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ABSTRAKT

Tato bakalaiska prace se zabyvd zpracovanim hedvabného proteinu v kombinaci
s polykaprolaktonem metodou 3D tisku. Byly studovany moznosti tisku hedvabného
proteinu, pii¢emz bylo zjisténo, ze pro zlepSeni zpracovatelnosti je vhodné kombinovat
hedvébny protein sjinymi materidly. Byly pfipraveny roztoky polykaprolaktonu a
hedvéabného proteinu v hexafluoroisopropanolu, ze kterych byly nasledné extruznim tiskem
pfipravovany miizky. Zmény povrchové textury vytiskii zpiisobené slozenim tisténého
materialu byly sledovany pomoci elektronové mikroskopie a mikroskopie atomarnich sil,
sloZzeni smési bylo analyzovano pomoci infracervené spektroskopie a konfokalni
mikroskopie. Bylo zjisténo, Ze hedvabny protein ve smési s polykaprolaktonem tvoti mikro

az nano castice ovliviujici usporadani sféroliti PCL matrice.

Kli¢ova slova: hedvabny protein, aditivni vyroba, polykaprolakton, tkanové inzenyrstvi

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the processing of silk protein in combination with
polycaprolactone by 3D printing method. The possibilities of printing silk protein were
studied and it was found that it is advisable to combine silk protein with other materials to
improve processability. Solutions of polycaprolactone and silk protein in
hexafluoroisopropanol were prepared, from which grids were subsequently prepared by
extrusion printing. Changes in the surface texture of the prints caused by the composition of
the printed material were monitored by electron microscopy and atomic force microscopy,
and the composition of the mixture was analyzed by infrared spectroscopy and confocal
microscopy. It was found that silk protein mixed with polycaprolactone forms micro to nano

particles affecting the spherulite arrangement of the PCL matrix.

Keywords: silk protein, additive manufacturing, polycaprolactone, tissue engineering
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UvVOD

Ptirodni hedvabi je produkovano slinnymi Zzldzami larev motyla bource morusového
(Bombyx mori). Z hedvabi si larva vytvaii kokony s velice dobrymi mechanickymi
vlastnostmi a odolnosti proti fadé rozpoustédel. Hedvabné vldkno se ziskava rozvinutim
kokonu, ktery mize mit v extrémnich ptipadech délku az 1 km. Vyuziti hedvabnych vlaken
saha hluboko do minulosti, kdy se zacalo pouzivat jako material v textilnim pramyslu a
pozdé&ji jako Sici materidl v 1€karstvi.

V soucasné dob¢ je hojné diskutovano uziti hedvéabi v oblasti tkanového inzenyrstvi,
regenerativni mediciny a nanotechnologii. Hedvabny protein je biokompatibilni, jeho
biodegradaci lze do jist¢ miry fidit a ma vynikajici mechanické vlastnosti dané sekvenci
aminokyselin a sekunddrnim uspofdddnim proteinu. Tato specificka struktura, zejména pak
prechod konformace do krystalické sekundarni struktury B-skladaného listu pod vlivem
pusobeni mechanického namahani, komplikuje zpracovani fadou technik, zejména metodou

3D tisku.

Aditivni vyroba, neboli 3D tisk, pfedstavuje nadéjnou techniku ve vyvoji tkanovych nahrad.
Tisknutelnost materidlu a nasledné stabilita vytisku zavisi na mnoha mechanickych a
reologickych vlastnostech, stejné tak vysledné akceptovatelnost materidlu buitkami se odviji
od jeho biokompatibility. Pro dosaZeni optimalnich vlastnosti jsou proto vytvafeny smési
riznych materidlli, kdy jedna slozka slouZi jako matrice a zlepSuje zpracovatelnost a druha

nasledné zlepsuje mechanické a biologické vlastnosti vytisku.

Teoretickd Cast prace predklada stru¢ny ndhled do aditivni vyroby se zaméfenim na 3D
extruzni tisk, jelikoz tato metoda byla pouZivana v praktické Casti. DalSi ¢ast prace je
vénovana rozdé€leni biomateridlii a zejména hedvabnému proteinu, jeho struktufe,
vlastnostem a moZnostem zpracovani. V posledni ¢asti teoretické prace jsou uvedeny
mozZnosti 3D tisku fibroinu ve smési s jinymi materialy se zamétenim na smési hedvabného

proteinu s polykaprolaktonem s ohledem na experimentélni ¢ast prace.

Cilem experimentalni ¢asti bylo pfipravit polymerni smési na bazi hedvabného proteinu. Pro
pfipravu téchto smeési byl vybran polykaprolakton vzhledem k dobré rozpustnosti
v pouzitém rozpoustédle a snadné zpracovatelnosti metodou 3D tisku. Z pfipravenych
polymernich roztokii byly tiStény mifizky, které byly nésledn€ charakterizovany
mikroskopickymi technikami a byl vySetfovan vliv fibroinu v PCL matrici na jejich

povrchovou texturu.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

10

I. TEORETICKA CAST
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1 3DTISK

3D tisk je technika aditivni vyroby (AM), pomoci niz lze vytvaiet celou fadu slozitych a
definovanych geometrickych struktur v tfidimenzionalnim provedeni. Jedna se o velice
Siroky a hojné uzivany pojem, u kterého je vzdy nutné zohlednit, v jakém kontextu je
definovéan. Prvni zminka o 3D tiskové technologii se datuje do roku 1986, kdy Charles Hull
pouzil proces stereolitografie. Obecné je princip 3D tisku zaloZeny na postupném tisku
jednotlivych vrstev materialu na sebe. 3D tisk se vyvijel dlouhou dobu a jeho hlavni vyhodou
je zjednoduseni vyrobnich a logistickych procesu a minimalizace vstupnich materialt.. Po
vytvoreni této metody se zprvu pouzival ve velké mife v architektufe a designu pii vyrobé
estetickych a funkénich prototypti. V poslednich 10 letech nachazi 3D tisk uplatnéni ve velké
spousté odvétvi. Vytvafeji se nejen prototypy, ale 1 hotové vyrobky urcéené k piimé aplikaci
[1]. Pomoci 3D tisku Ize vyrabét materidly o rozmérech v mikro az makro métitku. Kazdé
méfitko ma své limity, pokud tiskneme v mikroméfitku, tak zde jsme do zna¢né miry
omezeni na rozliSeni a povrchové upravy, které vyzaduji pouziti dalSich technik nasledného

zpracovani. Mezi techniky nasledného zpracovani patii naptiklad slinovéni [2].

1.1 FDM

FDM neboli Fused Deposition Modeling je technologie vyvinuta zac¢atkem 90. let 20. stoleti
v USA. Jednd se o jednu znejCastéji uzivanych technologii aditivni vyroby, jelikoz
poskytuje funkéni prototypy z rtiznych polymernich materialti a umoznuje vytvaret velmi
rozsahlé geometrické dily podle navrzenych modelt naptiklad v programu CAD (Computer
Aided Design). Princip této metody spociva v tom, Ze material ve formé struny roztaveny do
kapalné formy je vytlaCovany tryskou, udavajici prifez geometrie a vznikajici model je

tvofen vrstva po vrstveé. Zjednodusené schéma této metody lze vidét na obrazku 1.

Obr. 1:Princip metody 3D tisku FDM [3]
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Tisk metodou FDM je ovliviiovan celou fadou parametrt, jejichz nedostatecna optimalizace
ma za nasledek zhorSenou kvalitu tisku. Hlavnimi parametry ovliviiujicimi kvalitu
vysledného vyrobku jsou tloustka vrstvy, Sitka a thel rastru a vzduchové mezery v tavening.
Vyhodou této metody je pomérné nizka vyrobni cena produktl a vysoka vyrobni rychlost.
Mezi nevyhody patii hor$i mechanické vlastnosti vytiskil, a omezeny pocet pouzitelnych
materiald, jelikoz ne vSechny polymery se pro tuto metodu hodi. Aby byl zajistén proces
vytlaCovani, musi byt polymerni material ve formé struny. NejuzivanéjSimi materidly pro
zpracovani touto technikou jsou naptiklad akrylonitril butadien styren nebo polykarbonat

13].

1.2 SLS, SLM

SLS (Selective Laser Scattering) je technologie aditivni vyroby spocivajici ve spékani
praskového materidlu v tenkych vrstvach pomoci nataveni laserovym paprskem. Kazda
vrstva prasku se vzdy navrstvi na vrstvu piedchozi a nasleduje spojovani vsech vrstev do té

doby, dokud nevznikne kone¢ny 3D vyrobek. Nahled na princip metody je na obrazku 2.

Zdroj laseru

Skenerovy systém

) ///%

Daévkovani prasku Praskové loze

Vyrobni platforma

Obr. 2: Princip metody 3D tisku fuze v prasku [4]
Nadbytecny prasek lze odstranit pomoci vakua a nasledné je mozno provést dalsi
zpracovatelské kroky, jako je potahovani, infiltrace, nebo slinovani. Rozhodujicim faktorem
pro tuto metodu, je velikost a distribuce ¢astic zpracovaného prasku [5]. Omezeni laseru je
takové, ze ho lze pouzit pro prasky, které maji pomérné nizkou teplotu slinovani. Pfi vyssi
teploté slinovani se doporucuje pouzit tekuté pojivo. Tato metoda zahrnuje 2 zakladni
postupy. Pomoci selektivniho laserového slinovani lze zpracovat velkou spoustu polymert
a kovl. Velmi vhodny polymer pro tuto metodu je polykaprolakton. Prasky nejsou zcela
roztavené a zvySena lokalni teplota povrchu zrn zplsobuje slinuti prasku na molekularni

urovni. Obdobnou technikou je SLM (Selective Laser Melting), kde dochazi k uplnému
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roztaveni prasku. Tento postup je vhodny jen pro urcité kovy a polymery. Kovy vhodné pro
tuto metodu jsou ocel a hlinik. Mezi vhodné polymery lze zaradit polyamid. Tato metoda
umoznuje dosazeni velmi dobrych mechanickych vlastnosti [6]. Mezi hlavni vyhody metod
slinovani prasku patfi zejména velmi vysoka kvalita tisku a dobré rozliSeni, diky cemuz lze
vytisknout variabilni a mnohdy 1 slozité struktury. Bohuzel mezi nevyhody patii pomala a

nakladna vyroba [5].

1.3 SLA

Jednou z nejstarSich metod 3D tisku je stereolitografie (SLA). Tato metoda pouziva
k iniciaci fetézové reakci na vrstvé pryskyftice nebo roztok monomeru UV svétlo. Monomery
obsahuji epoxidovou, nebo akrylovou skupinu patfici mezi tzv. UV aktivni a po radikalizaci
se thned zméni na polymerni fetézec. Po prob¢hnuti polymerni reakce pryskyfice ztuhne,

diky ¢emuz udrzi nasledujici vrstvy. Na obrazku 3 je zndzornéno schéma principu metody.

Zdroj laseru

i Skenovy systém

I

Vyrobni platiormal

Tekutf( fotopolymer

Obr. 3: Princip metody 3D tisku stereolitografie [4]
doporuceno provést jeste dalsi tikony, jako je napft. fotovytvrzovani nebo ohtev, aby bylo
dosazeno pozadovanych mechanickych vlastnosti [ 7]. Mezi vyhody patii velmi dobra kvalita
vytisténych struktur, které¢ dosahuji rozliSeni od 10 um. Mezi nevyhody patii slozita kinetika

reakce a tim padem je tato metoda ¢asové naro¢na [4].

1.4 LOM

Principem metody LOM (Laminated Object Manufacturing) je laminovani a fezani

materidlu po vrstvach. Existuji 2 postupy, jak lze vrstvy fezat, a to pomoci mechanické
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fezacky nebo laseru. Jestlize jsou vrstvy dohromady spojeny, tak je tato metoda vhodna pro

lepeni keramik a kovovych materiali. Popis metody je na obrazku 4.

Obrys vrstvy Laser
Vyhfivany valec

€ Papir potazeny
polymerem

Prebyteény |
material b\ N >

Cast bloku

Obr. 4. Princip metody 3D tisku vyroby laminovanych predmeéti [8]
Druhy postup, u kterého naopak vrstvy nejsou spojeny, se témét viibec nepouziva. Metodu
3D tisku zalozené na vyrobé laminovanych ptedmétii Ize pouzit pro Sirokou Skalu materialt,
ale kazdy material vyzaduje riizné nasledné zpracovani (vysokoteplotni oseteni), aby bylo
dosazeno pozadovanych vlastnosti. Tato metoda mé velkou fadu uplatnéni ve slévarenstvi,
vyrobé papiru a elektroniky. Mezi vyhody patii nizka vyrobni cena a vyssi rychlost vyroby.
Nevyhoda je, ze v drtivé vétSiné piipadl je u této metody nutnost dalsiho nasledného

opracovani, protoze bez téchto operaci je kvalita povrchu vyrobku velmi nizka [8].

1.5 Ink-Jet

Mezi hlavni metody aditivni vyroby aplikované v tkdflovém inZenyrstvi patii Ink-Jet tisk. U
této metody se material uklada ve form¢ kapicek pres vsttikovaci trysku [9]. Vytvotené

kapicky vytvafi celistvy vzor, ktery postupné tuhne. Schéma metody je na obrazku 5. [10]
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r Substrat

Obr. 5: Princip metody Ink-Jet tisku [10]
1.6 Extruzni tisk

Princip extruzniho tisku je zaloZen na postupném vytlacovani visk6zniho materialu (roztoku
nebo hydrogelu) z vytlatovaci hlavy, kterd se pohybuje ve tfech rozmérech, pfiCemz
podlozka zlstdva v pribchu tisku nehybnd. Na této podlozce se postupné spojuje
vytla¢ovany material metodou vrstva po vrstvé. Na obrazku 6 je znazornén princip metody.

Vytlacovaci hlava

Vytlacovany material

Vykresleny material

Obr. 6:Princip extruzniho tisku [4]
Vytistény material tuhne bud’ odpafenim rozpoustédla nebo vytvrzenim. Vytvrzovaci reakce
mohou byt provedeny dvéma zplsoby. Bud’ pomoci davkovani dvou reaktivnich slozek
pomoci sméSovacich trysek, nebo lze sitovani indukovat teplem nebo UV zafenim [11].
Diilezitou roli, na vyslednou kvalitu vytiSténych materiala, hraje samotna viskozita roztoku
a rychlost nanéseni vykreslovaciho materialu na desku. Hlavni vyhodou tohoto principu je
velmi dobrad flexibilita a jednoduchost spocivajici v nadavkovani materidlu pfimo do

stiikacky a moznost pouziti Siroké Skaly polymernich materialli, ovSem nevyhodou je, Ze
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pouziti hodné viskézniho materidlu je nutné pouziti vysokého tlaku vytlacovaci hlavy a

celkova manipulace pti ddvkovani s viskéznim materidlem do stfikacky je velmi slozita [12].
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2 BIOMATERIALY

Historie vyvoje biomaterialii se datuje do doby 200 let pied naSim letopoctem, kdy prvni
kovové dentalni implantaty pouzili Egyptané. K velkému pokroku ve tvorbé biomaterialt
doslo po 2. svétové valce, kdy se zacaly vyvijet nové syntetické polymerni materialy
(Polyamid 6.6, PA6.6.). Jako jedny z prvnich aplikaci pokrocilejSich biomaterialt 1ze zminit
naptiklad umélé kycle nebo cévni implantaty. Vyvoj materialti pro biologické aplikace je
oborové velmi rozsahly a zasahuje do velké fady oblasti, jako je naptiklad biologie, medicina
nebo materialové inzenyrstvi. Souhrnné se toto multidisciplinarni odvétvi nazyva tkanovym
inzenyrstvim [13]. V posledni dobé se prodluzuje staii populace, coz je jedna z klicovych

motivaci pro vyvoj stale novych biomateriala.

Dle definice biomateridlu se jednd o material, ktery dokdze existovat v organismu po
néjakou dobu, aniz by ho poskodil a ¢astecné nebo uplné nahrazuje poskozenou tkan.
Dulezitou vlastnosti biomateriald je biokompatibilita, coz je schopnost materialu vykonavat
ur¢ité funkce v hostujicim systému bez vyvolani negativni odezvy. Existuji 3 zakladni
postupy, kterymi lze odezvu organismu na testovany materidl sledovat. In vitro (ve skle,
napt. petriho miska), In vivo (zivé organismy), nebo In silico (poCitaové modelové
systémy). Odmitnuti biomaterialu organismem vede zejména k zanétu projevujicimu se
bolesti a zvySenou teplotou, a miize vést az k rakovinnému bujeni. Tyto negativni odpovédi
organismu muiZeme do jist¢ miry ovlivnit tvarem implantatu, typem materidlu a rovnéz

povrchovymi a vlastnostmi [14].

2.1 Kovy

Kovy fadime mezi krystalické materidly (pravidelné usporadani atomd podle urcitého
pravidla v prostoru). Jedna se o anorganické materidly (material, ktery neobsahuje ve své
struktufe uhlik), které jsou vazané nesmérovymi kovovymi vazbami, které navic jeste
obsahuji vysoce mobilni elektrony. Kovy nalézaji na trhu s biomateridly velmi velké
uplatnéni zejména v ortopedii. VéEtSina kovi existuje v zemské kiife v mineralni formé. Kovy
se velmi Casto pouzivaji ve form¢ oxidi. Nejzndméj$Sim kovovym biomateridlem je titan,
ovsem v posledni dobé se miiZzeme setkat naptiklad 1 s hot¢ikem, jelikoZ nevyvolava témér
zadné negativni odezvy organismu. Mezi nevyhody kovii fadime hlavné korozi a opotiebent,
coz ma za nasledek vyvolani negativnich projevii organismu, jako je alergickd reakce.
K odstranéni problémi s biokompatibilitou a korozi l1ze odstranit patficné vhodnou upravou

povrchu, jako je pokryti povrchu keramikou nebo polymerem [15].
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2.2 Keramiky

Keramiky jsou taky materialy, které ve své struktufe neobsahuji uhlik, ovSem oproti koviim
jsou vazané iontovou vazbou mezi elektron donorovym (darcem) a elektron akceptorovym
(ptijemcem) elementem. Keramiky dale rozdélujeme do dalSich dvou kategorii podle
samotné struktury. Miize se jednat o krystalickou, nebo amorfni keramiku. Jestlize keramika
je amorfni, tak hovofime o sklu, kterd jsou velmi tvrdd a odolnd proti starnuti. Velkou
nevyhodou keramiky majici amorfni strukturu je jeji velka kiehkost, proto pii implantaci
nové tkané je nutnost tuto nevyhodu brat v potaz a Casto se vytvaii kompozity na bazi
keramiky. V tkanovém inzenyrstvi se keramiky pouzivaji hlavné jako implantaty pro
ortopedické ucely. Podobné jako u kovil se keramiky v drtivé vétSin€é vyskytuji v oxidech.
Mezi nejznaméjsi keramicky oxid muizeme zafadit oxid hlinity, oxid kiemicity a stl

keramiky z fosfore¢nanu vapenatého [16].

2.3 Polymerni materialy

Jedné se o organické materidly (obsahuji ve své vazbé uhlik), které se skladaji z mnoha
dlouhych opakujicich se fetézcli spojenych smérovymi kovalentnimi vazbami. Cela fada
polymerti se vyznacuje velmi dobrou biokompatibilitou, kterd je ovlivnéna funkénimi
skupinami, chemickou strukturou nebo molarni hmotnosti daného polymeru. Obecné vétSina
polymeri se vyznacuje nadmeérnou elasticitou a niz8i pevnosti. V tkanovém inzenyrstvi se

polymer mtize pouzivat naptiklad jako nahrada kardiovaskuldrniho systému [17].

Molekula polymeru muiZe mit molekulovou hmotnost az 200 000 Da. Jednotlivé
makromolekuly miiZou byt bud’ linearni, rozvétvené, nebo zesitované. Jestlize pouZijeme
dva rizné druhy monomert vznikne ndm kopolymer, ktery dale miZe mit uspofadani
statistické, alternujici, nebo sledové. U polymert se mizeme setkat s chemickymi vazbami,
které nazyvame jako primarni a patii sem vazba kovalentni, kovova, koordinacni a iontova.
Mezi sekundarni vazby patii vodikové mistky, kohezni energie, dipdlové, indukované a
disperzni sily. Polymery vytvéieji rizné sterické izomerie, které se 1i§i podle rozlozeni
substituentu. Pokud je substituent na jedné strané roviny, ve kter¢ lezi fetézec, hovotime o
1zotaktické izomerii. Pokud se rozlozeni stfidd nad a pod rovinou hovotime o izotaktické
izomerii, V posledni fad€, pokud je rozlozeni nahodilé, izomerie se jmenuje atakticka.
Polymery se vyskytuji ve dvou stavech. Amorfni stav je charakteristicky neuspofadanou

konformaci. U krystalickych polymert se vzdy vyskytuje alespoil mala ¢ast amortni faze,

proto je muzeme dale rozd¢€lit na amorfni a semi (Castecn¢) krystalické [14].
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2.3.1 Prirodni polymery

Mezi ptirodni polymerni materidly patii kyselina hyaluronova, alginat, chitosan, fibrin nebo
kolagen. Tyto materidly jsou v tkdnovém inzenyrstvi studovany pro ortopedické nahrady i
pro ndhrady mékkych tkani. Mezi vyhody pfirodnich polymernich materiali patii zejména
vysoka biokompatibilita, vlastnosti a slozeni podobné slozkam extracelularni matrix v
zivych organismech. Bohuzel velkou nevyhodou je problém se ziskavanim téchto materialti
z ptirodnich zdroji a s tim spojena vysoka variabilita vlastnosti a dale nasledné procesy
samotné upravy, izolace a purifikace, které¢ jsou velmi slozité v zavislosti na typu materialu
[18]. Mezi ptirodni polymery dale patfi hedvabné proteiny. Tyto materidly jsou v pfirodé

produkovany pavouky nebo larvami bource morusového [19].

2.3.2 Syntetické polymery

Mezi syntetickymi polymery lze zminit zéstupce polyolefini (polyetylen), styrenovych
(polystyren), vinylovych (polivynylidenfluorid), akrylovych (polymethylmethakrylat),
specialnich (kyselina polymlééna) polymerd atd. a jejich kopolymery [20]. Mezi
vyznamného zastupce syntetickych termoplasti patii polykaprolakton ze skupiny biologicky
odbouratelnych polyesterii. Polykaprolakton se vyrabi iontovou polymeraci e-kaprolaktonu.
Jedna se o pevnou latku, kterd se vyskytuje nejcastéji ve forme bilych pecicek, které jsou
netoxické a elektricky nevodivé [21]. U syntetickych polymernich materialti 1ze alespon do
zna¢né miry poupravit vysledné fyzikdlni a chemické vlastnosti, jako je naptiklad
biodegradace. Vyhodou syntetickych polymernich materiala je predev§im pomérné snadna
purifikace a sterilizace. U vétSiny polymert je velmi snadné vyroba ve velkych objemech a
nasledna Giprava do pozadovaného tvaru pro potfebnou aplikaci a celkove tyto materialy maji
dobré mechanické vlastnosti. Syntetickych polymernich materiali je o poznani vice nez
pfirodnich. Zna¢nou nevyhodou oproti pfirodnim polymernim materidlim je zde Casto

nedostate¢na biokompatibilita [20].

2.4 Kompozity

Za kompozit oznaCujeme takovy material, ktery je sloZzeny vétSinou ze dvou a vice
rozdilnych slozek za ucelem vhodné kombinace vlastnosti, které jednotlivé slozky
kompozitu neposkytuji. Jako ptiklad kompozitu 1ze uvést kombinaci keramiky s aditivem ve
formé€ polymeru. Samotné keramika je malo tvarna, ale po pfidani vhodného aditiva dojde

ke zlepSeni pevnosti a houzevnatosti [13].
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3 FIBROIN

Fibroin je druh proteinu v hedvabném vlaknu produkovaném larvami bource morusového.
Krom¢ fibroinu obsahuje pfirodni hedvabné vlakno jeSté protein sericin a dalsi
nizkomolekuldrni latky. Po odstranéni sericinu a nizkomolekuldrnich latek se z pfirodniho
hedvabi stava regenerované hedvabi, které obsahuje pouze fibroin. Proces odstranéni
sericinu se nazyva degumming. Obecn¢ vlakna ptirodniho ptivodu jsou vétSinou slozena
z nejriznéjSich kombinaci raznych polymert a cukrii. Pfirodni hedvabi je produkovano
zminéného bource morusového. Pavouci maji 7 riznych hedvabnych zlaz a kazda Zlaza
produkuje odlisny materidl pro riizné ucely. Larva bource morusového produkuje jeden typ

hedvabného vldkna za G€elem ochrany larvy pii metamorfoze [22].

3.1 Proces zvlakinovani

Ptirodni hedvébny protein, ktery je produkovén larvami bource moruSového, vznika
v prirod¢ procesem zvanym zvlaknovani. K produkci hedvabi dochazi v symetrickém

parovém organu zndzornéném na obr. 7.

Stiedni cast

3

Piedni ¢ast

Zadni cast

Spiadaci kanal

Obr. 7: Schéma hedvabné zlazy [23]
Zlaza se sklada ze zadni, stfedni, pfedni ¢asti a v posledni fadé ze spiadaciho kanalu.

V jednotlivych ¢astech hedvabné Zlazy dochazi k syntéze a zakoncentrovani jednotlivych

hedvéabnych proteini [24].
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Béhem samotného procesu zvlaknovani dochdzi ke zméné sekundarni struktury, kdy
puvodné rozpustné konformace ndhodného klubka, ktera obsahuje a-sroubovice (SILK I) se
méni na semi-krystalickou formu, kde pfevladaji B-skladané listy (SILK II) [25]. Dtlezitym
jevem je zde vznik pH gradientu, diky némuz dochézi ke zméném struktury. V zadni casti
parového organu dochézi k fibroinové syntéze o koncentraci kolem 12 hm. %. V tomto misté
je ma roztok nejvyssi pH, které se pohybuje kolem hodnoty 6,9, a fibroin ma strukturu gelu.
Fibroin se ptfesouva stfedni zladzy, kde dochézi k syntéze druhého proteinu, sericinu. Zde
rovnéz dochazi k zakoncentrovani fibroinu a ke snizeni pH na hodnotu 5,2. Ke zméné
struktury z gelu na sol-gel dochazi u vstupu do ptedni ¢asti zlazy, pH je pfiblizné 5,0.
Nejnizsi pH je v samotné predni ¢asti, a to jest¢ o 2 desetiny niz$i, nez je u vstupu k predni
zlazy. Dochézi zde k postupnému zuZzovani piedni Zlazy z pivodnich 400 pm na 50 pm.
Fibroin se pteskupi do struktury micel s anizotropnimi vlastnostmi tekutych krystali [26].
Na vystupu dochazi k dal§imu ubytku vody v roztoku [27]. Pfi¢ina tohoto snizovani obsahu
vody v roztoku je rostouci koncentrace vapenatych iontl v kazdé ¢asti parového organu
zlazy [28]. Po probéhnuti syntézy vodny roztok hedvabnych proteinii vylu¢ovan tryskou a
pomoci specifickych pohybli housenky je tvofeno samotné zvlaknovani spojené s
prechodem sekundéarni konformace hedvabi na stabilni B-skladany list a vznik kokonu. Tento
cely postup je ovlivnén vlivy prostiedni, proto délka tohoto procesu nelze jednoznacné urcit,
ale v nejrychlejSich pripadech miize byt kokon vytvofen jiZ po necelych dvou dnech,

v opacném piipad¢ tento proces muze byt i tiikrat delsi [24].

3.2 Stavba vlakna

Slozeni ptirodniho hedvabného vladkna je zndzornéno na obrazku 8. Vlakno obsahuje dvé
fibroinova jadra, kterad jsou obalend ochrannym sericinovym obalem. Sericin je adhezivni
protein, ktery drzi vldkna pohromadé a v prubéhu tvorby vldkna zabranuje predcasné
transformaci do krystalické konformace -skladaného listu. Samotny fibroin obsahuje tézky
a lehky polypeptidovy fetézec, pti¢emz molarni hmotnost lehkého fetézce je kolem 26 kDa.
T&zky fetézec ma molarni hmotnost 390 kDa. Retézce jsou navzajem propojeny jednou
disulfidickou vazbou na C-konci téZkého ftetézce. Ve fibroinové fibrile se nachézi

krystalicka (B-sheet) a amorfni (a -helix) oblast [29].
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Obr. 8: Nahore schéma prirodniho hedvabného viakna [30], dole primarni struktura
fibroinu [31]

Tézky tetézec obsahuje 11 kratkych hydrofilnich oblasti, které se skladaji z 31 rGznych
aminokyselin a 12 hydrofobnich blokti. Struktura t€Zkého fetézce se velmi podoba struktufe
blokovému kopolymeru [32]. Komplex lehkého a tézkého fetézce je nekovalentné vazan
glykoproteinem P25 v poméru 6:1. Zakladni micelarni jednotka vznikajici béhem procesu
zvldknovani je formovana hydrofobnimi interakcemi [33]. Primarni strukturu
makromolekuly fibroinu tvoii pfedev§im aminokyseliny glycin, alanin a serin (obr. 8) [31].
Diky této vlastnosti je u hydrofobni domény zajisténa velmi dobra konformacni variabilita
a fibroin tak mize vykazovat zndmky polymorfniho chovani. S hydrofilni doménou se
setkame u amorfni oblasti, ktera umoznuje staCeni fetézce pii krystalizaci béhem procesu
zvléknovani a diky vodikovym vazbam je dosaZeno nerozpustnosti ve vodé a nékterych

kyselinach [34].

3.3 Vlastnosti

U hedvabného proteinu je velmi dualezité rozeznévat, zda je posuzovan piirodni hedvabny

protein, nebo jiz upraveny (degummovany) regenerovany hedvabny protein, jelikoz
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vlastnosti se diametraln¢ odliSuji. Pfirodni hedvabné vladkno ma ptedevsim velmi dobré
mechanické vlastnosti, jelikoz vlakno obsahuje hydrofobni a hydrofilni fetézce, které jsou
uspotadany do krystalické sekundarni struktury B-sklddaného listu. Dalsi velmi vlastnosti
prirodniho vldkna je taky velmi dobra houzevnatost diky existenci semi-amorfni matrice
[35]. U regenerovaného hedvabného proteinu jsou vlastnosti vyrazné odlisné, z ditvodu
odstranéni jednoho ze dvou proteind, sericinu. Pfi odstranéni sericinu dochazi ke zméné
zejména molekulové hmotnosti, tim padem dochazi k ¢astéjSimu pirechodu do konformace
B-skladaného listu, coz je jeden z negativnich jevi, ktery ovliviluje samotnou manipulaci
s fibroinem [36]. Izolovany hedvabny protein je kiehky. Ve srovnani napiiklad s kolagenem

ma vsak az 500krat vétsi Youngtiv modul pruznosti [23].

3.3.1 Mechanické vlastnosti

Dulezitou roli u mechanickych vlastnosti hraje molekulovd hmotnost makromolekuly, ktera
se sklada zaminokyselin. Aminokyseliny s vysokou molekulovou hmotnosti vytvari
amorfni strukturu. Naproti tomu aminokyseliny s nizkou molekulovou hmotnosti vytvari
krystalické struktury, diky kterym je dosazena velmi dobrd houzZevnatost. Vysledna velmi
dobré pevnost v tahu a modul pruznosti jsou zajiStény pravé diky pfitomnosti obou téchto
struktur. Porovnani mechanickych vlastnosti fibroinu s dalSimi materialy je v uvedeno

v tabulce 1 [23; 37; 31].

Tab. 1: Porovnani mechanickych vlastnosti fibroinu s vybranymi materialy [23; 37; 31]

Druh materidlu Relativni Pevnost v tahu Youngiiv modul
prodlouZeni [%] [MPa] pruznosti [GPa]
Fibroin 4-16 610-690 16
Kolagen 24-68 1-7,4 0,0018-0,046
Zesitovany kolagen 12-16 47-72 0,4-0,8
Vlna 50 200 0,5
Hedvabi z pavouka 27 1100 10
Kyselina polymlécna 3-10 15-150 2,7-4,1
PA 6.6 18 430-950 1,8-5
Kevlar 2,7 3600 130
Polypropylen 23 490 4,6

3.3.2 Biokompatibilita

Aby se dal vytvofeny biomateridl pouZzit na biomedicinské aplikace, musi byt
biokompatibilni [31]. Fibroin vyvolava v organismu mirnou zanétlivou odezvu srovnatelnou

s kolagenem, nedochézi vSak k tvorbé protilatek proti hedvabi. Zanétliva reakce usnadiuje
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degradaci hedvabi, coz mize byt v nekterych ptipadech prospésné. Podpora adheze,
proliferace, a diferenciace bun¢k na fibroinovych substratech neni pro tfadu aplikaci

dostacujici, proto je mozné fibroin modifikovat naptiklad pomoci ristovych faktort. [38].

3.3.3 Degradace

Degradace vsech typt biomateriala je dilezitym parametrem, protoze cilem implantace je
vétSinou obnova plné tkanové struktury a funkce in vivo. Konecna rychlost degradace
tkané [39]. V1dkna z hedvabného fibroinu si zachovévaji vice nez 50 % svych mechanickych
vlastnosti témér jest¢ dalsi 2 mésice po implantaci in vivo. Diky této piednosti jsou podle
americké spolecnosti Food and Drug Administration (FDA) definovany jako témét
nedegradovatelny biomaterial [40]. U kyseliny polymlécné je pro porovnani rychlost
degradace zavisld na hydrolyze a sloZeni polyesteru, podminkach zpracovani a istoté.
Degradace fibroinu probiha pomoci protedaz a rychlost zavisi na struktufe proteinu,

mechanickém namahani a biologickych podminkach v misté implantatu [41].

3.3.4 Rozpustnost

Pro zpracovani do poZadovanych morfologii je nutné fibroin rozpustit a regenerovat
k ziskani ¢istého vodného roztoku fibroinu, ktery se pouziva pro celou fadu biomedicinskych
aplikaci. Degumovany fibroin je nerozpustny v béznych rozpoustédlech, jelikoz mé velkou
krystalinitu. [31]. Na rozruSeni struktury vedouci k ziskani rozpustného fibroinu se pouZivaji

napf. tato rozpoustédla:

—> Chaotropni soli: Ackoliv se tato rozpoustédla pouzivaji casto, maji i jistd omezeni,
protoze naptiklad lithné soli musi byt odstranény pomoci dialyzy kvili nutnosti
ziskani netoxického materidlu a bohuzel samotny proces extrakce pomoci bromidu
lithného je casoveé narocny, jelikoZz trva 4 dny a vysledny roztok musi byt dialyzovan,
jinak by bromid lithny zptsobil po 3 mésicich degradaci. Mezi dalsi rozpoustédla
této kategorie 1ze zminit chlorid vapenaty a dusi¢nan vapenaty.

- Fluorovana organicka rozpoustédla: Vyhodou téchto rozpoustédel je, Ze na rozdil od

chaotropnich soli neovliviuji strukturu regenerované¢ho hedvabného fibroinu. Mezi

zastupce patii 1,1,1,3,3,3-hexafluoroisopropanol nebo hydrat hexafluoroacetonu.
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- Koncentrované kyseliny: Maji dobrou rozpustnost, ale bohuzel peptidové vazby
mezi aminokyselinami jsou béhem rozpousténi rozvolilovany, coz zpusobuje

degradaci fibroinu. Mezi takové kyseliny patii kyselina mravenci a fosforecna.

—> lontova rozpoustédla: VI1iv na rozpustnost maji oba dva ionty, pficemz aniont vétsi.
Rozpustnost je umérna schopnosti iontll narusit vodikové mustky a konformaci -
skladaného listu. Do této kategorie patfi 1-ethyl-3-methylimidazolium nebo 1-butyl-

3-methylimidazolium.

- N-methylmorfolin n-oxid (NMMO): jedna se o cyklicky aminoxid N-NMMO, ktery

je obnovitelny a zcela recyklovatelny.

- Smési rozpoustédel: Lze kombinovat 2 riizné latky, napt. chlorid vapenaty a kyselinu
mravenci. Protein se po rozpusténi velmi podobnd nativnimu hedvabi. Foélie

vytvofené pomoci této metody maji velkou pevnost a pruznost [42; 31].

3.4 Aplikace

V minulém stoleti bylo pfirodni hedvabné vldkno pouZivano jako Sici material. V dne$ni
dobé ptirodni vldkno jiz nema kromé¢ textilniho prumyslu velké vyuziti. V poslednich letech
vS8ak nalézd uplatnéni v tkanovém inzenyrstvi izolovany regenerovany fibroin. Takto
upraveny protein jiz je vhodny pro pouziti jako biomaterial v biomedicinskych aplikacich
[43]. Samotny materidl se Spatné€ zpracovava kvili transformaci sekundarni struktury, proto
se Casto kombinuje s vhodnym aditivem, naptiklad ke zlepSeni viskozity, nebo doby
gelovaténi. [44]. Diky velkoprodukci je na celém svété k dispozici 400 000 tun suchych
kokonti bource morusového. Vldkna se v prvni fadé musi rozpustit a nasledné zpracovat do
pozadované formy materidlu. Z pfipravenych roztokli fibroinu lze vytvofit celou fadu

riznych druhli materialt pro biomedicinské aplikace [45].

3.4.1 Hedvabné filmy

Folie z hedvabného fibroinu lze odlévat ze systému organickych a vodnych rozpoustédel.
Hedvéabné filmy pfipravené na bazi vodného roztoku hedvdbného fibroinu vykazuji
propustnost pro kyslik a vodni paru, ktera je zavisla na poméru struktur SILK I a SILK II
[46]. Pomoci 50 % methanolu lze vyvolat zménu struktury hedvabi, pfi¢emZ vysledna
struktura zavisi na délce trvani piisobeni methanolu. Zmény ve vysledné struktuie se
projevuji na odliSnych mechanickych a degradacnich vlastnostech folii [47]. Nanovrstvy

hedvéabného fibroinu lze taky vytvofit z vodného roztoku metodou vrstva po vrstvé. Tyto
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ultratenké filmy jsou velmi stabilni, jelikoz obsahuji hydrofobni interakce [48]. Bunénou
adhezi k povrchu lze podpofit tvorbou povrchové mikrotextury. Jednou z moznosti
texturizace povrchu je tvorba filmu ze smési hedvabi s polyethylenoxidem (PEO) [49].

Takto vytvotené filmy jsou vhodné pro aplikace pii hojeni ran a regeneraci kostni tkan¢ [50].

3.4.2 Hedvabné hydrogely

Hydrogely jsou trojrozmérné polymerni sité, které jsou fyzikalné odolné viici bobtnani ve
vodnych roztocich, ve kterych se nerozpoustéji. Hydrogely na bazi hedvabného fibroinu byly
piipraveny z vodného roztoku hedvabného fibroinu, ktery tvofi strukturu B-sheet. 1 [51].
Hedvéabné hydrogely lze pouzit napiiklad pro enkapsulaci riistovych faktorti pfi regeneraci

kostni tkané [52].

3.4.3 Netkané podlozky

Jedna se o dobré biomateridly diky velké ploSe a hrubsi topografii pro uchyceni bunék.
Hedvabny fibroin se pouziva k vyrobé netkanych hedvabnych podlozek ze znovu
zpracovanych pfirodnich hedvabnych vlaken nebo pomoci elektrostatického zvlaknovani.
Tyto podlozky byly pfipraveny rozpuSténim piirodnich hedvdbnych vlaken v kyseliné
mravenc¢i s piidavkem chloridu vapenatého. Tyto netkané textilie vykazuji dobrou

biokompatibilitu pti in vivo testech [53].

3.4.4 Porézni houby

Porézni houbovité scaffoldy umoziuji v tkdnovém inzenyrstvi dobrou proliferaci, uchyceni
bunék a migraci Zivin a metabolitl a jsou vhodné opét pro vyvoj ndhrad kostnich tkani.Byly
pouzity regenerované a vodné roztoky hedvabného fibroinu pti ptiprave poréznich hub, které
byly vytvofeny pomoci porogeni, lyofilizace a plynové pény. Houbicky na bazi

rozpoustédla byly pfipraveny za pouZiti chloridu sodného, nebo cukru [54].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 27

4 3D TISK HEDVABNEHO PROTEINU

Pouziti 3D tisku pro zpracovani bilkovin je v souc¢asné dobé jednim z nejvyznamnéjsich
zpusobt, jak vytvofit konstrukce s pfesn¢ definovanymi rozméry. 3D tisténé proteinové
scaffoldy maji pro medicinské aplikace veliky vyznam [55]. Tisknutelnost hedvabného
proteinu je komplikovéana pfechodem do sekundérni struktury f-sklddaného listu pod vlivem
pusobeni smykovych sil. Rovnéz mechanické vlastnosti vytiskil z Cist¢ho regenerovaného
fibroinu nejsou pro fadu aplikaci dostacujici. Z tohoto diivodu je nezbytné upravit slozeni
tiskového materialu a proces tisku tak, aby bylo vilbec mozné danou strukturu vytisknout a
nasledné taky =ziskat pozadované vlastnosti vytisténého materidlu [56]. ZlepSeni
mechanickych vlastnosti ndm umozni lepsi kvalitu tisku, tudiz po smichani hedvabi s dalsi
vhodnou latkou byla umozZnéna tisknutelnost materidlu v rozumné kvalité. Dal§im dilezitym
meéfitkem v tom, zda bude material vhodny k tisku a jaké budou jeho vlastnosti po tisku je
konec¢na viskozita roztoku, se kterou byva casto velky problém. NejvyznamnéjSimi takto
vytvofenymi materidly jsou rtizné hydrogely [57]. Existuji 1 moznosti, které¢ nevyzaduji
nutnost pouziti pfidavnych aditiv kompenzujici nedostatky hedvéabi [58], ovSem tyto
techniky nejsou moc vyuzivany zdidvodu casové nebo finanéné néarocné, piipadné

neposkytuji konstrukce v pozadované presnosti.
4.1 Materialy vhodné pro tisk s fibroinem

4.1.1 Anorganické materialy
Hydroxyapatit

Biomaterial na bazi hydroxyapatitu a hedvabného fibroinu se v biomedicinskych aplikaci
pouzivé pro vyvoj nahrad kostni tkané. Pfirodni kost patii mezi kompozitni material, ktera
obsahuje urcity podil organické a anorganické matrice. Anorganicka matrice obsahuje prave
hydroxyapatit, a proto tento materiadl zlepSuje regeneraci kosti [59]. Hedvabny fibroin
obsahuje aminokyseliny a karbonylové skupiny. Diky specifickym vlastnostem hedvabného
fibroinu ndm aminokyseliny umoznuji rychlejsi zahojeni zlomenin a karbonylové skupiny
vyrazné ovliviiuji samotnou mineralizaci pomoci hydroxyapatitu [60]. Ve studii Huang et
al. byly navrzeny trojrozmérné tisténé porézni scaffoldy na bazi biomineralizované¢ho
hydroxyapatitu v kombinaci s hedvabnym fibroinem a alginatem ve funkci pojiva, obr. 9

[61].
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Obr. 9: 3D tisteny scaffold na bazi fibroinu a hydroxyapatitu [61]

4.1.2 Prirodni polymery
Kyselina hyaluronova

Metakrylat kyseliny hyaluronové je pfirodni linearni glykosaminoglykan, ktery se sklada
z opakujicich se disacharidovych jednotek [62]. Samotny fibroin bez pouZiti tohoto aditiva
je velmi kiehky a diky vlastnostem metakrylatu kyseliny hyaluronové l1ze kiehkost scaffoldii
eliminovat, zaroven metakrylovana kyselina hyaluronovd umoziuje fotozesiténi smési za

vzniku hydrogelu (obr. 10), vhodného pro zpracovani metodou 3D tisku [63].

.

Pred fotozesiténim Po fotozesiténim

Obr. 10: Porovnani hydrogelii pred a po fotozesiteni pod UV svétlem [63]
Alginat
Jak bylo zminéno vyse, alginat funguje pfi tisku jako pojivo, je snadno deformovatelny a
dobie tisknutelny. Zaroven je biokompatibilni a snadno biodegradovatelny [64]. Pomoci
smichani alginatu a hedvabného fibroinu bylo dosazeno pomérné¢ vysoké rychlosti

gelovaténi, coz je jednim z hlavnich diivodii kombinovani téchto dvou materiali. Pomoci
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chelatacnich Cinidel I1ze do jist¢ miry dale upravit strukturu vyslednych materidlti. Na
obrazku 11 byla pozorovana zména ve struktufe materialt, které byly opatfeny chelata¢nimi

&inidly [65].

Obr. 11: Snimky ze SEM a) material neopatieny chelatacnimi cinidly b) materidl opatieny
pomoci chelatacnich cinidel [65]

Kolagen

Pro regeneraci kostni tkan¢ je vhodnou kombinaci fibroin s kolagenem. Existuji rizné typy
kolagenti, z nichz je nejvice vyuzivan kolagen typu 1. Jedna se o protein ze savéich tkani
[66]. Samotny kolagen pro regeneraci kostni tkané neni ptili§ vhodny, vzhledem ke své nizké
mechanické pevnosti, fibroin ve smési vSak vytvoii dostatecnou strukturdlni podporu pro

rust bunék. [67]. Na obr. 12 je znazornéna tiSténa miizka na bazi kolagenu a fibroinu [68].

Obr. 12: Scaffold 3D tistené smési kolagenu s fibroinem [68]

Zelatina

Casteénym derivatem kolagenu je Zelatina, kterA ma pomé&mé malou antigenicitu a velmi
dobrou biokompatibilitu. Samotna Zelatina vzhledem ke své velmi rychlé degradaci a malé
pevnosti predstavuje nevhodny materidl pro 3D tisk, ale po smichani s hedvabnym fibroinem
1ze dosahnout velmi dobrych vlastnosti vytvotenych scaffoldd [69]. Ke smési lze ptidat
bioaktivni aditiva, jako afinitni peptid fungujici jako bariéra pro krevni srazeninu [70]. Ve
studii Rodrigez et al. byl navrzen postup, jak zlepsit cytotoxicitu hydrogeld na bazi Zelatiny

a fibroinu  zplGsobovanou zbytkovymi sitovacimi ¢inidly jejich  nahradou
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polyethylenglykolem [71]. Mechanické vlastnosti téchto scaffoldii 1ze nasledné zlepSit
transformaci sekundarni struktury fibroinu na konformaci mechanicky pevnéjsiho B-

skladaného listu [72]. Schéma konformac¢niho ptechodu je zndzornéno na obrazku 13 [70].

/\JU\KJUYH
/\)Lg(\)u&%

Obr. 13: Schéma reakce struktury hedvabného fibroinu p-listu pomoci upravy etanolem
[70]

Scaffoldy na bazi fibroinu a zelatiny (obr. 14) ptedstavuji vhodnou kombinaci materialti pro

X

regeneraci chrupavcité tkan¢ [70].

Obr. 14: Tisteny scaffold na bazi fibroinu a zelatiny [70]

4.1.3 Syntetické polymery
Polyethylenglykol

Pro pfipravu umélé kbze se vyviji kompozitni hydrogely na bazi fibroinu
s polyethylenglykolem. Pro vytvotfeni komplexni struktury kiize byly pfi bunéénych testech
fibroblasty tiStény pifimo v hydrogelu a keratinocyty byly kultivovany na povrchu hydrogelu.
Schématické znazornéni struktury PEG4A v kombinaci s hedvabnym fibroinem je na

obrazku 15. Tyto hydrogely byly pfi tisku stabilizovany fotositovanim. [73]
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Obr. 15: Fotozesitovany PEG4A obsahujici hedvabny fibroin [73]
Polyvinylalkohol

Pro tvorbu hydrogelu pro nahradu uSni chrupavky je vhodna kombinace hedvabného
fibroinu a polyvinylalkoholu [74]. Dale byly vyvijeny tisténé scaffoldy na bazi fibroinu a
polyvinylalkoholu v kombinaci s algindtem (obr. 16) pro ndhrady kostni tkané. Alginat ve

smési simuluje texturu kostni tkang, polyvinylalkohol plni funkei pojivovych komponent

extracelularni matrix, fibroin slouZzi jako strukturni protein v matrici [75].
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Obr. 16: Rez morfologii tisténého scaffoldu na bazi polyvinylalkoholu a algindtu (A, B) a
polyvinylalkoholu, alginatu a hedvabného proteinu (G, H) [75]

Takto vytvorené materidly mély velmi dobrou schopnost vazat vodu k poskytnuti vhodného
struktury, byl botnaci pomér, velikost porti, vyslednd morfologie a tepelné a chemické
vlastnosti. Velkou pfednosti tohoto hydrogelu byla dobrd mechanicka pevnost. Hedvabny
protein v kombinaci s polyvinylalkoholem béhem in vivo testd nevyvolava témét zadnou

imunitni odezvu [76].

DalSim syntetickym polymerem, ktery lze pouZit pro pfipravu smési s fibroinem je
polykaprolakton. Vzhledem k naplni experimentalni ¢asti prace bude této oblasti vénovana

samostatna nasledujici kapitola.
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5 SMESI HEDVABNEHO PROTEINU S POLYKAPROLAKTONEM

Polykaprolakton patii do skupiny polyesterii a jednd se o biodegradabilni synteticky
polymerni material [21]. Schematicky vzorec polykaprolaktonu je uveden na obr. 17 [77]
Smés fibroinu a polykaprolaktonu se vyuziva napiiklad pfi vyvoji implanovatelnych
podptrnych desticek pro 1écbu zlomenin [78]. Cengiz et al. ve své studii navrhli scaffoldy
z 3D tisténého PCL, kdy pory v tisténé miiZce byly vyplnény fibroinem po namoceni vytisku

do proteinového roztoku, vysledna struktura viz obr. 18 [79].

Obr. 18: Vytvorené scaffoldy s PCL a hedvabnym fibroinem [79]
Mikrostrukturalni analyza potvrdila, Ze propojeni fibroinu a polykaprolaktonu bylo uspésné.
Hedvabny fibroin zajistuje velmi dobré botnavé vlastnosti, vytvorené kompozitni struktury

podporuji adhezi, proliferaci a metabolickou aktivitu [79].

Mikroc¢astice hedvabi v matrici polykaprolaktonu maji vliv zejména na biologické a
degradac¢ni vlastnosti materialu [80]. Vyrazngjsi vliv na zlepSeni mechanickych vlastnosti
kompozitu ma fibroin ve formé mikrovlaken ziskanych hydrolyzou nativnich vlédken a to
diky zachovanému velkému poméru B-sklddanych listti. Pevnost PCL matrice vyztuzené
fibroinovymi mikrovldkny odpovidd kosterni tkéni, k jejiz regeneraci jsou i diky

osteokonduktivité fibroinu tyto kompozity vhodné [81].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

34

II. PRAKTICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 35

6 MATERIALY A METODY

6.1 Popis experimentu

Cilem experimentalni ¢asti prace byla piiprava polymernich smési s obsahem hedvabného
proteinu a jejich zpracovani metodou 3D tisku. Jako polymerni matrice byl zvolen
polykaprolakton, predstavujici material vhodny pro zpracovani 3D tiskem i1 pro kombinaci
s hedvabnym proteinem [82]. Inkorporace fibroinu do PCL matrice vede ke zlepSeni
mechanickych vlastnosti a bunééné adheze [80]. Tisténé miizky byly pfipravovany
extruznim tiskem zroztoku téchto dvou polymerti v hexafluoroisopropanolu a byly
sledovany zmény v povrchové struktuie miizky v zavislosti na obsahu hedvabného proteinu
ve smési. Déle byly studovany strukturni zmény ve vytiscich zptisobené ptidavkem $patného

rozpoustédla do smési.

6.2 Pouzité chemikalie

Pro tisk miizek byl pouzit synteticky polymer polykaprolakton (Mn 80 000 kDa, Sigma
Aldrich) v kombinaci s hedvabnym proteinem z kokoni bource morusového (dodany
Univerzitou Bayreuth). V prib¢hu izolace proteinu byl pouzit uhli¢itan sodny a bromid
lithny (Sigma Aldrich). Pro pfipravu roztokli byl pouzit hexafluoroisopropanol p.a. (HFIP);
99 % (abcr Gmbh), dimethylsulfoxid p.a. (DMSO); 99,99% (VWR Chemicals). Vybrané miizky
byly fluorescencéné znaceny pomoci fluorescein isothiokyanat dextran (FITCD, Mw 59 000 —

77 000, Sigma-Aldrich).
6.3 Pouzité pristroje

6.3.1 Bio 3D tiskarna

Tisk mfizek byl proveden pomoci 3D biotiskdrny Bio X (Cellink). Tiskarna nabizi moZnost
tisku pomoci riiznych typt tiskovych hlav, v této praci byla aplikovana tiskova hlava
pneumatickd. Jednotlivé parametry tisku (tloustka jehly, tvar miizky, rychlost tisku, tlak,
teplota) byly nastaveny pifimo v softwaru tiskarny, miizky byly tiStény podle STL souboru

z databaze tiskarny.

6.3.2 Digitalni mikroskop

Na zaznamenani celkového tvaru miizky byl pouZit digitdlni mikroskop Dino-Lite Edge

AMA4815ZT vyrobeny spole¢nosti Dino-Lite.
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6.3.3 Skenovaci elektronovy mikroskop

Morfologie povrchu miizky byla zaznamenana pomoci skenovaciho -elektronového
mikroskopu (SEM) Phenom Pro(Phenom World). Vzorky byly upevnény na ter¢ik pomoci
oboustranné uhlikové pasky a pokoveny smési paladia a zlata po dobu 60 s v argonovém
plazmatu. Snimky byly pofizovany se zvétSenim 500x, 1000x a 4000x pii urychlovacim
napéti 10 kV.

6.3.4 Mikroskop atomarnich sil

Topografie jednotlivych vytiskli byla charakterizovana pomoci mikroskopu atomarnich sil
(AFM) Dimension ICON (Bruker). Tato charakterizacni mikroskopicka metoda vyuziva ke
skenovani povrchu sondu, pfi¢emz vysledny obraz je ziskavan na zaklad¢ silovych interakci
mezi hrotem sondy a atomy na povrchu vzorku. Rychlost skenovéni byla 0,5 Hz s rozliSenim
512 x 512 pixelli, méfeni probihalo pti pokojové teploté na vzduchu s vyuzitim poklepového
rezimu. Pro méfeni byla pouzita sonda s rezonan¢ni frekvenci 70 kHz a konstantou tuhosti
0,4 N/m (ScanAsyst-Air, Bruker). Obrazova analyza byla provedena v programu Gwyddion,

verze 2.55, a Imagel, verze 1.6_0 24.

6.3.5 Konfokalni mikroskop

Fluorescen¢né znacené miizky byly zobrazeny pomoci konfokalniho mikroskopu Fluoview
FV3000 (Olympus). PouZité barvivo mélo excitacni vinovou délku 490 nm a emisni vinovou

délku 520 nm.

6.3.6 FTIR

Analyza materidlového sloZzeni miizek byla provedena pomoci FTIR spektrometru od
spolecnosti Nicolet iS5 vyuzivajici techniku ATR s Ge krystalem. Na méfeni bylo pouzito

32 skenti v rozliSeni 4 cm™! a rozsahu 400 az 4000 cm™.

6.4 Izolace fibroinu

Existujyi rtizné pristupy pro izolaci fibroinu z kokont [36; 83; 84]. Zvolené procesni
parametry maji posléze vliv na vlastnosti ziskaného proteinu, proto je dilezité k dosdhnuti
spravnych vlastnosti zvolit jeden postup a ten zcela korektné dodrzet. V této praci byl
s mensimi upravami nasledovan postup dle D. L. Kaplana, schematicky zndzornén na obr.
19 [35]. Hedvabné vlakno obsahuje 2 typy proteind, fibroin a sericin. Aby bylo hedvabi

vhodné pro biomedicinské aplikace, musi se nejprve izolovat z kokonli bource moruSového
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procesem zvanym degumming, pii kterém dochazi k odstranéni sericinu. Vysledek

degummingu je schematicky znazornén na obr. 19.

B Sericin

Degumming
D

Nativni hedvabi Fibroin

Obr. 19: Schéma odstranéni sericinu [23]

Pro odstranéni sericinu byly nastfihané kokony (obr. 20) vateny v 0,02M vodném roztoku
NayCOs po dobu 1 h. Vytéznost byla obvykle kolem 3,5 g fibroinu na 5 g kokont, coz
s ohledem na necistoty v surovém materidlu odpovida ptiblizné obsahu 75 hm. % fibroinu
v hedvdbném vldknu [85]. Nasledné¢ byla ziskand fibroinovd vldkna opakované
proplachovéna ultracistou vodou a suSena pies noc pii 50 °C. Nasledovalo rozpousténi
fibroinu v 9,3M LiBr, kdy na 1 g fibroinu byly pouzity 4ml LiBr. Fibroin se rozpoust¢l
v LiBr po dobu 4 h pfi 60 °C. Nasledné byl LiBr z roztoku odstranén pomoci dialyzy proti
vode (6 vymén vody v pribéhu 48 h).
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Regenerovany

fibroin

Obr. 20: Schéma izolace fibroinu [35]
Pro odstranéni zbylych necistot z vodného roztoku fibroinu byla provedena centrifugace pfti
9000 rpm, 4 °C, 2x po 20 minutich. Vodné roztoky byly nasledné lyofilizovany.
Lyofilizovany fibroin (obr. 21) 1ze dale opétovné rozpoustet a zpracovavat do pozadovanych

morfologii, zaroven se lyofilizaci prodlouzi doba skladovatelnosti.

Obr. 21:Vlevo vstupni surovina ve formé kokonii, vpravo lyofilizovany fibroin

6.5 Priprava roztoki pro tisk

BMF i1 PCL byly rozpoustény zvlast v HFIP po dobu cca 6 h na tfepacce pii pokojové
teploté. HFIP bylo zvoleno z toho divodu, Ze dobte rozpousti oba zpracovavané polymery.

Tyto roztoky byly nasledné smichany dohromady, hmotnostni poméry mezi BMF a PCL
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byly zvoleny 1:10, 1:5, 1:2,5 a 1:2,3. Objem rozpoustédla byl volen tak, aby vysledny pomér

mezi pevhym podilem a rozpoustédlem byl 1:6 a 1:9 (g : ml).

Spatné rozpoustédlo DMSO bylo ptidavano k vychozim roztokéim v poméru 0,01 ml DMSO
na 1g roztoku PCL nebo pfipravené smési BMF-PCL.

V ptipadé¢ fluorescencniho znaceni roztoku byl FITCD rozpoustén v DMSO v poméru 1:150
(mg : ul). Fluorescen¢né znaceny DMSO (F-DMSO) byl poté ptidavan ke smeési BMF a PCL
v poméru 0,03 ml F-DMSO na 1 ml smésného roztoku BMF-PCL.

6.6 Parametry tisku pripravenych roztoki

Tisk mfizek byl proveden mikroextruzi zroztoku pomoci pneumatické hlavy na 3D
biotiskarné. Rozmér vytisténych miiZzek byl 10x10x0,3 mm s hustotou vnitini vyplné 15 %.
Pro vSechny tiS§téné miizky byla pouzita konicka Spicka o praméru 25G (0,26mm). Rychlost
tisku se pohybovala vrozmezi 3-10 mm-s’, tlak 30-100 kPa. Tyto parametry byly
nastavovany s ohledem na vlastnosti dan¢ho roztoku. Tisk probihal pii pokojové teploté

tiskové hlavy i tiskové podlozky.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Tisk smési PCL a BMF s dobrym rozpoustédlem

Pro tisk ¢istého PCL byly piipraveny roztoky z PCL a HFIP v poméru 1:9 g/ml. Struktura
povrchu mtizky z €istého PCL je znazornéna pomoci SEM na obr. 22. Lze pozorovat vznik

sférolitli, jejichz struktura je srovnatelna s literaturou [86].

Na obrazku 23 je zndzornéna pomoci AFM povrchova textura sférolitu ve vytisku z istého
PCL s detailnim snimkem uspofadani lamel. U profilového fezu na obr. 23 B je uvedena

nejvyssi vyska profilu Rz=(84+5) nm a primérna aritmeticka uchylka Ra=(14,1+0,9) nm.

Po pfidavku BMF k PCL Ize pozorovat v povrchové morfologii vytisku vyrazné zmény. Na
obr. 24 jsou znazornény SEM snimky vytisku z roztoku BMF a PCL v poméru 1:2,3. V prvni
fad¢ si Ize vSimnout, Ze ve srovnani s Cistym PCL (obr. 22) doslo ke zmenseni vzniklych
sféroliti pfiblizné¢ o polovinu. Déle lze na povrchu pozorovat Cetné Castice, které jsou
pravdépodobné tvoreny agregovanym fibroinem. Podobné castice lze sledovat v fezu

tisténych struktur na bazi fibroinu a polyvinylalkoholu ve studii Sangkert et al., obr. 17. [75]

Na obréazku 25 je znazornéna detailni struktura tohoto povrchu, pficemz lze pozorovat na

obr. 25 A zménu v uspofadani lamel sférolitu a rovnéZ na obr. 25 C ve fazi jsou zfetelné

¢astice v PCL matrici. Zaroveil doSlo ve srovnéni s ¢istym PCL ke zmenSeni parametri

drsnosti, Rz=(61+3) nm a Ra=(8,8+0,6) nm.

Obr. 22: SEM snimky povrchu vytisténé mrizky z cistého roztoku PCL s HFIP; ndhled celé
mrizky na snimku vlevo
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Ra=(14,1:0,9) nm  Rz= (84+5) nm

51 deg

Obr. 23: AFM snimek povrchu vytisténé mrizky z Cistého roztoku PCL s HFIP, A)
topografie, B) profilovy rez, C) fazovy kontrast mérenych ploch

Obr. 24: SEM snimky povrchu vytistené mrizky z roztoku BMF a PCL s HFIP, nahled celé
mrizky na snimku vlevo
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Obr. 25: AFM snimek povrchu vytistené mrizky z roztoku BMF a PCL s HFIP, A)
topografie, B) profilovy rez, C) fazovy kontrast mérenych ploch

16 deg

7.2 Vliv koncentrace fibroinu ve smési s PCL

Pro ndzorné zobrazeni vlivu pfitomnosti fibroinu v ti§téné smési na vyslednou strukturu byly
vytistény 3 miizky s obsahem BMF a PCL v pomérech 1:10, 1:5 a 1:2,5. SEM snimky téchto
povrchtl jsou na obr. 26. Se zvysujicim se podilem BMF ve smési 1ze pozorovat zmensujici

se sférolity PCL a zaroven narist poc¢tu ¢astic v matrici.

Na obr. 27 je zndzornéna povrchova textura pomoci AFM u stejnych vzorkd, jez byly
popsany na obr. 26. Lze pozorovat, Ze s rostouci koncentraci fibroinu ve smési dochazi k
naru$eni orientované¢ho uspotradani lamel PCL sféroliti. Objevujici se zmény ve struktuie
jsou vyznageny modrou Sipkou v detailu u obr. 27 B. Castice fibroinu v PCL matrici Ize

pozorovat opét ve fazi na obr. 27 D-F.
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Obr. 26: SEM snimky povrchu vytistéene mrizky z roztoku BMF a PCL s HFIP v poméru
BMF : PCL: A) 1:10, B) 1:5, C) 1:2,5; ; nahled celych mrizek na snimcich vievo
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Obr. 27: AFM snimky povrchu vytistené mrizky z roztoku BMF a PCL s HFIP v poméru
BMF : PCL: A) 1:10, B) 1:5, C) 1:2,5; D) — F) fazovy kontrast mérenych ploch pro dané
koncentrace BMF

Z méfenych ploch byly opét ziskany profilové fezy znadzornéné na obr. 28. Z analyzy
povrchu plyne, Ze s rostoucim obsahem fibroinu ve vzorku dochéazi ke snizeni parametrti

drsnosti a méni se celkovy profil povrchu.
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Obr. 28: Profilové rezy povrchu mrizky z roztoku BMF a PCL s HFIP v poméru BMF :
PCL:A) 1:10,B) 1:5,C) 1:2,5

Ptitomnost fibroinu a PCL ve vzorcich byla detekovana pomoci FTIR. Na obr. 29 je
znazornéno FTIR spektrum PCL. Pik s hodnotou vlno&tu 2950 cm! je charakteristicky pro
CH: asymetrické vibrace, nejvyssi pik ma hodnotu vlno¢tu 1720 cm™ a znaéi karbonylové
skupiny a na vlno¢tu 1180 cm™! se nachazeji OC-O vibrace [87]. Obr. 30 znazoriiuje FTIR
spektrum BMF. Mtizeme si zde v§imnout ¢tyf vyznamnych piki. Pik s vinodtem 3280 ¢cm’!

je charakteristicky pro O-H valen¢ni vibrace. Nejvyrazngjsi piky, které slouzi pro dikaz
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fibroinu, se nachazi na vlnoétech 1650 cm™ (Amid I), 1550 cm™ (Amid II) a 1180 cm’!
(Amid TIT) [88].

1720 cm™!
v
- _ 1180 cm’!
< \
2950 cm!
3500 3000 2500 2000 1500 1 000
Vinocet [cm™!]
Obr. 29:FTIR spektrum u cistého PCL
1650 cm'!
1550 cm!
o 1180 cm™!
<

< 3280 cm'!

3500 3 000 2500 2000 1500 1000

Vinocet [cm!]

Obr. 30: FTIR spektrum u cistého BMF
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Na obr. 31 je srovnani FTIR spekter ¢istého PCL s vytisky s rostouci koncentraci fibroinu.

S rostoucim podilem BMF v roztoku Ize u vytisténych miizek pozorovat postupny nartst

charakteristickych pikii pro fibroin v oblasti 1650 cm™ (Amid I) a 1550 cm™! (Amid II).

— Ciste PCL EMEF - PCL 1010 BMF - PCL 1.5 BMF - PCL 1:2.3
1720 cm!
l 1180 cmr?
1630 cm!

AL

|
J'I\\_ J| o

2030 cmr'!
l 1350 cm-!

3300 3 (00 2300 2000 1300 1000

Vinofet [cm-']

Obr. 31:FTIR spektrum u cistého PCL a BMF s rostouci koncentracit
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7.3 Tisk smési PCL a BMF se Spatnym rozpoustédlem

Za Ucelem zmény povrchové topografie vytiskll vlivem fazové separace byly pfipraveny
roztoky polymerti s dobrym a Spatnym rozpoustédlem. Na obr. 32 je pomoci SEM
znazornéna struktura roztoku PCL s HFIP v poméru 1:9 s pfidavkem DMSO. Lze si
vS§imnout, Ze vlivem Spatného rozpoustédla dochézi ke vzniku prohlubni mezi PCL sférolity.
Pti fazové separaci se dobré rozpoustédlo HFIP odpatuje rychleji, nez Spatné rozpoustédlo
DMSO. To tudiz zistavd ve smési del$i dobu a naruSuje poté strukturu matrice [89].
Velikost sférolitii ve srovnani s PCL pouze v dobrém rozpoustédle (obr. 22) zistava
zachovana. Na nékterych mistech kolem okrajt sférolitti také dochazi ke zméné topografie

povrchu, vyzna¢eno modrou Sipkou na obr. 32. Pii navazujicim vyzkumu bude nutné

zhodnotit vliv koncentrace DMSO ve smési na tuto strukturu.

Obr. 32: SEM snimky povrchu vytistéené mrizky z roztoku PCL s HFIP a DMSO; ; nahled
celé mrizky na snimku vievo

Na obrazku 33 je pomoci AFM zndzornéna povrchova textura tiSt€nych struktur z roztoku
PCL v HFIP s ptidavkem $patného rozpoustédla. Ve srovnéni s roztokem PCL bez $patného
rozpoustédla (obr. 23) dochazi ke zvyseni obou parametrii drsnosti (obr. 33 B) a tyto zmény
se projevuji na vzhledu orientovanych struktur, obr. 33 A. Vlivem ptidavku DMSO ke smési
se lamely tvofici sférolity zdaji byt separovanéjsi. Z vysledki plyne, Ze Spatné rozpoustédlo
ma vliv jak na mikroskopické uspotfadani sféroliti PCL matrice, tak na uspotfadani lamel ve

sférolitu.
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Obr. 33: AFM snimek povrchu vytistené mrizky z roztoku PCL s HFIP a DMSO, A)
topografie, B) profilovy rez, C) fazovy kontrast mérenych ploch

Pti ptidavku Spatného rozpoustédla ke smé€si BMF a PCL v poméru 1:2,3 rovnéz dochazi
k tvorbé prohlubni mezi sférolity, jak je patrné ze SEM snimkii na obr. 34. Dale lze
pozorovat opét zmenSeni sférolitu, stejné jako u obr. 24. Dulezitd je zde absence

fibroinovych ¢astic, 1ze vSak zaznamenat vyraznéjsi rozruseni struktury sférolitu.

Obr. 34: SEM snimky povrchu vytistené mrizky z roztoku BMF a PCL s HFIP a DMSO; ;
nahled celé mrizky na snimku vievo

Na obr. 35 je znazornéna detailni topografie vytiskti ze smési BMF a PCL s ptimé&si Spatného
rozpoustédla. Ze srovnani sobr. 33 A plyne, ze dochédzi k rozruSeni orientovaného

usporddani lamel sférolitu a na povrchu vznikaji prohlubné porézniho charakteru. Ve
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fazovém kontrastu na obr. 35 C lze rovnéz zaznamenat absenci ¢astic. Pfidavkem DMSO je
tedy potlaceno formovani fibroinu do Ccastic, ale dochazi k vyraznéjSimu naruSeni
orientovan¢ho sférolitického uspofddani makromolekul PCL. Na obr. 35 C s fazovym
kontrastem si lze v§imnout ostrivki mezi lamelami, kterd narusuji orientované uspotfadani
(oznaceno modrou Sipkou). Zajimavosti dale je, ze oproti samotnému PCL s DMSO nyni
doslo vlivem BMF ke zvySeni parametri drsnosti (srovnani obr. 33 B a 35 B), pficemz

v piipad¢ absence Spatné¢ho rozpoustédla byl trend opacny (srovnéni obr. 23 B a 25 B).

B

460 nm Ra=(35+3)nm  Rz= (207+6) nm

50 nm
—

121 nm

0

Obr. 35: AFM snimek povrchu vytistené mrizky z roztoku BMF a PCL s HFIP a DMSO, A)
topografie, B) profilovy rez, C) fazovy kontrast mérenych ploch

Z provedenych experimentli plyne, Ze po smichani roztoku PCL a BMF dochazi
k agregovani hedvabného proteinu do ¢astic v nano az mikro rozmeérech, kdy tyto Castice
maji za nasledek zménu uspotadani sférolith PCL matrice. Pfidavkem Spatného rozpoustédla
dochazi vlivem fazové separace rovnéz k rozruSeni uspofddani matrice na vice urovnich,

zaroven se zda, Zze DMSO ovliviiuje strukturu hedvabného proteinu v matrici.

7.4 Fluorescencni znaceni tiSténych struktur

V posledni fadé€ byly provedeny experimenty s fluorescen¢nim znacenim fibroinu ve smési
s PCL s cilem nalézt moznost, jak odliSit tyto dvé slozky smési. Piiprava fluorescencné

znacené¢ho roztoku je popséna v kapitole 6.4. Na obr. 36 jsou snimky z konfokalniho
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mikroskopu zobrazujici tiSténou mfizku z roztoku BMF a PCL s ptidavkem fluorescenéniho
barviva vcetn¢ Spatného rozpoustédla. Na obrazcich lze pozorovat prohlubné mezi
jednotlivymi sférolity PCL a zaroven si lze vSimnout sviticich ¢astic v matrici. Ackoliv
velikost a distribuce barevnych ¢astic koreluje se SEM snimky znazornujicimi PCL
v kombinaci s BMF, v soucasnosti nelze s urcitosti fict, zda se jedna o preferencné barveny
hedvabny protein. Této oblasti bud¢é vénovana pozornost v budoucim vyzkumu, stejné jako
zkoumani vlivu koncentrace Spatného rozpoustédla na topografii tisténych struktur a

morfologii sféroliti.

A

Obr. 36: Snimky fluorescencné znacené tistené mrizky porizené pomoci konfokalniho
mikroskopu A) zobrazeni v prochazejicim svétle. B) zobrazeni ve fluorescencnim modu, C)
slozeny obraz
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ZAVER

V ramci bakalatské prace byly studovany moznosti piipravy polymernich smési s obsahem
hedvéabného proteinu a jejich zpracovani pomoci 3D tisku. Z provedené reserSe a rovnéz
z provedenych experimenti vyplynulo, Ze zpracovani samotného hedvabného proteinu
pomoci 3D tisku je vlivem sekundarnich zmén ve struktufe proteinu obtizné. Lze vSak vyuzit
jeho mechanické a biologické vlastnosti ptidanim do jiného biomaterialu a tim optimalizovat
vlastnosti vysledného vytisku z hlediska stability a biokompatibility. Jednim ze syntetickych
polymerti vhodnych pro aplikace v tkanovém inzenyrstvi je polykaprolakton. Scaffoldy

ptipravené z PCL a fibroinu podporuji bunécnou adhezi i proliferaci.

V praktické ¢asti byly pfipraveny rtizné varianty roztokli na bazi hedvabného proteinu a
polykaprolaktonu. V prvni fadé byly srovnany vytisky z ¢istého PCL a PCL ve smési BMF,
pficemz bylo zjisténo, ze BMF tvoifi v PCL matrici ¢astice, narusuje uspotfadani sférolitti
PCL a ma tak zcela klicovy vliv na povrchovou strukturu vytisku. S nariistajici koncentraci
BMF ve smési bylo mozné sledovat postupné zmény v uspotadani lamel sférolitd stejné jako

nartiistajici mnozstvi fibroinovych ¢éastic v matrici.

Co se tykad vlivu Spatného rozpoustédla v roztoku na povrchovou texturu vytisku, bylo
zjisténo, ze Spatné rozpoustédlo plisobi na strukturu vytisku na vice urovnich - zptisobuje
vznik prohlubni mezi sférolity PCL a rovnéz ovliviiuje i uspofadani lamel sférolitu. Na
povrchu vytisku byly misty objeveny plochy s jamkovou povrchovou texturou, s vysSim

podilem DMSO ve smési by mohlo byt dosazeno vyraznéji porézni textury.

Hedvabny protein v polymerni matrici ma za nésledek nejen zlepSeni mechanickych
vlastnosti a biokompatibility materidlu, ale rovnéz mize slouzit jako nosi¢ pro biologicky
aktivni latky a tim umoZznit povrchovou modifikaci tiSténych struktur [90]. Prvotni snahou
bylo oznacit hedvabny protein pomoci fluorescencniho barviva, tato oblast bude vSak dale

rozvijena v budoucim vyzkumu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

PCL
BMF
Na,COs
LiBr
DMSO
AFM
SEM
HFIP
FITCD
FTIR
Da

hm.%

Polykaprolakton

Bombyx mori fibroin

Uhli¢itan sodny

Bromid lithny

Dimethylsulfoxid

Mikroskop atomarnich sil
Skenovaci elektronovy mikroskop
Hexafluoroizopropanol
Fluorescein izothiokyanat dextran
Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
Daltnon

Hmotnostni procento

Absorbance
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