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Vyvoj tkdnovych nahrad zaznamenal v poslednich desetiletych vyrazny posun od tradi¢nich
materialii representovanych kovy ¢i keramikou, pies synteticky ptipravené polymery az po biopolymery.
Na tuto skuteCnost autorka poukazuje v kapitole ,,Soucéasny stav FeSené problematiky* s tim, ze se
zaméfuje na zivoCiSn€é proteiny kolagen a hedvabny protein, které patii mezi nejvyznamnéjsi
biopolymery s vybornymi mechanickymi vlastnostmi, biokompatibilitou, biodegradaci (s mozZnosti jeji
adjustace) a zpracovatelnosti Sirokou Skalou technik (liti, zvlaknovani, lyofilisace ¢i 3D tisk).
Doktorandka se Vv literarni studii soustfedila dale na modifikaci zpracovatelskych a uzitnych vlastnosti
(nejen mechanické, ale i optické) uvedenych zakladovych polymernich matric, napf. misenim s jinymi
polymernimi systémy ¢i upravou povrchového vzoru. Rovnéz také vzajemnym misenim uvedenych
biopolymert s chitosanem ke zlepseni bunééné adhese.

Na zakladé¢ zhodnoceni vysokého potencidlu hedvdbnych proteinit pro vyuziti v tkanovém
inzenyrstvi si doktorandka stanovila cile disertacni prace, které reaguji na aktualni know-how ptipravy
3D matric elektrospinningem a 3D tiskem, avSak s nedostate¢nymi informacemi tykajici se zpracovani
hedvébného proteinu, zménami sekundarni struktury fibroinu, strukturou pfipravenych konstruktt, ¢i
moznostmi piipravy smési s polykaprolaktonem. Mezi dalsi cile patfilo napt. sledovani proliferace
bunéénych linii na pfipravenych texturovanych povrsich.

Teoreticky ramec disertacni prace velmi dobie koresponduje se stanovenymi cili prace. V prvni
¢asti doktorandka diskutuje vliv materialového slozeni, chemickych a fysikalnich vlastnosti povrchu a
topografie na interakci s biologickym prostiedim. V dalsi ¢asti se vénuje vyznamu bilkovin nejen jako
zakladového substratu pro tvorbu konstrukti, ale rovnéz jako regulatorti bunéénych procest a materiali
na tvorbu povlaki s funkénimi vlastnostmi (adhese, migrace buné€k). Podstatna ¢ast teoretického ramce
je zamétena na produkci hedvabného proteinu domestikovanym bourcem moruSovym, isolaci fibroinu
separaci doprovodnych slozek vhodnymi rozpoustédly a nasledné rozpusténim fibroinu.
Aminokyselinové slozeni a molekulova hmotnost ovliviiuji rheologické a zpracovatelské vlastnosti
fibroinu. Mezi nejcastéji diskutované zplsoby zpracovani isolovaného fibroinu patii liti jeho roztok;
volba pouzitého rozpoustédla ovliviiuje strukturu fibroinu, coz ma vliv na nékteré vlastnosti
ptipravenych filma. Déle pak elektrostatické zvlaknovani, vyroba 3D struktur extrusnim tiskem, casto
v kombinaci s kolagenem pro adjustaci mechanickych vlastnosti.

Ve zvolenych metodach zpracovani polymernich systému jsou popsany principy 3D tisku jiz
zminénym extrusnim kontinualnim vytlaCovanim, rovnéz davkovanim polymeru ve formé kapek na
podkladovy material (tzv. InkJet tisk); tvorba vlaken v mikro-nano rozmeérech elektrospinningem;
pfiprava mikro-nano texturovanych vzori metodou fazové separace.

Experimentalni ¢ast je velmi obsahla. Ing. Kocourkova si z dodané suroviny sama pfipravila
isolat fibroinu, ktery byl pro naslednou pfipravu filmt rozpustén v hexafluoroisopropanolu na 2%
roztok. U pfipravenych filmt byla provedena texturisace povrchu dynamickym zptsobem (sekvenované
davkovani smési rozpoustédel na rotujici substrat) a statickym zptsobem (v exsikatoru); poté selektivni
znaceni povrchu. Ze zpracovatelskych technik pfipravy fibroinovych matric je popsan 3D tisk, pfed nimz
byl fibroinovy roztok smichan s roztokem polykaprolaktonu v riznych pomérech. Dale pak piiprava
vlaken elektrospinningem, ptfi némz doktorandka testovala rlizna rozpoustédla fibroinu a rovnéz byla
ovétena priprava vlaken s ptimési polykaprolaktonu.

Ve vysledkové ¢asti zabyvajici se ptipravou texturovanych filmi z fibroinu bylo ke studiu zmén
pouzito nékolik pokrocilych charakterizacnich metod. Stupen transformace sekundarni struktury byl
analysovan metodou FTIR, ke studiu zmén hierarchickych struktur povrchu byla vyuzita mikroskopie
atomarnich sil (AFM). Bunécnéd proliferace byla meétfena fluorescenénim mikroskopem. V dalsi
vysledkové ¢asti jsou zastoupeny filmy (3D tisténé miizky) slozené ze smési fibroinu a PCL. SEM bylo
potvrzeno zmenSeni sférolith PCL a prstencové uspofadani struktur v pfitomnosti fibroinu. Tato
skute¢nost byla dale detailn€ prozkoumévana na stejnych smésich, z nichZ byly odlévanim ptipraveny



filmy. Po ptekroceni urcité koncentrace fibroinu doslo k zastaveni tvorby sféroliti. Elektrospinningem
pak byla z fibroinu pfipravena vlakna; testovala se rizna rozpoustédla a koncentrace fibroinu, ¢imz lze
regulovat tloustku a mechanické vlastnosti vlaken, ale rovnéz rychlost samotného zvladkinovani. Dal§im
vyznamnym vysledkem je potvrzeni samo-organisovani makromolekul pavouciho proteinu do fysikalni
sité.

Prinos disertacni prace pro praxi je vécné uveden na str. 84. Krom¢ aplikace studovanych
matric napf. pii hojeni ran lze do pfipravenych konstruktii vazat aktivni latky pro cilené bunécéné
interakce. Disertace ma piinos i v oblasti zdkladniho vyzkumu — konformacni studie fibroinu versus
zpracovatelska technika.

Disertacni prace je dobie strukturovand a velmi peclivé sepsand. Nejen pro procteni disertacni
prace, ale i1 z prehledu publikacnich, projektovych a jinych aktivit je zfejmé, ze doktorandka se velmi
dobfe orientuje v problematice polymert a biopolymerid pouzivanych pro ucely tkdnového inzenyrstvi,
soucasného know-how V oblasti pfipravy texturovanych filmu a interakci bun¢k a pokrocilych metod
ptiprav matric pro ucely tkdnového inzenyrstvi.

Svymi publikaénimi vystupy (6 publikovanych ¢lankd v IF periodikach, 6 piispévkad na
odbornych konferencich; dale 3 IF ¢lanky v recensnim fizeni), 9 feSenymi projekty (napt. IGA, GACR,
JUNG) ing. Kocourkova prevysSuje pozadavky kladené na Ph.D prace. Doktorandka v ramci své
disertace dale vedla 3 bakalaiské prace a velmi dobie tak propojila svoje aktualné fesené védecko-
vyzkumné téma s pedagogickou aktivitou. Byla zapojena rovnéz do piimé pedagogické ¢innosti katedry,
pfi niz se podilela na vyuce seminafi a laboratornich cviceni. Cést experimenttl provadéla na zahraniéni
université (celkem 3 stdze) v Némecku.

Pro prostudovani diserta¢ni prace a z prehledu vystupt za 4 roky je zfejmé, ze ing. Kocourkova
jednozna¢né prokazala schopnost samostatné védecké prace, a proto doporucuji jeji praci
k obhajobé a po aspésném obhajeni udéleni titulu Ph.D.

Otazky k diskusi:

1. Na zéklad¢ ¢eho byl zvolen uvedeny pomér dobrého (HFIP) a $patného (DMSO) rozpoustédla
pro dynamickou texturisaci povrchu fibroinovych filmt?

2. Jaké mnozstvi vody bylo pouzito v modifika¢ni smési na texturisaci povrchu fibroinu?

3. Cim je zpiisobena rozdilna rychlost proliferace lidskych fibroblastii na fibroinovém povrchu za
riznych podminek modifikace?

4. Blize specifikujte varianty roztokl polykaprolaktonu s hedvabnym proteinem pro 3D tisk. Jaka
je kriticka hranice téchto roztokd?

5. Mohla byste, na zakladé VaSich vysledkd, blize specifikovat aplikaéni potencial fibroinovych
struktur na vyrobu umélé kiaze? Pokuste se zhodnotit tyto aspekty: technologie pfipravy,
vlastnosti, cena, limity.
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