich.

V prvni fadé¢ je nezbytné popsat stézejni vlastnosti studovaného materidlu. Bude popsana
struktura fibroinového vldkna a jeji formovani v pribéhu syntézy. Poté budou shrnuty
mechanické vlastnosti, moznosti zpracovani ptirodniho materialu do regenerované formy

a mozné aplikace. V neposledni fad¢ bude uvedeno srovnani s jinymi pfirodnimi polymery.

Déle budou popsany moznosti 3D tisku fibroinovych materiali. Na zakladé provedené

reSerSe budou diskutovany ptinosy a aplika¢ni moznosti jednotlivych postupd.
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2  PRIRODNI HEDVABNY PROTEIN

Hedvabné vldkno se skldda ze dvou hlavnich proteinti, fibroinu a sericinu. V pfirod¢ je
syntetizovano napft. zivoCichy tadu Hymenoptera nebo Lepidoptera na konci larvalniho
stadia, kdy je hedvabi produkovano dvéma tubuldrnimi Zzlazami, které se spojuji do
zvlaknovaci trysky na bfisni strané hlavy. Vytvéii si tak kokony, které je chrani pted
predatory. Nejveétsi vyuziti v primyslu nalezlo hedvabi produkované larvami bource

morusového (Bombyx mori) [1].

2.1 Stavba vlakna

Hedvabné vldkno je kompozitni materidl obsahujici dvé fibroinova vldkna, ktera jsou
obalena vrstvou sericinu. Sericin je adhezivni protein, ktery drzi tato vlakna pohromadé a
zaroven zabranuje predcasné transformaci do krystalické konformace B-skladaného listu

(B -sheet) z roztoku fibroinu pfi procesu zvlakiovani uvnitt housenky bource moruSového.

Fibroin se sklada z lehkého fetézce s molarni hmotnosti 26 kDa a téZkého fetézce s molarni
hmotnosti pfiblizné 391 kDa. Tyto fetézce jsou spojeny jednou disulfidickou vazbou na C-
konci tézkého fetézce. Tezky fetézec ma strukturu blokového kopolymeru [2]. Obsahuje 11
kratkych hydrofilnich oblasti slozenych z 31 aminokyselin a 12 hydrofobnich blok, které
odpovidaji 94 % tézkého tetézce [3].

Komplex téZkého a lehkého fetézce je vazan glykoproteinem P25 pomoci hydrofobnich
interakci v poméru 6:1 a tvoii tak micelarni jednotku, ktera je dilezita pii transportu fibroinu

v procesu zvlakiiovani [4].

Hydrofobni fetézce zahrnuji prevazné sekvence glycin-x (GX), kde x je alanin (A) (65 %),
serin (S) (23 %), nebo tyrosin (T) (9 %). Tyto GX sekvence se dale déli do tii skupin:

Vysoce opakujici se GAGAGS sekvence piispiva k tvorbé krystalickych oblasti B —
sheet listl

Mén¢ opakujici se GAGAGY sekvence ptispiva k tvorbé semi-krystalickych oblasti
Sekvence podobna sekvenci v prvnim bod¢, s vyjimkou pritomnosti AAS, ktery se

vyskytuje na C-konci a hraje roli pfi naruSovani -sheet listt [3]
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2.2 Proces zvlakinovani

Fibroin vznika v pfirod¢ procesem zvlaknovani. V pribéhu procesu dochdzi ke zméné
konformace. Fibroin pfechazi zrozpustné formy nahodného klubka a a-Sroubovice
oznacované jako SILK I na semi-krystalickou konformaci obsahujici B-skladané listy
(znaceno jako SILK II). Ke zméné¢ dochazi predev§im pusobenim koncentra¢niho a pH
gradientu a smykového namahani [5]. K syntéze proteini tvoticich hedvabné vldkno dochézi
v epitelidlnich bunkach hedvabné Zlazy housenky bource morusového. Hedvéabna zlaza je

symetricky parovy organ a kazda ¢ast se déli na 3 segmenty (obr. 1).

spradaci kanal

i—> piedni ¢ast

v

— stiredni ¢ast

Obr. 1: Schéma hedvabné zlazy [6]

K syntéze fibroinu dochézi v zadni ¢asti hedvabné Zlazy. Pocate¢ni koncentrace fibroinu ve
vodé je 12 hm. %, konzistence je gelova. V této Casti Zlazy dosahuje pH hodnoty 6,9. Fibroin
se dale ptesune do rozSifujici se stfedni hedvabné Zlazy. V tomto prostorngj$im segmentu
dochazi k syntéze sericinu. Zaroven zde probihd zakoncentrovani fibroinu na 25 hm. %, pH
prostfedi klesa na 5,2. Mezi stfedni a pfedni Zlazou dochdzi ke zméné geometrie Zlazy a
proteinovy vodny roztok prechéazi na sol-gel pti pH 5,0 [7]. Pfedni Zlaza se dale zuzuje, na
pocatku ma primér 400 um a na vystupu 50 pm. Pfi pH 4,8 dochéazi k preuspotfadani
makromolekul do formy podobné miceldm s anizotropnimi vlastnostmi tekutych krystalil
(obr. 2). Tato postupnd transformace ovliviiuje proudéni molekul a jejich usporadani pii
prachodu sptadacim kandlem [8; 9]. Pfi priichodu pifedni Casti zlazy dochazi k dalSimu
sniZzovani mnozstvi vody v roztoku na 70 hm. %. Na vystupu ze zvldknovaciho kandlu se

vysoce koncentrované tekuté krystaly pfeméni na tenké vlakno v konformaci B-skladanych
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listd, které je nerozpustné ve vode. Spifadani je podporovano smykovymi silami

zpusobenymi pohyby hlavy larvy bource morusového [7].

nerepetitivni sekvence

(:) C-konec

-~

o

N-konec

. o
~ repetitivni dlouzeni micel

sekvence

Obr. 2: Schéma zobrazujici usporadani makromolekul fibroinu do micel a jejich dlouzeni
pusobenim smykového namdahani [8]

Snizovani koncentrace vody v priib&hu procesu je spojeno s rostouci koncentraci vapenatych
iontll v jednotlivych ¢astech zlazy. Zména iontové sily a pH roztoku ma pravdépodobné
stézejni vliv na usporadani makromolekul do formy micel s negativné nabitymi hydrofilnimi
koncovymi ¢astmi makromolekuldrnich fetézct na povrchu, viz obr. 2 [7; 8]. Pozvolna
zména konformace proteinii vede k tvorbé mechanicky pevného vlakna s hierarchickou

texturou [8&].

Proces tvorby vlakna je stale predmétem studii zejména z reologického hlediska. Provedené
simulace pfirozeného zvldknovani naznacuji, ze tlak potiebny k vytlaceni hedvabného
vldkna ptesahuje fyziologické moznosti larvy. Byla navrzena teorie popisujici postupnou
fazovou separaci vody k okrajim hedvabné Zlazy, kde plni funkci lubrikacni vrstvy,

usnadnujici priichod tvoticiho se vlakna kanalem [10].

2.3 Mechanické vlastnosti

Pfirodni fibroinové vldkno bource moruSového ma dobré mechanické vlastnosti, a to
predevsim diky hydrofobnim fetézctim, které tvoii krystalické oblasti usporadané do B —
sheet sekundarni struktury [2]. Stabilita krystalickych oblasti je zajiSténa vodikovymi
mustky spolecné s Van der Waalsovymi silami a hydrofobnimi interakcemi. Za
houZevnatost a dlouzitelnost je pak zodpovédna semi-amorfni matrice. Pfi zatiZeni v tahu je
materidl homogenné napinan do doby, kdy se pfestane chovat elasticky a za¢ne se plasticky
deformovat. V ten moment dochézi k rozpadu semi-amorfni matrice a dojde k zatiZeni § —

sheet krystaliti az do bodu lomu [4].

B — sheet krystality mohou byt intermolekulérni nebo intramolekuldrni, pficemz kazda forma

se opét chova jinak vpribéhu mechanického namahéni. Zatimco pfi Stépeni
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intermolekularnich krystaliti dochéazi k oslabeni az celkovému selhdni materialu, Stépenim
intramolekularnich krystalitd dochéazi k prodlouzeni materialu. Divodem vynikajicich
mechanickych vlastnosti pavouciho vldkna (Nephilia pilipes) je obsah az 57 %
intramolekularnich krystaliti z celkového mnozstvi krystalitt. U hedvabného vlakna bource
morusového je to 18 % intramolekularnich krystaliti z celkového mnoZzstvi. Mechanické
vlastnosti fibroinu by tedy mohly byt zlepSeny nartistem obsahu intramolekulérnich -sheet
krystalitii. Mechanické vlastnosti pfirodniho vlakna jsou vysoce variabilni [11; 12]. Fibroin
ma Youngtiv modul 10 — 17 GPa. Jeho mez pevnosti v tahu je 300 — 740 MPa, lamani pii
nap&ti nastava pii 4 — 26 % a ma houzevnatost 70 — 78 MJ m~3 [4]. Diky specifické
strukturni hierarchii vykazuji ptfirodni hedvébné vlakna vysokou houZevnatost i pfi velmi
nizkych teplotach, k tvdrnému lomu dochazi 1 pii teploté kapalného dusiku, ptficemz

prodlouZeni pfi ptetrzeni je srovnatelné s chovanim pii pokojové teploté [8].

2.4 Vyuziti

Hedvabi se uz po tisicileti vyuzivd v textilnim primyslu, pfedev§im diky svym
mechanickym vlastnostem, ale i vzhledu. Je pevné, hebké a je specifické svym perletovym

leskem.

Fibroin konkuruje svou vysokou biokompatibilitou nékterym hojné vyuzivanym
biopolymeriim, jako jsou kolagen nebo kyselina polymlé¢na. V minulosti bylo hedvabné
vladkno ve své ptirodni formé €asto pouzivano jako Sici material. V soucasné dobé¢ lze vSak
fibroin zpracovavat do celé fady morfologii (filmy, vlakna, porézni struktury), ¢imz naléza
uplatnéni zejména v tkanovém inZenyrstvi jako biomaterial [13]. PouZiva se pii vyvoji
scaffoldii pro ndhradu chrupavcité tkdné [14] nebo k vytvoieni obvazového materidlu
podporujiciho hojeni ran [15]. Pro takové vyuziti jsou dulezité vlastnosti jako je bunécna
odezva, diftize, morfologie struktury nebo topografie povrchu biomateridlu. Povrchova
struktura hraje dileZitou roli pro interakci sbunkami a ovliviluje napiiklad jejich
diferenciaci. Dale miZe mit vliv na rychlost uvoliiovani 1é€iv [16]. Flexibilita fibroinovych
film v kombinaci s nerozpustnosti ve vodé umoziiuje jejich uziti pro vyrobu
biointegrovanych elektrickych zatizeni [17; 18]. Pro medicinské aplikace je nezbytné
izolovat fibroin z kokonl bource morusového a dosdhnout vysoké Cistoty. Proces CiSténi
zahrnuje odstranéni sericinu, ktery podle nékterych studii v kombinaci s fibroinem

zpusobuje zanétlivou reakcei, 1 kdyz samostatné tyto materidly vyvolavaji minimalni odezvu
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organismu [19; 20]. Fibroin izolovany z kokonii bource morusového se také oznacuje jako

regenerovany.
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3 REGENEROVANY HEDVABNY PROTEIN

Pted zpracovanim fibroinu do pozadovanych morfologii je nezbytné izolovat Cisty fibroin
z kokonti bource morusového. Hlavnim krokem je odstranéni sericinu a nasledné prevedeni
fibroinu do rozpustné formy pomoci rznych systémi rozpoustédel. Proces ¢isténi vede ke

zménam vlastnosti fibroinu [21; 22].

3.1 Priprava regenerovaného fibroinu

Je znamé celd tada pfistup k CiSténi fibroinu. Pro zachovani konstantnich vlastnosti
materidlu je vSak stézejni dodrzovat uniformni postup. Zménami jednotlivych procesnich
parametri lze ovlivnit jak Cistotu fibroinu, tak jeho molekulovou hmotnost a nasledné
rozpustnost a zpracovatelské vlastnosti [21; 22; 23; 24]. Nejcastéji je uzivan postup podle
D. L. Kaplana [2]. Pro ziskani ¢istého fibroinu je v prvni fadé potfeba odstranit sericin
procesem zvanym ,,degumming‘. Nejprve je nutné nastfihat hedvabi na malé kousky, které
se vafi v 0,02 M roztoku uhli¢itanu sodného Na>xCO3 po dobu 30 min. Nésledné se fibroin
3x proplachuje ultracistou vodou ve stanovenych casovych intervalech, vyzdima se a ptes
noc se necha vysusit pii teplot¢ 50 °C. Po vysuSeni se hmota rozpousti v roztoku LiBr pfi
teploté¢ 60 °C po dobu 4 hodin. Roztok fibroinu v LiBr se nasledné dialyzuje proti vodé.
Hrubé necistoty jsou po dialyze odstranény centrifugaci. Centrifuguje se 2x po 20 minutach
pti 4 °C a 9000 otackach za minutu. Ziskany vodny roztok fibroinu Ize nasledné zpracovavat
do pozadovanych struktur. Doba skladovani vodného roztoku fibroinu v lednici je omezena,
proto je vhodné jej pted dlouhodobégjsim skladovanim lyofilizovat [2], pfiCemZ teplota
zamrazeni pted lyofilizaci ovliviiuje strukturu a konformaci fibroinu [24]. VysuSeny fibroin

1ze poté opétovné rozpustit a dale zpracovavat. [2]
3.2 Vlastnosti regenerovaného fibroinu

3.2.1 Struktura

V pribéhu rozpousténi je zniCena specificka struktura ptirodniho hedvabného vlakna
zodpovidajici za materidlové vlastnosti [8]. Proces odstranéni sericinu a rozpousteéni fibroinu
ovlivituje molekulovou hmotnost fibroinu v zavislosti na procesnich podminkach nebo
pouzitém systému rozpoustédel. S molekulovou hmotnosti poté souvisi konformacéni
piechod z nahodného klubka na strukturu B-sheet. Jak bylo zminéno vyse, pravé sekundarni

struktura ma dominantni vliv na mechanické vlastnosti fibroinu [23].
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3.2.2 Mechanické vlastnosti

Mechanické vlastnosti regenerovaného fibroinu jsou horsi ve srovnani s pfirodnim vlaknem.
Izolovany fibroin je kiehky a ma nizkou pevnost v tahu. Pi simulaci podminek piirozené¢ho
zvlaknovani v pritbehu zpracovani regenerovaného fibroinu, naptiklad upravou pH prostredi
nebo tazenim materidlu, dochazi k vyraznému zlepseni mechanickych vlastnosti, zejména

houzevnatosti, ktera mtize dokonce piekonat prirodni vlakno [25].

3.2.3 Rozpustnost

Pro rozpousténi pfirodniho fibroinu se nejcastéji pouzivd vodny roztok LiBr, ktery
nezpusobuje konformacni pfechod fibroinu do nerozpustné formy SILK II. Tento systém je
tedy vhodny pro studium konformacnich ptechodi nebo pro naslednou ptipravu morfologii
s pozadavky na fizenou degradabilitu. Dal§i smési vhodnou pro rozpousténi fibroinu je
roztok CaClb-CH;CH>OH-H20, ve kterém se fibroin rozpousti rychleji ale nasledné
prechazi do nerozpustné formy [23]. Regenerovany fibroin lze opétovné rozpoustét v
1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanolu (HFIP), pfi¢emz toto rozpoustédlo opét nepodporuje
transformaci sekundarni struktury do nerozpustného stavu. Pomoci HFIP nelze rozpustit
ptfirodni fibroinové vlakno, pravdépodobné z divodu vysoké hustoty vodikovych vazeb
[26]. Rozpousténi v kyseliné mravenc¢i ma naopak za nasledek preuspotradani konformace
do stavu SILK II. Lze pfipravit rovnéZ vodny roztok fibroinu, ktery vSak po Case prechazi

do gelového stavu a je obtizn€ zpracovatelny z diivodu citlivosti na smykové namahani [25].

3.3 Srovnani fibroinu s vybranymi biopolymery

Biomateridly pro medicinské aplikace mohou byt pfirodniho a syntetického pivodu.
Nejcastéji uzivanymi materialy pro pfipravu medicinskych zatizeni nebo tkanovych nédhrad
jsou pfirodni materidly na bazi biopolymert, které jsou pro télo pfirozené, biokompatibilni
a biodegradabilni. Na druhou stranu je ¢asto obtiZzné u laboratorné zpracovanych ptirodnich
materiali docilit pozadovanych mechanickych vlastnosti. Zaroven je tfeba u materialt
ptirodniho plivodu pocitat s variabilitou ve struktuie a vlastnostech. StéZejni je pro danou
aplikaci vybrat vhodny materidl, pfipadné jejich kombinaci, pro optimalni stimulaci
bunécného rastu nebo pfiblizeni se vlastnostem nahrazované tkané [27]. V této kapitole
budou predstaveny dalsi biomateridly vhodné pro aplikace v medicin€é pro srovnani

s fibroinem.
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3.3.1 Kolagen

Kolagen je zakladni protein, ktery zajistuje strukturni soudrznost v organismech. Je tuhy,
pevny a nerozpustny ve vode. Vyskytuje se predevSim v mezibunéné hmot¢ a je soucasti
organt a tkdni, napf. kosti a svalid. V lidském téle tvoti kolagen 20 % vSech proteint. Sklada
se ze tf1 a-Sroubovic, které jsou tvofeny aminokyselinami, pfedev§im glycinem, prolinem
a hydroxyprolinem. Pfi starnuti kolagenu dochdzi k vétSimu zesitovani, coZ ovSem snizuje
jeho pruznost. V piirodé existuje predevsim v kombinaci s jinymi proteiny [28]. Kolagen
ma oproti fibroinu vyrazné¢ mensi Youngtiv modul 0,0018 — 0,046 GPa. Jeho mez pevnosti
v tahu je také mensi nez u fibroinu, jeho hodnota je 0,9 — 7,4 MPa. OvSem jeho lamani pti

napéti nastava az pii 24 — 68 % [4].

3.3.2 Hyaluronan

Hyaluronan je line4drni polysacharid a biopolymer s vysokou molekulovou hmotnosti.
V lidském téle se vyskytuje v pojivovych tkénich, ve svalovych tkanich, v kuazi, ale
1 v organech jako jsou plice a jatra. Funkci hyaluronanu je transport vody a hydratace tkani,
regulace distribuce plazmovych proteint a lubrikace pohyblivych ¢asti téla, jako jsou svaly
a klouby [29; 30]. Hyaluronan je hojné vyuzivan v kosmetice k vyrob¢ hydratacnich krémi
a gell. Ve zdravotnictvi ma hyaluronan vyuziti napi. pti doplnéni kloubni tekutiny u lidi
trpici artritidou, pi1 operacich oka nebo pii hojeni jizev po operacich. V neposledni fad¢ je
uziteCny pii uvolilovani 1€kt zamétené na 1é€bu oc¢i, nosu nebo plic [30]. Velmi dilezitou
vlastnosti hydratovaného hyaluronanu je viskoelasticita. Viskozita i1 elasticita nejsou
konstantni, 1i8i se velikosti oscilacniho a smykového pohybu. Pti zvyseni rychlosti pohybu
dochézi ke sniZeni viskozity, coZ se projevi v mnozZstvi sily potfebné k prekonani vnitiniho
tteni a zvysi se elasticita. Ta je poté zodpoveédnd za vratnou deformaci. Nejlépe je to vidét
pfi mechanickém namahani bunék mekkych tkani, kdy elasticita snizuje deformaci bun¢k

a zajist'uje rychlé navraceni piivodniho tvaru [29].

3.3.3 Kiyselina polymlééna

Kyselina polymlécna je termoplasticky polymer, ktery se vyrabi z kyseliny mléc¢né. Ta se
ziskava fermentaci nebo petrochemickou upravu Skrobu kukufice, ryZe nebo obilnin.
Kyselina polymlé¢na se vyrdbi dvéma zplsoby. Prvnim, méné pouZivanym, je piima
kondenzace za nizkého tlaku, kdy vznika polymer o malé molekulové hmotnosti 2 — 10 kDa.
Druhym, komerénéji vyuZivanym zpisobem vyroby je polymerace pomoci otevieni

laktidového kruhu [31].
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Mezi jeji vyjimecné vlastnosti patifi biodegradabilita a biokompatibilita. Jako
biokompatibilni materidl se pouziva v medicing ve forme¢ stehti nebo protetickych pomticek.
Diky vhodné biodegradabilité se vyuziva ve spotiebitelském priimyslu k vyrob¢ plastovych
sacku a tasek nebo riznych oballl potravin. Kyselina polymlé¢na degraduje hydrolyzou na
kyselinu mlé¢nou, ktera je mikroorganismy rozlozena na vodu a oxid uhelnaty. Pokud se
nechd kompostovat s jinou biomasou, k biodegradaci dojde po 2 tydnech a k uplnému

rozlozeni dojde po 3 — 4 tydnech [32].

Kyselina polymlécna se vyskytuje v amorfnim, semi-krystalickém 1 krystalickém stavu.
Teplota skelného ptechodu v amorfnim stavu je 60 °C a teplota tani v semi-krystalickém a
krystalickém stavu je v rozmezi 130 — 180 °C [33]. V krystalickém stavu ma kyselina
polymlécnd tyto mechanické vlastnosti: modul pevnosti v ohybu s hodnotou 3,4 GPa,
pevnost v tahu s hodnotou 60 MPa a ldmani pii napéti nastava pii 8% prodlouzeni. Mezi
vyznamné vlastnosti patii také vysoka povrchova energie, ktera je zajistuje snadny 3D tisk

[32].

3.3.4 Keratin

Keratin je vldknity protein produkovany kuzi, ktera se skldda ze dvou vrstev, dermis a
epidermis. Dermis je spodni ¢ast kiize a je tvofen elastinem a kolagenem. Epidermis tvofi
vnéjsi vrstvu a je tvofen epidermalnimi bunikami. Keratin vznikd procesem rohovaténi, kdy
dochazi k nahromadéni odumfielych epidermalnich bunck vyskytujicich se v epidermis.
V zéavislosti na struktuie jej délime na o-keratin a B-keratin. o-keratin mizeme nalézt u
savcl, a to v kiizi, ve vlasech, ve viné nebo v kopytech. B-keratin je vyznamny u plazi a
ptakd, nalezneme jej v drapech, Supinach, pefi nebo v zobaku. Oba typy se od sebe lisi
strukturou stfednich filament. U a-keratinu je stfedni filamentum tvofeno do sebe
zapletenymi a-Sroubovicemi, které maji podobnou strukturu kolagenu a tvoii mikrofibrily o

primé&ru 8 nm. B-keratin ma strukturu -skladanych list a jeho primér je 4 nm [28].

Keratin je biokompozit skladajici se z pevného vlakna a viskoelastické matrice, ktera prendsi
vzniklé napéti na vldkno a brani Sifeni trhlin. Mechanické vlastnosti zavisi na mnoZstvi
vlhkosti, kterou viskoelasticka matrice pohlcuje. Cim vice vlhkosti pohlti, tim dojde
k vétSimu poklesu tvrdosti. Pokud dojde ke kombinaci keratinu s vapnikem nebo jinym

mineralem, keratin tvrdne [28].
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4 3DTISK

Aditivni vyroba, neboli 3D tisk, je vyrobni proces zalozeny na postupném pokladani
souvislych vrstev materidlu na zdklad¢ 3D modelu, ktery Ize zpracovat napiiklad v programu

CAD (Computer-aided design) [27; 34].

3D tisk nabizi moznost vytisknout slozité geometrické utvary s vysokou ptresnosti. Mohou
to byt jak mikro struktury, tak makrostruktury. U tisku mikrostruktur se klade velky diiraz
na piesnost tiskarny. Velmi dulezita je rovnéz adheze jednotlivych vrstev, sledovana byva
zarovein povrchova struktura tisknutych vyrobktl. U makrostruktur zéalezi na velikosti

vysledného produktu, ktera je limitovana moznostmi dané tiskarny.

Prikopnikem 3D tisku je Charles Hull, ktery pouzival prvni podobu 3D tisku, proces zvany
stereolitografie jiz v roce 1986, kdy si tento postup nechal patentovat. Historie vyvoje byla
Doslo k velkému snizeni nakladli na vyrobu samotnych 3D tiskaren i vytisknutych produkti

a byla vyvinuta spousta novych metod tisku.

Metoda 3D tisku je hojné vyuZivéna v primyslu pii vyvoji vyrobkl, zejména v oblasti
vyroby prototypti. V poslednich letech nachéazi vyrazné uplatnéni v biomedicing pii vyrobé
scaffoldl. Scaffoldy jsou 3D biokompatibilni struktury podporujici bunécny rast, vyvijené
za UCelem opravy nebo ndhrady poSkozené tkané. Pomoci vypocetni tomografie a
nasledného 3D modelingu by bylo mozné pacientovi vytisknout implantat tkdn¢ na miru

[34].

4.1 3D biotisk

Specialnim typem 3D tisku je 3D biotisk, pfi kterém je 3D struktura tvofena z tzv. bioinku.
Bioink je tvofen materialem nebo smési materiald s inkorporovanymi zivymi buiikami. Pied
samotnym tiskem je potfeba navrhnout a pfipravit samotny bioink a nasledné otestovat jeho
vlastnosti. Jako biotisk je ¢asto prezentovan i postup, kdy se tiskne scaffold z materialu bez
bunék, pfi¢emz buniky jsou do struktury o€kovany nésledné. V tomto piipadé je jako bioink
znaCen biokompatibilni tisknuty material.

Aby si vytisknuty material udrzel sviy tvar a strukturu a zaroveil byla zachovana

zivotaschopnost buné€k, je potfeba nastavit u tisku dulezité parametry, jako jsou napf.

rychlost vytlacovani bioinku, jeho tlak a teplota [35].
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4.2 Metody 3D tisku

4.2.1 Inkjet

Metoda inkjet se podoba klasickym tiskarnam. Bioink je pfi tisku presunut ze zasobniku do
komory, odkud se uvoliuje. Pro jeho uvolnéni se pouzivaji dva mechanismy, piezoelektricky
a termdlni. U piezoelektrického systému je potfeba do mista jednotky dodat napéti, které
zpusobi pohyb jednotky a vytvotreni tlaku potiebného k vytlaceni bioinku. Termalni
mechanismus je zalozen na vyrazném zahiivani bioinku za vzniku bubliny, ktera vytvoii tlak
zajiStujici vytlaceni bioinku tryskou. Hodnota vyhtivani dosahuje az 300 °C, tato teplota
vSak pretrva né€kolik mikrosekund a zptsobi zahtati bioinku o necelych 10 °C. Na bioink
takto zvySena teplota md minimélni dopad. Oproti ostatnim metoddm tisku ma inkjet tu
vyhodu, Ze nemusi byt v pfimém kontaktu s povrchem, na ktery je bioink tisknut. Tato
technologie vS§ak neni vhodna pro tisk zivych bun¢k. Roztok se zivymi buiitkami mé vysokou
viskozitu a aby bylo mozné jej vytisknout, bylo by potieba zvysit tlak pilisobici na roztok,

coz by vedlo k poskozeni bunék [36].

4.2.2 Robotic dispensing

Metodu robotic dispensing mizeme rozdélit na dva typy. Prvnim typem je extruze, pfi které
dochazi k vytlacovani materialu skrze davkovac pisobenim bud pneumatického zatizeni
vyuzivajici vysokého tlaku, nebo pistu vyuzivajici mechanickou silu. Davkovac je umistén
na robotické hlavé, kterd je schopna se pohybovat po osich x, y a z. Pomoci extruze je
mozné material vytlatovat na prazdny povrch, do kapaliny nebo gelu a je vytlaCovan ve
formé tenkého vlakna. Podobné jako u inkjetu, pii tisku Zivych buné€k dochdzi k jejich
deformaci ptisobenim vysokého tlaku. Metodu lze vSak vyuZit pfi tisku endotelovych bunek
ve formé jednoduché 3D konstrukce tkané a pti vytvofeni filml nebunéénych vaskuldrnich
implantatt [36]. Druhym typem je vypousténi kapek. Bioink je vytlacen pistem skrze ventil,
jehoz otevirani je fizeno magnetickym polem civky ventilu. Velikost prichozi kapky je
ovlivnéna tlakem piisobicim na bioink a na sekvenci otevirani a zavirani ventilu. Takto
vytvotena kapka se pohybuje v fadech nanolitri. Vyhodou oproti extruzi je moznost vyuziti

bioinku s nizsi viskozitou [35].
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4.2.3 Laser-based printing

Tato metoda je zalozena na pienosu bioinku z jednoho substratu na druhy pomoci pulsujiciho
laserového paprsku. Povrch substratu, na ktery je deponovan tisknuty material, je upraven
vrstvou titanu nebo zlata. Absorbovand energie poté urcuje velikost pfenesenych kapicek
bioinku. Metoda laser-based printing je vhodna pro tisk bioinku s vysokou viskozitou a pro
tisk zivych bun¢k nahusténych na sebe s vysokym rozliSenim. Jeji vyuziti je vSak omezeno

velikosti vytisknuté 3D konstrukce a vysokymi néklady na tisk [35].

4.2.4 Fused deposition modeling

Jedna se o jednu z nejpouzivanégjSich metod 3D tisku. Vyuziva techniky a systému jako pfi
extruzi metodou robotic dispensing. Material se zahieje do poloroztaveného stavu a pfi
kontaktu s povrchem tuhne. Diky moznosti tisku bioinku s vyssi viskozitou nez u metody
inkjet lze tisknout 1 kompozity materidld s lepSimi vlastnostmi. Pfi zvySeni smykové
rychlosti u tisku dochdzi u nékterych biomaterial jako je hedvabi a kyselina polymlééna
k nenowtonskému snizeni viskozity. Hardware je proto upraven tak, aby bylo mozné
smykovou rychlost upravovat béhem extruze. Pti vysoké smykové rychlosti bioinkti dochazi
ke sniZeni viskozity, coz umozni priichod bioinku tryskou pii vytlaovéani. Po vytisknuti
dochazi ke snizeni smykového tfeni a k navraceni ptivodni viskozity. Podobné¢ jako u metody
robotic dispensing lze tisknout Zivé buniky, av§ak plisobenim vysokych tlaki pti vytlatovani
bioinku s zivymi buitkami dochézi k jejich poskozeni. Jejich Sance na pteziti je 40 — 86 %

[36].
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5 3D TISK FIBROINU

Fibroin Ize tisknout bez piimési, uspéSnost vSak zavisi na kvalit¢ a vlastnostech
regenerované¢ho roztoku fibroinu a na podminkach tisku. [37]. Jedna zprvnich 3D
fibroinovych struktur tiSténych extruzni metodou byla pfipravena skupinou Jeniffer A.
Lewis. Bioink fibroinu byl pfipraven o koncentraci 28 — 30 % a byl vytisknut ve tvaru
¢tverce. Do struktury se védciim povedlo aplikovat mezenchymalni kmenové bunky, které
vykazovaly diferenciaci. Dalsi pouzivanou metodou tisku fibroinu je inkjet. Touto technikou
se povedlo vytisknout fibroinovou strukturu védecké skupiné vedené David L. Kaplanem.
Roztok fibroinu o hmotnostni koncentraci 0,6 % byl natisknut na vinylovy plast ve formé
linek. Do struktury fibroinu a na vinylovy plast byly aplikovany buiiky kostni dfen¢, bunéény

rust a diferenciaci vykazovaly pouze bunky aplikované do struktury fibroinu [38].

3D tisk scaffoldli na bazi fibroinu je dale mozny pomoci metody ,,direct-write assembly*.
Regenerovany roztok fibroinu byl pfipraven rozpusténim fibroinu ve LiBr pii 60 °C po dobu
4 hodin. Po provedeni dialyzy byla koncentrace roztoku 8 %, naslednym zakoncentrovanim
v polyethylenglykolu byla koncentrace zvySena na 28 — 30 % a jeho viskozita byla 2,9 Pa-s.
Pro 3D tisk byla pouzita metoda extruze. Roztok byl vytlacen tryskou o vnéjSim praméru
1 mm a o vnitinim priméru 0,58 mm. Extruze probihala rychlosti 2 mm/s pfi tlaku 20 —
70 kPa. Roztok byl vytlacen do 86 % methanolu, kde probéhla koagulace proteini do
filament. Scaffoldy byly vytvofeny nanesenim 2 — 6 vrstev na sebe, jejich velikost byla 2mm
x 2mm. Po vysuSeni a krystalizaci méla vldkna primér 4,5 pm. Po aplikovani lidskych
mezenchymalnich kmenovych bun¢€k vykazovala struktura schopnost podpory rstu bunck

a jejich diferenciaci [39].

Pomérné novou technikou je tisk biopolymeri do gelového granulatového média, které plni
roli stabilizatoru vytisku. V pfipadé¢ fibroinu byla pouZita smés nanojilu a
polyethylengylkolu (PEG), kdy nanojil stabilizuje strukturu béhem tisku a PEG zpiisobuje

sitovani fibroinu [40].

5.1 Smési fibroinu pro 3D tisk

Regenerovany roztok fibroinu zbaveny sericinu pomoci procesu degumming ma horsi
mechanické vlastnosti nez ptirodni hedvabi. Proto se k regenerovanému fibroinu ptidéavaji
ruzné piimési, které tvoii s fibroinem kompozity. Tyto pfimési ovliviuji reologické

vlastnosti smési, napiiklad zvysSuji viskozitu, coZ ovliviiuje zpracovatelnost a napomaha
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vytisknuté struktuie udrzet jeji tvar. Mezi ¢asto pouzivané piimési patii PEG, glycerol,

glukomanan nebo také hydroxyapatit a chitosan. [37]

5.1.1 Primes glukomananu

Glukomanan je hydrofilni polymer, ktery je biokompatibilni a biodegradabilni. Pfimés
pfeménu konformace ¢asti a-Sroubovic na -skladané listy. Diky glukomananu ma smés po
vytisknuti leps$i viskoelasticitu a mechanickou odolnost [41]. Zaroven glukomanan ve smési

zlepSuje reologické vlastnosti v priabéhu tisku.

Roztok fibroinu byl pfipraven nasledujicim zpisobem — po odstranéni sericinu, kdy byly
kokony hedvabi dvakrat povateny v 0,02M uhli¢itanu sodném po dobu 1 hodiny prob¢hlo
rozpusteni fibroinu v 9M LiBr a fibroin se dialyzoval ve vodé po dobu 36 hodin. Roztok byl
ptefiltrovan skrze 5 um filtr ve stiikacce a nasledné byl suSen pomoci mrazeni az do ziskéani
16 hm. % roztoku. Glukomanan byl rozpustén a michan ve vod¢ o teploté 80 °C do doby,
nez vznikl roztok o koncentraci 6 hm. %. Za stdlého michéani byl roztok glukomananu
chlazen na 4 °C. Jednotlivé slozky byly poté smichany. Pfed samotnym tiskem byl ink
zbaven plynt. Ink byl tisknut skrze kuzelovitou jehlu o vnitinim priiméru 2,2 mm rychlosti
10 mm/s pii tlaku 1 — 4 kPa. Vytisknuté struktury byly vysuseny na vzduchu a nasledn¢ byly
vloZeny do 90 % methanolu po dobu 30 minut k zajisténi tvorby B-skladanych listid fibroinu.
K ziskani Cisté fibroinovych struktur byla vytisknutd struktura ponofena do vody o teploté

121 °C a plisobenim tlaku 1 bar po dobu 20 minut.

Piimé&si voskovych nebo polykaprolaktonovych mikrocéastic v kombinaci s nanocasticemi
k fibroinu s glukomananem lze dosahnout hierarchické textury vytisku. (obr. 3). Castice
kaprolaktamu nebo vosku jsou po stabilizaci struktury fibroinu odstranény rozpusténim
v dichlormethanu nebo chloroformu pii 60°C. Vyslednd struktura vykazuje uzavienou
porovitost podobnou pénovitym strukturdm vyskytujicich se v pefi nebo v zobdku u ptaki.
Vzniklé struktury se sice neblizi dokonalym strukturdm zndmym z ptirody, mohly by vSak
najit vyuziti v tkdnovém inzenyrstvi a v environmentalnich nebo biotechnickych aplikacich.

[42]
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Obr. 3: Hierarchicka textura 3D tistenych fibroinovych konstrukct [42]

5.1.2 Primés hydroxyapatitu

Smés hydroxyapatitu a fibroinu lze pouzit k vytvoreni 3D scaffoldi pomoci metody 3D tisku
»direst-write assembly®. Byly vytvofeny scaffoldy s modulem pruznosti o velikosti 223
MPa, ktery byl vétsi, nez u scaffoldl vytvotrenych metodou ,.electrospinning®. Uvniti byly
vytvofeny pory o velikosti 200 — 750 um a filamenty o priméru 200 um. Po aplikaci lidskych
mezenchymalnich kmenovych bunék do struktury bylo zjisténo, ze dalsi upravou velikosti a
rozmisténi pord by mohlo dojit k vylepSeni vlastnosti vysledné struktury. Byly vytvoieny
smési nanocastic fibroinu o velikosti 500 — 800 nm, nanocastic hydroxyapatitu o velikosti
30 — 60 nm a kyseliny polymléc¢né v riznych pomérech. Nejlepsi smés byla tvofena 94 %
kyseliny polymlééné, 3 % hydroxyapatitu a 3 % fibroinu, ze které byly vytisknuty 3D
svorky. Struktura méla pevnost tlaku s hodnotou 2,4 MPa a vykazovala biokompatibilitu a
vynikajici podporu bunécného ristu. Diky témto vlastnostem byla struktura aplikovana
k hojeni zlomeniny kosti u mysi. Z vysledné studie bylo zjiSténo, Zze 3D scaffold dokazal
zlomené kosti narovnat a zahojit zlomené segmenty. V mistech pouZiti scaffoldli taktéz
doslo k vytvoreni osteoidli z osteoblastti, coz potvrdilo vynikajici biokompatibilitu

pouzitych struktur [39].

5.1.3 Primés chitosanu

Smés chitosanu a ¢astic fibroinu o velikosti 5,72 pm byla pouzita ke 3D tisku hydrogelovych
scaffoldl. Ink byl tisknut skrze 580 pm trysku rychlosti 10 — 20 mm/s pfi tlaku 0,4 — 0,7
baru. Viskozita se pohybovala v rozmezi 1,4 — 8,4 Pa's v zavislosti na koncentraci ¢astic
chitosanu a fibroinu, avSak stabilita vysledné struktury a tisknutelnost byla zavisla
pfedevs§im na koncentraci ¢astic fibroinu. K vysrazeni struktury byla pouzita lazen ze smési

voda/ethanol. Modul pevnosti v tlaku struktury byl az 8000 Pa. Do struktury byly aplikovany
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lidské fibroblasty. Bylo zjisténo, Ze se zvySujici koncentraci ¢astic fibroinu se zvySovala
proliferace bunék. Scaffoldy obsahujici 100 % a 300 % fibroinovych castic vydrzely

v bunééném kultivaénim médiu po dobu 2 tydnii [39].

5.1.4 Primés Zelatiny

Smés fibroinu a zelatiny byla pouzita ke 3D tisku scaffoldii k ndhradé kloubni chrupavky
kralika. Smés byla sitovana pomoci ethanolu a genipinu. Pfi tvorbé scaffoldii se kladl velky
diraz na vyslednou tloustku scaffoldd, aby odpovidala realné krali¢i chrupavce. Spravné
tloustky bylo dosazeno vytvorenim tfi vrstev, které obsahovaly pory o velikosti 350 pm.
Povrch scaffolda byl oSetfen neporézni membranou, kterd zajist'ovala udrzeni aplikovanych
kmenovych bunék kostni difené. Mezi dilezité parametry patiil pomér mezi mnozstvim
zelatiny a fibroinu, ktery mél velky vliv na vysledné vlastnosti struktury. Byl zji§tén modul
pevnosti v tlaku struktury s hodnotou 2 — 5 MPa a tvrdost s hodnotou 100 — 400 kPa.
Struktura byla povazovana za idedlni pro proliferaci a diferenciaci bunék a k tvorbé

mezibunééné hmoty [39].

5.1.5 Primés hydroxypropylmethylceluléozy

Hydroxypropylmethylceluléza (HPMC) je viskoelasticky polymer slouzici jako hydrofilni
nosny material pouzivany v Iékafstvi. Je to vysoce botnajici material, ktery pii kontaktu
s vodou do sebe vodu difunduje, dojde ke zvétSeni jeho objemu a uvolni material, ktery

v sob¢ nese. Vyuziva se jako médium pro uvolnéni 1é¢iv v medicing [43].

Smés HPMC a fibroinu byla vyuzita ke 3D tisku hydrogel scaffoldi slouZici k regeneraci
pridusnic. Byla pfipravena smichanim 30% roztoku fibroinu a 10% roztoku HPMC a
z jejich rozdilnych poméri byly tisknuty scaffoldy. Tisk probihal skrze jehlu o priméru 260
pm rychlosti 40 mm/s pfi tlaku 0,1 — 0,5 MPa. Vysledna struktura scaffold o priméru 15
mm a tlouStce 1,8 mm byla ponofena do ethanolu po dobu 1 hodiny k vytvofeni f-
skladanych listi. Uvnitt byly vytvofeny pory o priméru 469 um a celkova struktura byla
z 58 % porézni. Pevnost v tahu struktury byla 0,17 MPa. Dovnitt struktury byly aplikovany
bronchialni epitelové buniky a pfi jejich pozorovani bylo zjiSténo, ze struktura podporuje

proliferaci buné¢k a je vhodna pro pouziti regenerace pruduskového epitelu [39].

5.1.6 Primés kyseliny hyaluronové

DN (double-network) hydrogely jsou slozeny ze dvou typt hydrogeli bez kovalentniho

provazani. Jedna slozka je obvykle tuhd a kiehka a zajiStuje odolnost proti Sifeni trhlin,
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druhou slozku ptedstavuje mekky polymer s nizkou hustotou sitovani. Pfi kombinaci dvou
rozdilnych slozek dochazi k synergii a zlepSeni mechanickych vlastnosti vysledného
modelu, zejména modulu pruznosti. V tomto piipadé fibroin tvoti kiehkou a pevnou matrici
a methakrylat kyseliny hyaluronové slouzi jako zmékcujici slozka. Piedpoklada se, ze
karboxylové skupiny na fetézcich kyseliny hyaluronové neutralizuji aminoskupiny
proteinovych segmentd, ¢imz eliminuji repulsni sily mezi témito segmenty a podpofi proces
tvorby vodikovych vazeb mezi makromolekulami proteinu. 3D scaffoldy ztéto smési
vykazuji vyssi stabilitu ve srovnani s zelatinovymi hydrogely. Poskytuji rovnéz vhodné

mikroprostiedi pro bunécny rist a migraci [44].

S e )

2 layers 4 layers 6 layers 8 layers 10 layers 12 layers
MEEm——

Obr. 4: 3D scaffoldy pripravené ze smési fibroinu a methakrylatu kyseliny hyaluronové [44]
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6 DISKUZE

Hedvabny fibroin vzniké v pfirod¢ slozitym procesem zvldknovani za velmi specifickych
podminek a pfiblizit se jim v laboratornich podminkéch je téméf nerealné. Pii zvlaknovani
dochazi k postupné zméné pH a koncentrace vépennych iontli, coz ma pravdépodobné
stézejni vliv na zménu konformace proteinti a tedy na vznik mechanicky pevného vldkna
[5]. Diky pfitomnosti proteinu sericinu, ktery obaluje vldkno, ma pfirodni fibroin lepsi
vlastnosti, nez fibroin zbaveny sericinu. Sericin vSak neni biokompatibilni a vyvolava
alergickou reakci nebo zanét, tudiz pro pouziti v medicin€ neni vhodné pouzivat ptirodni
fibroin [19; 20]. Sericinu se odstranuje pomoci procesu degumming, kdy se necha fibroin
povafit v roztoku uhli¢itanu sodného [2]. Vliv na Ubytek sericinu ma teplota, pii které se
fibroin vafi, ¢as, mnoZstvi vody v roztoku a koncentrace pfitomné soli. S ibytkem sericinu
v procesu degumming dochazi ke snizeni molekulové hmotnosti a zmenSuje se pevnost

v tahu, coz je pravdépodobné zptisobeno degradaci proteinu [22].

Fibroin lze zpracovavat fadou metod, jednou znich je electrospinning [45]. Fibroin
zpracovany touto metodou vSak nema optimalni vlastnosti a jeho vyuziti je tedy omezené.
Diiraz je kladen na 3D tisk, ktery je za poslednich n¢kolik let intenzivné rozvijen [27]. 3D
tisk fibroinu je velmi komplikovany a je fizeny celou fadou parametrd, predev§im zavisi na
kvalité ziskaného regenerovaného roztoku. S tim souvisi jeho molekulova hmotnost, ktera
vyrazné ovliviiuje pritbéh tisku a v neposledni fad€ zalezi na podminkach samotného tisku,
jako je teplota nebo tlak. Cim vyssi tlak se u tisku fibroinu pouZije, tim vice dochazi
k mechanickému namahéni. To zptisobi zménu konformace z a-Sroubovice na B-skladané
listy a dochazi ke krystalizaci fibroinu. Vysledna struktura vSak nespliiuje kvalitativni
pozadavky, vétSinou je kiehka. Kromé toho reologické zmény v pribéhu tisku znesnadiiuji

cely proces.

V poslednich letech se rovnéz vyviji 1 3D biotisk. Je to specidlni metoda, pii které se tiskne
tzv. bioink. Bioink je smés materiald, ve které se vyskytuji Zivé buiiky. Jako 3D biotisk se
Casto pouziva i postup, pii kterém je nejprve vytisknut materidl a aZ poté jsou do n¢j
aplikovany zivé bunky. Biotisk ma vSak limitujici faktory. Pii 3D tisku je Casto potieba
pouzit vysokého tlaku nebo teploty, pifi takovych podminkach vSak dochazi k uhynuti
aplikovanych bunék. [35] Dalsim omezujicim faktorem je rist bun€k na materialu. Spousta
materiall totiz rist bun€k vyrazné nepodporuje, véetné fibroinu. Podpofit riist bun¢k na

fibroinu Ize naptiklad modifikaci RGD peptidem [46].
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Fibroin Ize tisknout samotny, vytisky ovSem Casto nemaji dostacujici mechanické vlastnosti.
Lze je vylepsit pouzitim pfimési, naptiklad jinych biopolymert, které mechanické vlastnosti
modifikuji. Pomoci pifimési 1ze rovnéz ovlivnit viskozitu, kterd hraje roli pfi procesu 3D
tisku a zarovenn ma vliv na vyslednou strukturu materialu. Mezi Casté piimeési fibroinu patii

glukomanan, hydroxyapatit, chitosan a zelatina.

Glukomanan se vyuziva ve smési s fibroinem ptedevsim diky své biokompatibilit¢ a nizké
imunitni odezvé. Dilezitou vlastnosti, kterou glukomanan pfispiva je zvySena mechanicka
odolnost, ktera je zpiisobena vznikem vodikovych vazeb mezi glukomananem a fibroinem
za podpory vzniku B-skladanych listi. Vyslednou strukturou je porézni material, ktery neni

cytotoxicky, tudiz je vhodny k vyuziti v biomedicing. [42]

Dalsi pouzivanou ptimési je hydroxyapatit, ktery se bézné€ vyskytuje v kostech. Na rozdil od
glukomananu hydroxyapatit podporuje bunéény rast. Diky své podpote ke vstfebavani

vapniku se 3D scaffoldy vytvotrené touto smési vyuzivaji k urychleni hojeni zlomenin. [39]

Dalsi pfimési je chitosan, ktery je zédkladni slozkou chitinu. Ve smési s fibroinem zajistuje
cytokompatibilitu a spravnou biodegradaci. Bylo dok4zéno, Ze se zvySujici koncentraci
¢astic fibroinu se zvySovala proliferace bunék. Smés chitosan — fibroin mé pevnost v tlaku
8000 Pa, kdezto smés hydroxyapatit — fibroin mé pevnost v tlaku 2,4 MPa. Lze tedy fici, ze

smés hydroxyapatit — fibroin lze pouzit v mistech, ktera jsou vice namahana.

Zelatina je biokompatibilni a vyuziva se ve smési s fibroinem za uéelem zvyseni adheze
bunék. Modul pevnosti v tlaku této smési je 2 — 5 MPa. Diky svym vlastnostem se tato smes

vyuziva k regeneraci kloubnich chrupavek. [39]

Hlavnim problémem pii pfipravé fibroinovych konstrukci je predCasnd transformace
sekundarni struktury do nerozpustné¢ formy, kterd je casto indukovédna smykovym
namahanim. To vyrazn€ znesnadnuje proces 3D tisku. Zaroven vysledné konstrukce jsou
prili§ kiehké a neptedstavuji optimalni prostiedi pro riist bunék. Dalsi pfimési, ktera mize
tyto problémy eliminovat, je kyselina hyaluronova, ktera pii kombinaci s fibroinem muze

plnit funkci zmékcovadla [44].
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ZAVER

V ramci bakalaiské prace byly studovany moznosti vyuziti hedvabného proteinu pti aditivni
vyrob¢. Ve srovnani s jinymi metodami zpracovani fibroinu, napiiklad zvlaknovanim, 3D
tisk poskytuje vice moznosti pro modifikaci vlastnosti struktury a také vétsi morfologickou
variabilitu. Bylo zjisténo, ze 3D tisk samotného regenerovaného roztoku je komplikovany a
zavisi na celé fad¢ procesnich parametri. Pro dosazeni optimalnich vlastnosti materialu se
nabizi moznost simulace pfirozenych podminek zvlaknovani, kterd mize byt v laboratornich
podminkach obtizné realizovatelnd. Proto se pii 3D tisku fibroinu vyuzivaji dalsi
biopolymery a piimési, které ulehcuji tisk a zlepsuji vlastnosti vysledné struktury. Pti vyuziti
pfimési glukomananu s fibroinem dochézi k vytvoreni vodikovych vazeb, které zapticinuji
zvySeni mechanické odolnosti smési. Pfimés hydroxyapatitu vykazuje zvysSenou proliferaci
bun¢k a bylo zjisténo, ze diky vstiebavani véapniku Ize tuto smés pouzit k regeneraci
zlomenin. Dalsi studovanou pfimési je chitosan, ktery je cytokompatibilni a pii zvySujici se
koncentraci fibroinovych iontl vykazuje zvySeny rist bunck. Oproti ostatnim piimésim vSak
vykazuje horsi mechanické vlastnosti. Pii vyuziti pfimési zelatiny bylo zjisténo, Ze vykazuje
zvySenou adhezi bunék a méa vyborné mechanické vlastnosti pro aplikaci k regeneraci
kloubnich chrupavek. Specialni metodou pro vytvareni 3D struktur je 3D biotisk, pii kterém
se tiskne material obsahujici Zivé buiiky. Biotisk je vSak limitovan podminkami tisku, kdy
pfi prekroceni urcité hranice teploty nebo tlaku dochazi k thynu bunék. Pozornost by méla
byt vénovana v budoucnu 3D tisku smési hydroxyapatitu a fibroinu pro aplikaci v oblasti

regenerace kostni tkan¢.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

LiBr Bromid lithny

PEG Polyethylenglykol
Na,COs Uhli¢itan sodny

CAD Computer-aided design

HPMC Hydroxypropylmethylceluloza
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