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Abstrakt 
 

Práce se zaměřuje na přípravu strukturovaných proteinových povrchů pro 

aplikace v tkáňovém inženýrství. Hlavním cílem bylo vytvořit konstrukce 

na proteinové bázi s různými povrchovými texturami pomocí odlévání 

v kombinaci s fázovou separací a technikami 3D tisku a electrospinningu. Studie 

zohledňuje význam proteinů a dalších vybraných polymerní systémů v tkáňovém 

inženýrství a jejich klíčovou roli při interakci buněk s povrchem. V rámci 

experimentální činnosti byly připraveny samonosné hierarchicky texturované 

filmy pomocí fázové separace, přičemž byl prokázán pozitivní vliv připravených 

povrchů na proliferaci vybraných typů buněk umožňující jejich potenciální 

aplikaci v oblasti hojení ran. Pro zpracování metodou 3D tisku byly připravovány 

směsi fibroinu s polykaprolaktonem. V rámci této oblasti byl studován vliv 

přítomnosti fibroinu na mikro- a nanostrukturu polykaprolaktonu. 

Na připravených vlákenných konstruktech byla sledována buněčná proliferace 

a kontaktní vedení buněk s možným přesahem do neuroregenerace. 

 

Abstract 
 

The work focuses on the preparation of structured protein surfaces for tissue 

engineering applications. The main objective was to create protein-based 

structures with different surface textures using casting in combination with phase 

separation and 3D printing and electrospinning techniques. The study takes into 

account the importance of proteins and other selected polymer systems in tissue 

engineering and their key role in cell-surface interactions. As part of the 

experimental work, self-supporting hierarchically textured films were prepared 

using phase separation, demonstrating a positive impact of the prepared surfaces 

on the proliferation of selected cell types, enabling their potential application in 

wound healing. Mixtures of fibroin and polycaprolactone were prepared for 

processing using 3D printing, and the influence of the presence of fibroin on the 

micro- and nanostructure of polycaprolactone was studied in this area. Cell 

proliferation and cell contact guidance on the prepared fiber-based constructs 

were monitored, with potential implications for neuroregeneration.  
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1. ÚVOD 

V posledních desetiletích představuje tkáňové inženýrství nadějný přístup 

k regeneraci a obnově poškozených tkání a orgánů. Jednou z klíčových oblastí 

v tomto multidisciplinárním oboru je využití proteinů, které hrají zcela zásadní 

roli při interakci buněk s jejich okolím. Studium vlivu vlastností proteinových 

povrchů na chování buněk a adhezi proteinů otevírá nové perspektivy pro vývoj 

pokročilých materiálů a technik v tkáňovém inženýrství.  

V živém organismu se buňky nachází v prostředí zvaném extracelulární matrix 

(ECM). Tato hmota je tvořena 3 hlavními složkami – strukturními proteiny 

(kolagen, elastin), komplexy proteinů a polysacharidů (proteoglykany) 

a adhezivními glykoproteiny (fibronektin a laminin). ECM poskytuje buňkám 

strukturní podporu, plní funkci média pro difúzi živin, přenos signálů nebo 

proudění kyslíku a její přesné složení závisí na typu tkáně a její funkci. Tkáňová 

náhrada vyvinutá pro účely regenerativní medicíny musí co nejvěrněji toto 

prostředí simulovat jak složením, tak architekturou, aby buňkám poskytla 

požadovanou mechanickou podporu, vyhovující topografii povrchu a stimulující 

biochemické prostředí. [1–3] 

Tkáňová náhrada neboli scaffold je terapeutický prostředek sloužící 

k regeneraci nebo náhradě poškozené tkáně. Materiály vhodné pro výrobu 

scaffoldů a dalších prostředků přicházejících do kontaktu s buňkami a živou tkání 

se souhrnně označují jako biomateriály. Mohou být jak anorganického, tak 

organického původu a jejich hlavní charakteristikou je vynikající snášenlivost 

živým organismem bez vyvolávání imunitní odezvy. Delší historii užívání 

v oblasti regenerativní medicíny za sebou mají materiály anorganické (kovy 

a biokeramika), aplikované zejména v ortopedii či v ortodoncii. V těchto 

odvětvích dochází často k úplné náhradě tkáně cizím materiálem, přičemž je 

žádoucí, aby materiál v organismu nedegradoval. Komplikací kovových 

a keramických materiálů je zejména koroze v organismu. [4,5] 

K anorganickým biomateriálům se záhy přidaly syntetické polymery, které 

nastínily nové směry v tkáňovém inženýrství. Kromě kombinování polymerů 

s kovy při výrobě kloubních hlavic [6] nebo s biokeramikou ve formě 

kompozitních dentálních pryskyřic [7] začaly být vyvíjeny čistě polymerní 

biomateriály ve formě hydrogelů [8] nebo vstřebatelných chirurgických nití. 

V této souvislosti se začaly zkoumat nové charakteristiky biomateriálů jako je 

biodegradabilita nebo bioaktivita. [9] Biodegradabilita neboli biologické 

odbourávání je stěžejní vlastností implantovaného zařízení, které má být po čase 

nahrazeno regenerovanou tkání. [10] Bioaktivitou se rozumí přidaná hodnota 

materiálu ve smyslu pozitivního působení na okolí nebo specifická stimulace 

buněčného růstu. Právě bioaktivita biomateriálu souvisí s interakcí povrchu 

materiálu a okolním prostředím prostřednictvím proteinů. [11] 

Tato disertační práce se zaměřuje na využití proteinů v oblasti tkáňového 

inženýrství a studium jejich vlivu na chování buněk. Konkrétně se zabývá 



7 

přípravou konstrukcí na proteinové bázi s důrazem na hedvábný protein fibroin, 

přičemž je sledován vliv povrchové textury na chování buněk. Hedvábí je přírodní 

protein, který se vyznačuje unikátními vlastnostmi, jako je vysoká mechanická 

pevnost, biokompatibilita a biodegradabilita. Jsou studovány vlastnosti fibroinu, 

možnosti jeho zpracování pro účely tkáňového inženýrství se zaměřením na oblast 

hojení ran a neuroregeneraci. Literární přehled shrnuje výzkum a experimenty 

související s vyžitím fibroinu v tkáňovém inženýrství. Zabývá se studiem vlivu 

povrchových vlastností materiálů na chování buněk a adhezi proteinů.  

V rámci této studie byla prováděna optimalizace metod zpracování fibroinu 

a dalších vybraných polymerních systémů do různých morfologií pro odlišné 

aplikační oblasti, a to odléváním filmů a přípravou specifických hierarchických 

povrchových textur pomocí fázové separace, elektrospinningem, působením 

samoorganizovaných toků kapaliny a 3D tiskem. V rámci posledního směru byly 

připravovány směsi hedvábného proteinu se syntetickým polymerem 

polykaprolaktonem (PCL) jakožto polymerem s vhodnými vlastnostmi pro 

biomedicínské aplikace a dobrou zpracovatelností. Byl studován vliv přítomnosti 

fibroinu na strukturu PCL s cílem vyvinout stabilní konstrukci s aktivními místy 

pro možné povrchové modifikace.  

 

2. SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 

Výhodou polymerních materiálů je bezesporu jejich zpracovatelnost do celé 

řady morfologií a relativně snadné řízení mechanických a strukturních vlastností. 

[12] Právě polymerní materiály představují vhodnou matrici pro tvorbu prostředí 

podobného ECM. V posledních letech se pro tyto účely intenzivně rozvíjí oblast 

zpracování polymerů přírodního původu. [13] Složením se biomateriály 

přírodního původu podobají přirozeným složkám organismu, což má zásadní vliv 

na kladné přijetí organismem a snadné odbourávání. Mezi významné materiály 

pro tkáňové inženýrství řadíme například kolagen, který je sám o sobě složkou 

ECM, podobně jako kyselina hyaluronová. Dále je to chitosan nebo fibrin. [14] 

Častým problémem scaffoldů složených z přírodních materiálů jsou jejich 

nedostatečné mechanické vlastnosti nebo nízká strukturní stabilita a rychlá 

degradace ve fyziologickém prostředí. Pro dosažení optimálních vlastností jsou 

vyvíjeny různé možnosti síťování nebo připravovány kompozity se syntetickými 

materiály. [15,16] 

Další cestou je využití speciálních přírodních materiálů, jako jsou hedvábné 

a pavoučí proteiny. Tyto materiály v souvislosti se svou funkcí v přírodě 

disponují výjimečnými mechanickými vlastnostmi. [17,18] Jejich degradace 

ve fyziologickém prostředí je relativně pomalá a do jisté míry lze její rychlost 

řídit. [19] 

Hedvábí produkované bourcem morušovým je v textilním odvětví prastarý 

materiál a v oblasti medicíny se desítky let užívá k šití ran. [20] V současné době 

jsou však rozvíjeny jeho pokročilé aplikace, např. při hojení ran jak na kůži, tak 
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na vnitřních orgánech, dále v oblasti ortopedie (regenerace kostní tkáně) nebo při 

podpoře či zpevnění vnitřních orgánů ve formě prsních implantátů 

a inkontinenčních pomůcek. [21,22] 

Hedvábný protein lze zpracovávat do celé řady struktur lyofilizací, fázově 

separačními technikami, elektrostatickým zvlákňováním, nebo 3D tiskem. 

[17,23–25]  

Lyofilizace je poměrně jednoduchá technika pro výrobu 3D porézních 

fibroinových scaffoldů. Lyofilizací lze připravit jak porézní filmy, [26] tak 

mohutnější morfologie obsahující samoorganizovaná fibroinová nanovlákna. 

[27,28] Na výslednou strukturu má vliv rychlost zakoncentrování roztoku před 

lyofilizací, dále molekulová hmotnost fibroinu nebo teplota vymrazování. [29] 

Výslednou strukturu a mechanické či biologické vlastnosti výsledného porézního 

scaffoldu lze dále ovlivnit přídavkem jiného biokompatibilního materiálu. [30] 

Za účelem zlepšení buněčné adheze nebo proliferace, ale také pro studium 

změny optických vlastností jsou vyvíjeny texturované hedvábné filmy.  

Nejčastějším způsobem přípravy povrchového vzoru na hedvábném filmu je 

přenesení tohoto vzoru ze šablony tvořené z polydimethylsulfoxidu (PDMS). 

[31–35]. 

Pomocí elektrostatického zvlákňování lze připravit netkané fibrilární matrice 

o průměru vláken od desítek nanometrů po mikrometry. Vhodnými rozpouštědly 

pro zvlákňování jsou kyselina mravenčí, [36–38] hexafluoroisopropanol (HFIP) 

[39–42] nebo voda. [43]  

V závislosti na požadované aplikaci se fibroin pro zvlákňování kombinuje 

s řadou dalších materiálů za účelem úpravy mechanických vlastností, 

zpracovatelnosti nebo biokompatibility. Pro zlepšení zvláknitelnosti se fibroin 

mísí s polyethylenglykolem (PEG), resp. polyethylenoxidem (PEO). Vodný 

roztok fibroinu s PEO se používá například při vývoji nanomatricí pro léčbu 

popálenin. [44] Dále se z fibroinu v kombinaci s PEO elektrostatickým 

zvlákňováním připravují membrány s antibakteriálními účinky. [45]  

Kolagen se přidává k fibroinu zejména pro podporu buněčné adheze a genové 

exprese. [46,47] Z vodného roztoku kolagenu a fibroinu byly pomocí 

elektrostatického zvlákňování připravovány například vaskulární štěpy. [48] 

  Dalším materiálem vhodným pro kombinování s fibroinem je chitosan.  

[49,50] Chitosan je pro aplikace v tkáňovém inženýrství zpracováván například 

do formy filmů, ale sám o sobě je obtížně zvláknitelný. Tento limit je překonán 

právě kombinací s fibroinem. Zároveň chitosan snižuje křehkost fibroinových 

vláken. Nanovlákenné scaffoldy na bázi chitosanu a fibroinu jsou cíleny pro 

aplikace při hojení ran nebo náhradách kostní tkáně. [51] Dále je tato kombinace 

vhodná pro tvorbu speciálních nano-náplastí, u kterých byl pozorován pozitivní 

účinek na remodelaci tkáně po infarktu myokardu. [52]  
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Elektrostatické zvlákňování fibroinu lze provést dále ze směsi 

s polykaprolaktonem. [53,54] Kombinace těchto dvou materiálů zlepšuje 

buněčnou adhezi k povrchu nanovlákenného substrátu [55], optimalizuje 

mechanické a biologické vlastnosti [56] a přítomnost polykaprolaktonu dále 

prodlužuje degradační čas scaffoldu. [57] 

Nevýhodou výše zmíněných technologií je nemožnost přesně řídit a definovat 

vznikající strukturu. Proto se nejen v oblasti tkáňového inženýrství dostávají 

do popředí zpracovatelské technologie založené na aditivní výrobě neboli 

vytváření 3D objektů podle digitálního návrhu kladením materiálu vrstva po 

vrstvě. 

3D tisk fibroinu komplikuje transformace sekundární struktury a předčasná 

krystalizace materiálu v průběhu tisku indukovaná mechanickým namáháním. 

Proto inkousty na bázi hedvábného proteinu potřebují aditivum zpravidla 

zlepšující zpracovatelské vlastnost. [58,59] Častěji se lze setkat se situací, kdy je 

minoritní podíl fibroinu přidáván ke konvenčním syntetickým nebo přírodním 

materiálům pro zlepšení mechanických vlastností a stability textury. [60] Tištěné 

scaffoldy simulující chrupavku jsou například vyvíjeny z želatinových hydrogelů 

obohacených o hedvábný fibroin, který zde plní funkcí strukturní matrice. [61] 

 

3. CÍLE DISERTAČNÍ PRÁCE 

Na poli tkáňového inženýrství jsou v současné době hedvábné proteiny 

v centru pozornosti nejen pro své unikátní vlastnosti, ale také díky novým výzvám 

v možnostech jejich zpracování. Rozvoj metod 3D tisku spolu s novými poznatky 

popisujícími přirozený zvlákňovací proces hedvábného proteinu umožňuje vývoj 

definovaných hedvábných 3D konstrukcí. Zde je však třeba překonat řadu 

překážek spojených se zpracovatelskými vlastnostmi hedvábného proteinu 

a se strukturními vlastnostmi vytištěného materiálu. 

Cíle práce: 

- Prostudovat možnosti mikroextruzního 3D tisku fibroinu.  

- Připravit směsi hedvábného proteinu s polykaprolaktonem a prostudovat 

možnosti jejich zpracování metodou 3D tisku a elektrospinningu. 

- Vyhodnotit vliv hedvábného proteinu na strukturu polykaprolaktonu. 

- Prostudovat vliv změn sekundární struktury fibroinového proteinu 

na možnosti fázově-separační modifikace povrchu.  

- Prostudovat vliv organizovaných toků kapaliny na změnu uspořádání 

sekundární struktury fibroinu a hyaluronanu. 

- Otestovat chování buněk na nově připravených konstruktech na bázi 

proteinu a syntetického polymeru.   
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4. TEORETICKÝ RÁMEC 

4.1 Vliv povrchových vlastností na chování buněk 

Optimalizace „biorozhraní“ je klíčová pro vývoj tkáňových náhrad, senzorů, 

implantátů a obecně všech systémů určených pro interakce s biologickým 

prostředím. Povrchové vlastnosti materiálu hrají stěžejní roli při jeho interakci 

s biologickým prostředím. Geometrie povrchu, jeho chemické a fyzikální 

vlastnosti výrazně ovlivňují chování buněk, jako je buněčná adheze k povrchu, 

proliferace nebo diferenciace. [62]  

 Proteinová adsorpce 

Na povrchu biomateriálu dochází po umístění do fyziologického prostředí 

k interakci s molekulami vody a v závislosti na charakteru povrchu k jejich 

adsorpci a hydrataci povrchu. [63] Následně dochází k adsorpci proteinů, které 

zprostředkovávají interakci mezi povrchem a buňkami. Tyto proteiny regulují 

chování buněk prostřednictvím signálních drah. Při kultivaci in vitro rovněž 

dochází k adsorpci proteinů ECM z kultivačního média obsahujícího sérum na 

povrch substrátu. Povrchové vlastnosti nosného materiálu mají vliv na uspořádání 

této proteinové vrstvy, přičemž tato její organizace, koncentrace, složení 

a konformace adsorbovaných proteinů určuje počáteční buněčnou odpověď. 

[64,65] Například již zmíněný fibronektin se může vyskytovat v konformaci 

globulární nebo lineární podle toho, zda adheruje k hydrofobnímu nebo 

hydrofilnímu povrchu. [66,67] 

Adsorpce proteinů zahrnuje nekovalentní interakce – hydrofobní 

a elektrostatické, vodíkové vazby a van der Waalsovy síly. [68,69] Kromě 

vlastností povrchu a prostředí je ovlivněna velikostí, strukturou a stabilitou 

adsorbovaných proteinů. Přednostně se k povrchu váží proteiny s větší mobilitou, 

které jsou následně nahrazeny proteiny s větší afinitou k povrchu. V případě 

proteinů krevního séra se tento jev nazývá jako Vromanův efekt. Vznikající 

proteinová vrstva se také v čase mění, mění se rovněž struktura adherovaných 

proteinů, čímž dochází ke změnám v biologické aktivitě. [70] 

Nespecifická absorpce proteinů (i.e. fouling, biofouling) není založená na 

molekulární komplementaritě povrchu biomateriálu a buněk, ale na fyzikálně 

chemických vlastnostech a podmínkách prostředí (teplota, pH, biologické 

znečištění, topografie povrchu). [71,72] 

Specifické interakce se uskutečňují mezi biomolekulami systému (například 

buněčnými receptory) a molekulami na povrchu nosného substrátu (například 

vazebné ligandy ECM, biologicky aktivní funkční skupiny na povrchu 

biomateriálu). Za specifické interakce buněk s povrchem jsou zodpovědné 

transmembránové proteiny integriny (tvořící již zmíněné fokální adheze), které 

jsou schopné rozeznat krátké peptidové sekvence přítomné v proteinech ECM 

nebo séra, jako je například tripeptid RGD (arginin-glycin-kyselina asparagová). 

[73] 
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 Morfologie a topografické vlastnosti  

Jedna z nejranějších zmínek o vlivu topografie na chování buněk pochází 

z roku 1912, kdy americký biolog R. G. Harrison položil základy vývoje kultivace 

živočišných tkání. Zabýval se mimo jiné studiem původu a vývoje nervového 

systému pomocí metod experimentální embryologie. Ve své studii pozoroval 

a popsal pohyblivost buněk umožněnou vláknitými pseudopodii a jejich 

variabilitu u různých typů buněk. Významné byly jeho experimenty s kultivací 

buněk na pavoučí síti, kdy ukázal, že povrch má na růst buňky zásadní vliv a že 

specifické uspořádání pavučiny ovlivňuje tvar buněk, jejich organizaci a směr 

pohybu. [74] Na Harrisona navázal v roce 1945 P. A. Weiss, biolog zabývající se 

růstem buněk a jejich diferenciací, a to zejména v oblasti neurobiologie. Ve své 

studii použil pro růst buněk podél vzoru podkladu termín kontaktní vedení. [75] 

Orientovaný růst a jev takzvaného kontaktního vedení buněk je stěžejní 

v aplikacích, kdy je orientace buněk rozhodující pro dosažení funkčního stavu 

tkáně (šlachy, nervy, rohovka). V současné době je studován na substrátech 

s drážkovaným vzorem o různých šířkách a rozestupech. [76] V několika studiích 

zabývajících se proliferací epiteliálních buněk rohovky na drážkovaných 

substrátech simulujících bazální membránu rohovky byl sledován výrazný vliv 

topografie povrchu a proteinů přítomných v kultivačním médiu na morfologii 

buněk. Obr.  1 znázorňuje morfologický rozdíl lidských epiteliálních buněk 

rohovky způsobený růstem na rozdílných podkladech. Zatímco na hladkém 

povrchu má buňka tvar kulatý (A), na povrchu drážkovaném dochází 

k výraznému protažení těla buňky ve směru drážkování (B). [77] Fraser et al. 

v další studii porovnávají vliv samotné topografie a adsorbované vrstvy proteinů 

ze séra na orientovaný růst buňky rohovky, kdy buňky získávají protaženou 

morfologii ve směru drážek nezávisle na šířce a vzdálenostech drážek, ale míru 

orientace buněk iniciovanou drážkováním zvyšují právě adsorbované proteiny na 

hřebenech povrchového vzoru. Změnou kultivačního média s rozdílným 

proteinovým složením pak dochází k iniciaci kolmé orientace buněk 

na povrchový vzor (Obr.  1 C) [78,79]  

 
Obr.  1: Morfologie lidských epiteliálních buněk rohovky na A) hladkém povrchu, B) na 

drážkovaném substrátu v prostředí DMEM, C) na drážkovaném substrátu o stejných 

rozměrech v prostředí Epilife. [77,79] 
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Kontaktní vedení buněk na drážkovaných površích je tedy na základě výše 

zmíněného vysvětlováno pomocí následujících mechanismů. Prvním z nich je 

indukovaná selektivní adsorpce proteinů ECM na anizotropním povrchu, která 

vede k vázání a adhezi buněk k těmto proteinům podle povrchového vzoru. 

[80,81] Roli zde však hrají i filopodia buněk, která nejsou schopná interagovat 

s úžlabími mezi hřebeny vzoru a iniciují lokomoci buňky po vrcholcích vzoru. 

[82]  Od těchto dvou jevů se následně odvíjí tvorba fokálních adhezí, které se 

vzhledem k charakteru povrchu utváří výhradně na vrcholcích drážek. [83,84] 

Nervové buňky ke správnému růstu a aktivitě rovněž potřebují přesné 

a orientované podklady ve formě drážek nebo vysoce uspořádaných sítí, [85] což 

se odvíjí od přirozené regenerace poškozené nervové tkáně. Nervové buňky při 

vývoji nebo při regeneraci v případě poškození migrují podél orientovaných 

vláken ECM nebo podél podpěrných gliových buněk. [86–88] Kontaktní vedení 

hraje roli jak v případě regenerace tkání centrálního nervového systému (CNS), 

tak periferního nervového systému (PNS), ale způsob orientace je odlišný. Při 

neuroregeneraci je pro volbou vhodné podpěry tedy rozhodující konkrétní typ 

poškozené tkáně. V případě PNS převládá orientace nervových buněk ve směru 

povrchové textury, u neuroblastů CNS byla pozorována orientace kolmá. [89]  

Některé typy nervových buněk jsou rovněž schopné buněčného přemostění 

povrchových překážek prostřednictvím neuritů přichycených k povrchu. [90]  

Při procesu hojení ran se uplatňují především fibroblasty, jejichž rychlost 

osídlení rány je určující pro zjizvení rány, stejně jako distribuce komponent 

utvářející se ECM. Chování fibroblastů lze rovněž řídit topograficky. Polarizaci 

a směrovost růstu buněk lze opět indukovat drážkovaným povrchem. Bylo 

zjištěno, že při aplikaci náplasti s drážkami kolmými na směr uměle vytvořené 

rány mezi lidskými dermálními fibroblasty došlo k rychlejšímu prorostení rány 

než v případě aplikace hladké náplasti nebo náplasti s rovnoběžným 

drážkováním. Důvodem je rychlejší migrace fibroblastů orientovaně ve směru 

drážek z jednoho konce mezery na druhý (rozměry drážek jsou v jednotkách 

mikrometrů, jejich hloubka činila 600 nm). Další zajímavostí studie je aplikace 

náplasti nikoliv pod proliferující buňky za účelem ovlivnění tvorby fokálních 

adhezí, ale na volný (apikální) buněčný povrch s cílem simulovat přiložení 

obvazového materiálu na ránu, přičemž nedochází k tvorbě fokálních adhezí mezi 

buňkami a texturovaným povrchem, který tak může být po srostení rány 

odstraněn. [91] 

 Chemické a fyzikální vlastnosti povrchu 

Důležitou roli hraje smáčivost povrchu. To, zda je povrch hydrofilní nebo 

hydrofobní, ovlivňuje adsorpci proteinů a jejich konformaci, tím pádem 

i biologickou aktivitu. [92,93] Smáčivost lze ovlivnit topografií povrchu nebo 

modifikací povrchu funkčními skupinami. [94] Vybrané funkční skupiny mohou 

například zajistit v souvislosti s hydrofilním nebo hydrofobním charakterem 

povrchu protizánětlivé nebo anti-trombotické účinky povrchu. [95,96] Vysoce 

účinná z hlediska podpory afinity buněk k povrchu je jeho funkcionalizace 
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biomolekulami napodobujícími biologickou funkci, tedy peptidy nebo 

protilátkami specifickými pro konkrétní buněčné receptory. [97–99] Před 

vázáním peptidů k povrchu je pak u některých materiálů (např. polypropylen, 

nebo polyethylentereftalát) nezbytná jejich předchozí plazmatická úprava. [100] 

4.2 Role proteinů v tkáňovém inženýrství 

 Protein jako nosný substrát 

Výhodou proteinů jako nosného substrátu je jejich dostupnost a široká škála 

možností zpracování do libovolných forem od filmů přes hydrogely 

po hierarchické 3D struktury. Řada proteinů (například hedvábí nebo kolagen) 

vykazuje vysokou stabilitu ve vodě, a to díky schopnosti samo-organizace. Té je 

dosaženo vysoce organizovaným uspořádáním sekundární struktury do stabilní 

konformace nebo přirozeným nekovalentním síťováním. Tuto samo-organizaci 

proteinů lze podpořit volbou procesních parametrů v průběhu zpracování 

indukujících změny ve struktuře nebo fyzikální síťování, případně užitím 

síťovacích činidel. Nevýhodou síťovacích činidel je však zpravidla jejich vysoká 

cytotoxicita. Netoxickou alternativou je síťování pomocí enzymů. [101–103] 

 Růstové faktory 

Funkčnost biomateriálového systému a schopnost obnovy tkáně výrazně 

zlepšuje přítomnost růstových faktorů. Růstové faktory jsou zpravidla proteiny 

regulující buněčné procesy a působící jako signální molekuly prostřednictvím 

vazby na specifické buněčné receptory. Růstové faktory jsou z tohoto důvodu 

specifické jen pro určité typy buněk. Jedná se například o epidermální růstový 

faktor (EGF), nervový růstový faktor (NGF) nebo fibroblastový růstový faktor 

(pro pojivovou tkáň, FGF). [104–106] 

 Adhezivní proteiny 

Buněčné adhezivní glykoproteiny jako je laminin nebo vitronektin jsou 

schopné vázat se k jiným proteinům ECM a k buněčným receptorům, čímž 

zprostředkovávají adhezi a migraci buněk. Používají se k tvorbě adhezivních 

povlaků na povrchu biomateriálů. Pro stejné účely lze užít fibronektin, což je 

glykoprotein obsahující sekvenci RGD, skrze kterou zprostředkovává vazbu 

s integriny. [107–109] 

 Rekombinantní proteiny 

Proteiny lze izolovat z přírodních zdrojů, ze savčích či rostlinných tkání nebo 

produktů členovců. V případě jejich užití je zde však riziko imunitní odezvy, 

přenosu onemocnění nebo nejednotné kvality materiálu z různých zdrojů nebo 

šarží. [110] Řešením je chemická syntéza krátkých peptidů umožňující produkci 

přirozených peptidů, ale také zcela nových sekvencí. Generování nových 

proteinových sekvencí s laditelnými vlastnostmi inspirované přírodními 

materiály má za cíl optimalizovat mechanickou a strukturní podporu s tou 

biologickou a zajistit rovnoměrnou regeneraci tkáně při současné degradaci 

podpůrného materiálu. [111] Rekombinantní varianta proteinu je užívaná 
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v případě proteinu pavoučího, kdy je obtížné protein vůbec získat z přírodního 

zdroje. Pomocí E. coli lze syntetizovat pavoučí proteiny typu MaSp1 a MaSp2 

(Major Ampullate Silk Protein). [112] 

4.3 Hedvábné proteiny  

Z pavoučího hedvábí je zpracovatelsky a aplikačně významný pavoučí 

„dragline“ protein produkovaný některými druhy pavouků, například Araneus 

diadematus nebo Nephila clavipes. Pavoučí hedvábí se však obtížně získává 

z přírody – chov komplikuje zejména kanibalismus pavouků. Proto je pro 

výzkumné účely produkován rekombinantní pavoučí protein geneticky 

modifikovanými bakteriemi, což umožňuje technologicky škálovatelnou výrobu 

a kontrolovanou kvalitu produktu. [17,18] 

Mnohem rozšířenější je produkce hedvábného proteinu produkovaného 

domestikovaným bourcem morušovým (Bombyx mori), odtud odvozena jedna 

z užívaných zkratek BMF – Bombyx Mori Fibroin. Hedvábné kokony bource 

morušového izolují larvu od vnějšího prostředí, chrání ji před predátory 

a mikroorganismy a fungují jako bariéra proti vlhkosti. [113] Protein tvořící 

kokon, označovaný rovněž jako fibroin, se izoluje přímo z kokonů larev bource 

morušového masově chovaných primárně pro textilní průmysl. [114] Vlákno 

tvořící kokon je složeno ze dvou fibroinových fibril obalených adhezivním 

proteinem sericinem (Obr.  2). [115,116] 

 
Obr.  2: Vlevo složení hedvábného vlákna, vpravo uspořádání primární struktury 

aminokyselin do antiparalelního uspořádání β-skládaného listu. [115,116] 

 Makromolekulární struktura  

Fibroinové vlákno se skládá z lehkého řetězce o molekulové hmotnosti 25 kDa 

a těžkého řetězce o molekulové hmotnosti 390 kDa, které jsou propojeny 

glykoproteinem P25. Těžký řetězec se skládá z repetitivních jednotek [Gly-Ala-

Gly-Ala-Gly-Ser]n. Řetězec se vyskytuje ve dvou konformacích – α-šroubovice 

(značený jako Silk I) nebo β-skládaný list (Silk II). Většina aminokyselin je 

nepolárních a hydrofobních. [117] Těžký řetězec obsahuje hydrofilní 

a hydrofobní bloky, které umožňují tvorbu micelární struktury ve vodě. Tvorbu 

micel s následným gelovatěním lze pozorovat jak v přirozeném procesu 

zvlákňování, tak u regenerovaného fibroinu po rozpuštění fibroinu v LiBr 

a dialýze. Při vyšších koncentracích fibroinu (s klesajícím obsahem vody 

v systému) dochází k tvorbě globulí. Tyto globule jsou při tvorbě vláken vlivem 

smykového namáhání zarovnávány a dlouženy. Po rozpuštění se makromolekuly 
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fibroinu nachází ve formě náhodného klubka při převedení do pevného stavu 

může vzniknout konformační uspořádání α-šroubovice (Silk I). Tato konformace 

je rozpustná v řadě rozpouštědel včetně vody. Vlivem působení několika podnětů 

dochází k transformaci sekundární struktury ze stavu Silk I do stavu Silk II 

s organizovanými segmenty β-skládaného listu (Obr. 2 vpravo). Těmito podněty 

v laboratorním prostředí jsou přítomnost polárního organického rozpouštědla, 

mechanické namáhání, působení ultrazvuku nebo zvýšené teploty. [118] 

 Biokompatibilita a biodegradabilita 

Fibroin je považován za biokompatibilní materiál, nevykazuje negativní účinky 

na organismus a podporuje buněčnou proliferaci. Zánětlivou odpověď organismu 

způsobuje v kombinaci se sericinem. Biokompatibilita proteinu je dále 

podporována přídavkem jiných biomateriálů, chemickou modifikací povrchu 

nebo jeho texturizací. Pro podporu buněčné adheze se na povrch fibroinu váže 

RGD peptidová sekvence složená z argininu, glycinu a kyseliny asparagové, která 

výrazně podporuje přichycení buněčných receptorů a přirozeně se vyskytuje 

v hedvábí divoce žijícího martináče čínského. [119] 

Z hlediska imunitní odezvy organismu na hedvábný protein jsou závěry z řady 

studií nejednoznačné. Původně se předpokládalo, že fibroin vyvolává imunitní 

reakci organismu pouze v kombinaci se sericinem. Nebyl však prokázán zánětlivý 

účinek pouhého fibroinu na organismus, stejně tak samotný sericin nevykazuje 

imunogenicitu. Problém může nastat až při degradaci produktu z hedvábného 

proteinu, kdy v závislosti na velikosti a morfologii mohou odpadní částice 

hedvábí vyvolat imunitní reakci. [120] 

4.4 Zpracování fibroinu pro účely tkáňového inženýrství 

 Texturované hedvábné filmy 

Hedvábné filmy lze připravit odlitím roztoku a odpařením rozpouštědla, 

přičemž volba rozpouštědla ovlivňuje sekundární strukturu proteinu. Zatímco při 

užití hexafluoroisopropanolu obsahuje film vyšší podíl α-šroubovicových 

struktur, v případě kyseliny mravenčí se po odpaření rozpouštědla protein 

transformuje do β-skládaného listu. To, zda jsou filmy hydrofobní či hydrofilní 

do jisté míry ovlivňuje charakter povrchu, na který jsou odlévány. Fibroinové 

filmy na hydrofilním sklíčku mají hydrofobnější povrch než filmy 

na hydrofobním polystyrenovém podkladu, což plyne z amfifilní povahy fibroinu. 

[121] Filmy připravené z fluorovaných rozpouštědel se nachází v nestabilní 

konformaci Silk I s převahou struktur α-šroubovice. Tyto filmy lze transformovat 

a stabilizovat ošetřením pomocí vody nebo methanolu. Filmy, jejichž sekundární 

struktura byla transformována užitím methanolu, vykazují vyšší míru 

neuspořádanosti a vyšší schopnost přijímat vodu. [122]  

 Tištěné 3D struktury  

Pro zpracování metodou extruzního 3D tisku lze připravit hedvábný protein 

ve formě hydrogelu chemicky indukovanou gelací, Obr.  3. [123] 
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Methakrylátované hedvábí lze zpracovat metodou DLP (Digital Light 

Processing). [124–126] Pomocí extruzního tisku byly připraveny porézní mřížky 

ze směsi hedvábí a voskových nebo PCL mikročástic. [127] Hedvábný protein se 

často kombinuje při 3D tisku s jinými biomateriály (například kolagen) pro 

zlepšení jejich mechanických vlastností. [128] 3D tisk samotného fibroinu 

komplikuje transformace jeho sekundární struktury, ke které dochází při vyšších 

koncentracích roztoku. Nižší koncentrace se zase pojí s příliš nízkou viskozitou 

nevhodnou pro tisk. [129] 

 
Obr.  3: Ukázka 3D tištěné mřížky z fibroinového hydrogelu. [123] 

 Hedvábná vlákna 

Hedvábí je velmi dobře zvláknitelný materiál. Elektrostatickým zvlákňováním 

lze připravit vlákna z vodného roztoku fibroinu s regulovatelnou morfologií 

a tloušťkou v závislosti na koncentraci fibroinu. [130–132] Za účelem 

napodobení složení přírodního vlákna lze koaxiálním tiskem připravit kompozitní 

vlákno složené z fibroinu v jádře a sericinu ve formě pláště. [133] 

Ve směsi s jinými materiály má fibroin často za následek vznik různých druhů 

nestabilit, například perlového toku. Přesto jsou však známy kombinace fibroinu 

s jinými polymery při přípravě vláken, přičemž při přípravě směsí je pro 

zachování stabilního toku důležité dodržet optimální poměr mezi jednotlivými 

složkami. [134]  

 Užití hedvábí při hojení ran 

Kožní tkáň je schopná samoopravy, některé rány se však hojí obtížně a dlouho, 

například při diabetickém onemocnění, popáleninách nebo hluboké či plošné 

rány. Mezi materiály usnadňující a urychlující proces hojení s cílem dosáhnout 

menší jizvy patří hedvábí, řadu let užívané jako šicí materiál. Bylo prokázáno, že 

BMF ve formě β-skládaných listů působí na signální dráhy, podporuje expresi 

fibroinektinu a kolagenu typu III, stimuluje růst a migraci buněk a může příznivě 

ovlivnit hojení ran. [135–137] Problémem hladkých filmů pro hojení ran je nízká 

afinita buněk k povrchu, která je překonávána kombinací fibroinu s jinými 

materiály nebo modifikací jeho povrchu peptidovými sekvencemi, např. RGD. 

[138] 
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 Regenerace nervových vláken pomocí hedvábí 

Ze syntetických polymerů je pro výrobu nervových konduitů často užívaný 

PCL, doplněný o přírodní polymer, např. chitosan. Tyto materiály zajišťují 

umělému nervovému vedení dostatečnou pevnost a mechanickou odolnost. PCL 

musí být často modifikován peptidovými sekvencemi zlepšujícími buněčnou 

adhezi a proliferaci, jedná se například o sekvenci RGD, [139–141] dále růstové 

faktory, jako je NGF (neural growth factor), nebo FGF (fibroblast growth factor). 

[142,143]. Pro kombinaci vhodných mechanických vlastností, biokompatibility, 

rychlosti degradace a snadné modifikovatelnosti peptidovými sekvencemi se pro 

vývoj konduitů užívá i hedvábný protein, ze kterého lze připravit například 

konduit s vnitřním drážkováním přeneseným z PDMS šablony. [144] Tubulární 

náhradu z hedvábí lze připravit rovněž pomocí elektrospinningu, [145] dále byly 

připraveny multikanálové konduity. [146] Nevýhodou těchto struktur jsou příliš 

velké rozměry čili nedostatečná jemnost a také organizovanost naváděcí textury.  

 

5. ZVOLENÉ METODY ZPRACOVÁNÍ 

5.1 Fázová separace 

Pomocí fázově-separačních přístupů aplikovaných na polymerní systém lze 

připravit morfologie s mikro až nano texturovaným vzorem. Fázové separace lze 

docílit například změnou teploty, působením smykových sil nebo, jak je 

předmětem této práce, působením špatných rozpouštědel. Při tomto procesu 

dochází k tvorbě porézní textury působením špatného rozpouštědla ve směsi. 

[147] Kapky špatného rozpouštědla tvarují polymerní povrch zbotnalý 

rozpouštědlem dobrým. Toto špatné rozpouštědlo musí být navzájem mísitelné 

s rozpouštědlem dobrým, které dokáže zcela rozpustit daný polymer. Míru 

interakce polymerního řetězce s molekulami rozpouštědla popisuje Flory-

Hugginsův interakční parametr χ. Pokud χ <½, polymer se nachází v dobrém 

rozpouštědle. Pokud χ> ½, rozpouštědlo je pro polymer špatné. [148] Depozici 

rozpouštědel lze provést různými přístupy. V prvním případě dochází ke 

kondenzaci par špatného rozpouštědla na polymerní povrch zbotnalý 

rozpouštědlem dobrým. Tato metoda je známá jako Breath figures. Druhou 

možností je současná aplikace dobrého a špatného rozpouštědla na pevný 

polymerní povrch. Kromě vzájemné mísitelnosti obou rozpouštědel je pro 

účinnost této techniky podmínkou přednostní odpařování rozpouštědla dobrého. 

[149] 

5.2 3D tisk 

Principem 3D tisku je tvorba konstrukce kladením materiálu po jednotlivých 

vrstvách na základě počítačového modelu. Definované struktury z polymerních 

roztoků lze připravit metodou InkJet nebo extruzního 3D tisku. Při InkJet tisku 

dochází k dávkování materiálu na podložku kapku po kapce, zatímco při 

extruzním tisku dochází ke kontinuálnímu vytlačování inkoustu ve formě 
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taveniny nebo roztoku na podložku. Vytlačovací hlava může být pístová nebo 

pneumatická podle mechanismu vytlačování inkoustu. Proces tisku závisí na celé 

řadě parametrů, od teploty vytlačovací hlavy a tiskové podložky až po koncentraci 

a viskozitu polymerní směsi. Výtisk tuhne odpařením rozpouštědla nebo 

vytvrzením. [150] 

5.3 Electrospinning 

Electrospinning je metoda sloužící k tvorbě vláken z roztoků polymerů. Tímto 

procesem lze získat chaotickou síť vláken v mikro až nano rozměrech, přičemž 

jejich morfologii lze řídit celou řadou procesních parametrů od koncentrace 

roztoku po podmínky okolního prostředí jako je vlhkost a teplota. Princip spočívá 

ve zvlákňování z kapky polymerního roztoku působením elektrického pole mezi 

kladnou elektrodou a záporným kolektorem. Kladná elektroda je tvořena jehlou 

ukončující stříkačku s roztokem anebo kovovou tyčkou s volným povrchem. 

Kolektor funguje jako adsorbér vznikajících vláken. Při zvyšování napětí dochází 

k deformaci kapky polymerního roztoku na kladné elektrodě a tvorbě Taylorova 

kuželu, po překonání povrchového napětí dochází k vypuzení kapaliny 

s polymerními vlákny směrem ke kolektoru. Pokud je proud kontinuální, vznikají 

homogenní vlákna; při jeho přerušení dochází k pulznímu toku a tvorbě nestabilit. 

[151–153].  

 

6. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

V této kapitole budou charakterizovány použité materiály a zásadní operace 

jejich zpracování. Dále budou uvedeny hlavní charakterizační metody.  

6.1 Použité materiály a technologie 

 Příprava a purifikace fibroinu  

Regenerovaný Bombyx mori fibroin v lyofilizované formě byl připraven podle 

standardního protokolu dle Kaplana. [154] Výchozí surovina ve formě kokonů 

(poskytnuto Univerzitou Bayreuth) byla zbavena sericinu varem v 0,02 M 

Na2CO3 (p.a. Sigma Aldrich). Po propláchnutí vodou byla hmota rozpuštěna 

v roztoku 9.3 M LiBr (p.a. Sigma Aldrich) při zvýšené teplotě (60  °C) po dobu 

4 h. Po rozpuštění byly nežádoucí ionty odstraněny dialýzou. Po centrifugaci 

a filtraci byl vytěžený fibroin lyofilizován a následně rozpouštěn v HFIP (p.a. abcr 

Gmbh) na koncentraci 2 % (w/v). 

 Příprava fibroinových filmů  

Fibroinové filmy byly připraveny odléváním 450 µl 2% roztoku fibroinu 

v HFIP do polystyrenových Petriho misek (TPP Techno Plastic Products AG) 

o průměru 3,4 cm. Sušení bylo realizováno v atmosféře proudícího dusíku po 

dobu 12 h, přičemž v takto připravených filmech se fibroin nacházel v konformaci 

SILK I. Následně byly filmy umístěny do klimakomory s definovanou vlhkostí 

(60 %) nebo do par methanolu (metOH), čímž byla zajištěna transformace 
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sekundární struktury. Na filmech v rozdílných stupních transformace fibroinu 

byly následně generovány specifické “porézní“ povrchové textury metodou 

časově sekvenované fázové separace. 

 Texturizace pomocí sekvenovaného dávkování 

 Pro účely texturizace povrchů bylo použito zařízení sestrojené na Ústavu 

fyziky a materiálového inženýrství FT UTB pro sekvenované dávkování 

rozpouštědla na rotující substrát. Povrch fibroinového filmu byl modifikován 

směsí dobrého rozpouštědla HFIP, špatného rozpouštědla DMSO (p.a. VWR) 

a vody v poměru 7:0,2:4 na rotující vzorek. Sledovanými procesními parametry 

byly otáčky vzorku v rozsahu 1500 až 2400 otáček/min, objem dávkovaného 

roztoku v intervalu 100 až 300 µl, perioda dávkování 5 až 13 s a počet opakujících 

se dávek v rozmezí 10 až 40. 

 Statická texturizace  

BMF filmy ve stavu Silk I byly pokryty vrstvou roztoku o objemu 450 µl 

a složení HFIP : H2O : DMSO v poměru jednotlivých složek 7 : 4 : x, kde x bylo 

0,1/0,2/0,4. Vzorky byly umístěny do exsikátoru s mírným průtokem dusíku do 

vysušení. Druhým přístupem statické modifikace byl upravený postup Breath 

figures, kdy na fibroinový film byla nanesena vrstva HFIP, film se nechal 

povrchově nabotnat po dobu několika minut a poté byl umístěn do komůrky, 

kterou proudil dusík a páry DMSO.  

 Selektivní značení povrchu 

 Filmy ve stavu Silk I byly umístěny na 24 h do par methanolu 

a transformovány do stavu Silk II. Modifikace povrchu poté probíhala pomocí 

sekvenovaného dávkování roztoku na rotující substrát. Modifikační roztok 

obsahoval HFIP, vodu a DMSO v poměru 7:4:0,2, přičemž roztok DMSO byl 

upraven přídavkem dextran-RGD nebo dextran-fluoresceinu (poskytnuto 

Univerzitou Bayreuth) o koncentraci 0,1 nebo 0,5 %. Filmy byly následně touto 

směsí modifikovány při 2400 otáčkách po 200 µl, 10 dávkách a 5 s. Pro srovnání 

byly připravovány filmy zcela pokryté RGD peptidem, kdy byly filmy 

texturovány výše popsaným postupem pouze s čistým DMSO a následně byly 

povrchy rovnoměrně pokryty roztokem dextran-RGD. 

 3D tisk směsí hedvábí – PCL 

Pro tisk PCL-BMF mřížek byly připraveny roztoky PCL (p.a. Sigma Aldrich) 

a lyofilizovaného hedvábného proteinu v HFIP o různých poměrech. Rozpouštění 

probíhalo cca 6 h na třepačce při laboratorní teplotě (23°C). Samotný tisk probíhal 

na tiskárně BioX za použití pneumatické hlavy a kónické špičky o průměru 25 G. 

Byly tištěny mřížky o rozměru 10×10×0,3 mm, tisk probíhal při pokojové teplotě 

tiskové hlavy i podložky. Rychlost tisku byla volena v rozmezí 3-10 mm/s při 

tlaku 30-100 kPa v závislosti na koncentraci a viskozitě roztoku. Tisk probíhal 

ve flow boxu s odtahem, mřížky získaly pevný tvar rychlým odpařením 

rozpouštědla bezprostředně po tisku při laboratorní teplotě.  
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 Příprava hedvábných vláken 

Metodou elektrospinningu byly zpracovávány roztoky fibroinu v kyselině 

mravenčí (FA) nebo HFIP, dále směsné roztoky fibroinu a PCL v HFIP s příměsí 

DMSO. Roztoky byly připravovány na třepačce při laboratorní teplotě (23°C) po 

dobu 6-12 h. Zvlákňování bylo prováděno pomocí elektrospinneru s elektrodou 

ve formě kovové tyčinky z kapky roztoku při pokojové teplotě, napětí 15-30 kV 

a vzdálenosti kolektoru v rozmezí 9-13 cm. Vlákna byla spinnována na podklad 

ve formě slídy nebo uhlíkové pásky.  

 Profilometrie  

Topografické změny povrchu byly charakterizovány mechanickým 

profilometrem Dektak XT (Bruker) s diamantovým hrotem s poloměrem křivosti 

2,5 μm a přítlakem 5 mg. Vyhodnocení drsnosti bylo provedeno podle normy ISO 

4287. Měření na optickém profilometru ContourGT-K (Bruker) bylo provedeno 

s použitím bílého světla a čočky se zvětšením 20x.  

 Mikroskopie atomárních sil 

Detailní topografie a mechanické vlastnosti povrchu byly charakterizovány 

pomocí mikroskopu skenující sondou, Dimension ICON (Bruker), v režimu Soft 

Tapping a PeakForce QNM. Měření byla prováděna rychlostí skenování 0,7 Hz 

s rozlišením 512×512 pixelů při pokojové teplotě ve vzduchu. Byla použita sonda 

s rezonanční frekvencí 70 kHz a konstantou tuhosti 0,4 N/m (ScanAsyst-Air, 

Bruker). 

 Skenovací elektronová mikroskopie 

Filmy a vlákna byla zobrazována pomocí SEM Phenom Pro a Phenom XL 2 

při urychlovacím napětí 10 kV. Vzorky byly pokoveny směsí paladia a zlata po 

dobu 60 s.  

 FTIR spektroskopie  

Analýza sekundární konformace fibroinu byla provedena pomocí FTIR 

spektrometru – Nicolet iS5 technikou ATR s Ge krystalem. Při měření bylo 

provedeno 32 skenů v rozlišení 4 cm-1 v rozsahu 400 až 4000 cm-1. 

 Buněčná adheze a proliferace 

Na vybraných texturovaných površích byla sledována proliferace těchto 

buněčných linií: myších embryonálních fibroblastů (BALB/3T3), keratinocytů 

(HaCaT), myoblastů (C2C12), pre-osteoblastů (MC3T3-E1) a lidských 

fibroblastů. Před in vitro testováním byly vzorky sterilizovány UV-zářením po 

dobu 1 h. Pro kultivaci osteoblastů bylo použito médium α-MEM s obsahem 10 % 

telecího séra a 0,1 % Gentamicinu, pro ostatní typy buněk médium DMEM 

s obsahem 10 % telecího séra, 1 % Glutaminu a 0,1 % Gentamicinu. V případě 

filmů byly buňky naneseny na sterilní texturované povrchy v počátečním 

množství 5000 buněk/cm-2 (22 500 buněk/ml). Buněčná proliferace byla 

hodnocena po vybraných časových intervalech testem alamarBlue. Buňky byly 
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následně fixovány standardním způsobem, jádra byla značena barvivem DAPI 

a cytoskelet barvivem ActinGreen, případně ActinRed. Snímky buněk byly 

pořízeny pomocí fluorescenčního (DMi8, Leica Microsystems GmbH, Germany) 

nebo konfokálního mikroskopu (model FV3000, Olympus, Tokyo, Japan). Pro 

testy na tištěných mřížkách byly vybrány lidské fibroblasty, na mřížky 

v kultivačních miskách bylo sazeno 5000 buněk ve 2 ml média. Po dvou dnech 

proliferace byly buňky fixovány a barveny. Testy byly prováděny na Univerzitě 

Bayreuth, v případě PS povrchů v Centru polymerních systémů Zlín. 

 

7. VÝSLEDKY 

7.1 Příprava texturovaných filmů z hedvábného proteinu 

K texturizaci BMF povrchů byla v rámci této studie použita řada fázově 

separačních přístupů. Prvním z nich bylo sekvenované (násobné) dávkování 

směsných roztoků na rotující substrát. Bylo zjištěno, že sekundární struktura BMF 

silně podmiňuje stabilitu a úroveň rozpustnosti upravovaných povrchů a s tím 

související formování povrchové textury. Druhým přístupem je dávkování 

rozpouštědel na nerotující (statický) substrát. V tomto případě byla textura na 

povrchu utvářena buď působením směsi rozpouštědel po aplikaci jedné dávky, 

nebo působením par DMSO na zbotnalý BMF film. 

 Sekvenované dávkování za rotace 

Metodika přípravy texturovaných povrchů sekvenovaným dávkováním 

směsných roztoků znázorněná na Obr.  4 vychází ze studie E. Wrzecionka 

provedené na povrchu polystyrenové misky pro tkáňové kultury, kdy na 

rotující substrát byl v definovaných objemech dávkován směsný roztok obsahující 

dobré a špatné rozpouštědlo (i). [155] Dobré rozpouštědlo (tetrahydrofuran) 

botná povrch a špatné rozpouštědlo (2-ethoxyethanol) je separováno na povrchu 

(ii – iv), jehož texturu formuje mechanismem podobným breath figures.  

 
Obr.  4: Schéma znázorňující vznik povrchové topografie porézního charakteru na 

rotujícím polymerním substrátu v důsledku fázové separace vznikající díky rozdílné 

rychlosti odpařování rozpouštědel. [156] 

V případě texturizace fibroinu byl jako dobré rozpouštědlo zvolen 

hexafluoroisopropanol (HFIP) a jako špatné dimethylsulfoxid (DMSO). 

Modifikační směs navíc obsahovala vodu, která zabraňuje praskání filmu 

v průběhu odpařování rozpouštědel. Na rozdíl od polystyrenu lze v případě 

fibroinu texturovat filmy v různých výchozích stupních transformace sekundární 

struktury. Fibroinové filmy byly připravovány jednoduchým odléváním 2% 

roztoku fibroinu v HFIP do PS misek. Schéma následné úpravy povrchu je 
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znázorněno na Obr. 5 B. Filmy byly sušeny v průtoku dusíku s absencí vlhkosti, 

čímž bylo dosaženo výsledné sekundární konformace Silk I. Při rychlém 

odpařování rozpouštědel docházelo na filmech ke vzniku nežádoucího zvrásnění 

vyvolaného teplotním a koncentračním gradientem. [157–159] Pro eliminaci 

tohoto jevu bylo nezbytné překrýt filmy víčkem a zpomalit tak odpařování 

rozpouštědla. Po vysušení byla transformována sekundární struktura fibroinu 

umístěním filmů do relativní vlhkosti 60 % na 48 h nebo do par methanolu, rovněž 

na 48 h, čímž bylo dosaženo kontrolovaného přeuspořádání sekundární struktury 

do přechodového stavu Silk I-II nebo transformovaného stavu Silk II. Takto 

ošetřené substráty byly následně modifikovány sekvenovaným dávkováním směsí 

rozpouštědel za rotace za vzniku samonosného polymerního texturovaného filmu. 

Konformační přechody byly kontrolovány pomocí FTIR (Obr. 6), přičemž 

posuny charakteristických absorpčních pásů byly posuzovány na základě literárně 

dostupných údajů. [118] Vliv působení par methanolu na hladký film lze 

pozorovat na modrých spektrech (přechod Silk I  Silk II), kdy dochází k tvorbě 

struktury β-skládaného listu (absorpční pás s maximem cca 1620 cm-1). Červené 

FTIR spektrum je přechodovým stavem Silk I-II po ošetření v RH 60, zelené 

spektrum znázorňuje stav Silk II po ošetření methanolem. Čárkovaná spektra 

(červené a zelené) pak znázorňují stavy po následné modifikaci povrchové 

textury.   

Metoda sekvenovaného dávkování byla aplikována na oba typy filmů 

s rozdílnou mírou transformace (Silk I-II a Silk II), stejně tak jako na filmy bez 

ošetření methanolem či definovanou vlhkostí ve stavu Silk I. Pro filmy 

v nestabilizovaném stavu Silk I se způsob dávkování za rotace ukázal jako 

nevhodný, protože vlivem působení rozpouštědel docházelo ke smývání filmu 

k okrajům misky. Na tyto filmy proto byly posléze aplikovány statické přístupy, 

jak bude diskutováno dále. Stačilo však vystavit BMF film definované vlhkosti 

anebo methanolu a při modifikaci byly na povrchu utvářeny rozdílné textury. 
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Obr. 5: Schéma znázorňující proces přípravy proteinových filmů: A – Statická 

modifikace: I-sušení v proudící atmosféře dusíku, II-působení par DMSO/směsi 

rozpouštědel, III-odpaření rozpouštědel a vznik povrchové topografie; B – Modifikace 

za rotace: I – sušení v proudící atmosféře dusíku, II – transformace sekundární struktury 

působením vodní páry nebo par metOH, III – depozice směsi rozpouštědel za rotace, IV 

– odpaření rozpouštědel a vznik povrchové topografie, V – kombinovaný postup. 
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Obr. 6: FTIR analýza BMF filmů v různých stupních transformace sekundární struktury 

v průběhy přípravy filmů a jejich texturizace: A) přechod ze Silk I do Silk II působením 

metOH, B) přechod ze Silk I-II po působení RH 60 do Silk II provedením modifikace za 

rotace, C) přechod ze Silk II po působení metOH do koncového Silk II provedením 

modifikace za rotace a D) vliv doby působení par methanolu 24, 48 a 72 h na konformaci 

fibroinu. 

Přehled připravených povrchových vzorů je znázorněn na Obr.  7. Architektura 

vznikajících povrchových textur byla podmíněna výchozím konformačním 

stavem BMF filmu před modifikací. Při aplikaci rotačního sekvenovaného 

dávkování na film v přechodném stavu Silk I - II vznikala na povrchu 

hierarchická textura porézního charakteru za současné transformace sekundární 

konformace, značená jako Nano/Mikro, Obr.  7 B. Textura se vizuálně projevuje 

zamlžením povrchu filmu a její homogenita závisí na procesních parametrech 

dávkování rozpouštědel. Pro biologické testy je dále důležitá stabilita textur 

ve fyziologickém prostředí kultivačního média při 37 °C, přičemž lze konstatovat, 

že za těchto podmínek je textura stabilní po dobu 7 dní.  

Na filmech v konformaci Silk II vznikala modifikací diametrálně odlišná 

textura tvořená kruhovými prohlubněmi o průměru 100 mikrometrů, značená jako 

Nano/Makro, Obr.  7 C. Rozdíl ve strukturách naznačuje odlišné mechanismy 

jejich vzniku. Zatímco v případě částečně transformovaného filmu 

předpokládáme, že textura vzniká rozpouštěním a vymýváním amorfních složek 

fibroinu, v případě plně transformované konformace dochází ke zbotnání povrchu 

a jeho deformaci působením zkoagulovaných kapek DMSO. To může mít 
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za následek skutečnost, že Nano/Makro textura generovaná tímto způsobem na 

rozdíl od Nano/Mikro textury nemá tvarovou stabilitu v methanolu ani ve vodě, 

kdy dochází ke zbotnání povrchu a k téměř úplnému vymizení prohlubní, což 

pravděpodobně souvisí i s větší tendencí hedvábí vázat vodu po ošetření 

methanolem. [122] Tuto metodu však lze dále rozvinout a využít k selektivnímu 

značení povrchu, jak bude popsáno dále. 
 

 

Obr.  7: Srovnání specifických hierarchických struktur generovaných na fibroinových 

filmech v různých stupních transformace dávkováním směsi rozpouštědel za rotace (B-

D) s hladkým fibroinovým filmem (A), snímky pořízeny pomocí optického profilometru 

a AFM. 

Sériovým provedením dvou výše prezentovaných dávkovacích postupů lze 

připravit kombinovanou texturu (Obr.  7 D), která sestává z obou typů prohlubní. 

Poté, co je na povrchu vytvořen Nano/Mikro vzor, je povrch opět podroben 

rotačnímu dávkování směsného roztoku za účelem tvorby Nano/Makro vzoru. 

Vytvoření této sekundární textury při současném zachování primárního 

Nano/Mikro vzoru opět potvrzuje domněnku, že dochází pouze k tvarování 

povrchu kapkami, a nikoliv ke smývání vrstev. 
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 Statická modifikace 

Dobré a špatné rozpouštědlo v jedné dávce 

Z důvodu smývání fibroinového filmu ve stavu Silk I v průběhu rotačního 

dávkování směsných roztoků byly pro tento typ povrchu zvoleny statické přístupy 

modifikace, schematicky znázorněné na Obr. 5 A. Prvním typem je jednorázové 

nadávkování směsi s dobrým a špatným rozpouštědlem (Obr.  8). Fibroinový film 

s nanesenou modifikační směsí v uzavřené polystyrenové misce byl na 24 h 

umístěn do exsikátoru s mírným průtokem dusíku. Voda v modifikační směsi 

podporuje v průběhu utváření textury transformaci fibroinu ze stavu Silk I do 

stavu Silk II v průběhu vytváření povrchové textury.  

 
Obr.  8: Topografie povrchových vzorů připravených postupem statické modifikace 

působením směsi rozpouštědel, měřeno pomocí optického profilometru a AFM. 

Takto připravená hierarchická topografie vykazuje tvarovou stabilitu ve 

vodném prostředí a ve fyziologickém prostředí do 7. dne. Při tomto procesu stejně 

jako v případě Nano/Mikro textury nedochází pouze k tvarové úpravě 

fibroinového povrchu, ale ke změně topografie spolu s konformačním přechodem.  

Přístup založený na Breath figures 

Dalším přístupem byla metoda systematicky odpovídající metodě Breath 

figures. Povrch fibroinového filmu byl v první řadě nabotnán pomocí 500 µl HFIP 

po dobu 10 min při 23 °C. Poté byl film umístěn do komůrky s protékajícím 

dusíkem obohaceným o páry DMSO. Páry DMSO plní podobnou funkci jako 

kondenzované kapky vody při klasickém procesu Breath figures. Kondenzace 

kapek DMSO na ochlazujícím se fibroinovém povrchu v důsledku odpařování 

HFIP má za následek tvorbu izolovaných kruhových prohlubní na fibroinovém 

filmu (Obr.  9). V důsledku nízkého obsahu vlhkosti v systému v průběhu 

texturizace tyto filmy zůstávají ve stavu Silk I. V rámci části tohoto výzkumného 

směru byla vypracována bakalářská práce P. Černé. [160] 
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Obr.  9: Topografie povrchových vzorů připravených postupem statické modifikace 

působením par DMSO, měřeno pomocí optického a mechanického profilometru a AFM. 

 

 Buněčná proliferace na fibroinových filmech 

Navzdory dobré biokompatibilitě adheze buněk k podkladu z BMF není 

dostačující. Lze ji však podpořit právě specifickou povrchovou texturou. [161] 

Povrchová topografie s převýšeními v řádu desítek až stovek nanometrů zvyšuje 

kontaktní plochu mezi substrátem a buněčnými receptory, čímž může být 

usnadněno buněčné přichycení. Na strukturovaných fibroinových filmech byla 

studována proliferace několika buněčných linií. Vzhledem k charakteru 

samonosného filmu a pozitivního vlivu na růst keratinocytů a fibroblastů se nabízí 

zamýšlená aplikace těchto struktur v oblasti hojení ran nebo vývoje umělé kůže, 

proto byla kultivace těchto dvou buněčných linií podrobena důkladnější studii. 

Jako reference byl použit hladký BMF film. Dále byly buňky kultivovány na 

filmech s Nano/Mikro texturou připravených sekvenovaným rotačním 

dávkováním a na staticky modifikovaných filmech. Nano/Makro texturované 

filmy pro biologické testy nebyly vhodné z důvodu jejich tvarové nestability ve 

vodném prostředí. Na Obr.  10 je znázorněn záznam proliferace fibroblastů do 12. 

dne provádění testu. Je zřejmé, že připravené struktury mají pozitivní vliv na 

proliferaci buněk.  
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Obr.  10: Srovnání proliferace lidských fibroblastů na hladkém fibroinovém povrchu 

(FLAT) a na texturovaných fibroinových filmech (ROT – modifikace za rotace, 

Nano/Mikro na Obr.  7 B a STAT – statická modifikace, na Obr.  8), měřeno 

fluorescenčním mikroskopem. 

 Selektivní značení hedvábných filmů bioaktivními molekulami 

Značení filmů fluorescenčním barvivem 

Hypotéza o pórotvorné funkci DMSO v systému byla podpořena na základě 

experimentu s fluorescein-isothiokyanát-dextranem (FITC-Dextran). Modifikace 

probíhala výše popsaným postupem sekvenovaného dávkování směsí 

rozpouštědel, přičemž DMSO v modifikační směsi byl obohacen o FITC-Dextran 

v koncentracích 0,05 / 0,1 / 0,5 mg/ml. Bylo zjištěno, že použité barvivo se 

v průběhu modifikace koncentruje ve vznikajících prohlubních, Obr. 11.  
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Obr. 11: Selektivní značení proteinového filmu pomocí FITC-dextranu, snímky 

z optického profilometru a konfokálního mikroskopu. 

7.2 Samo-organizace makromolekulárních řetězců  

V rámci samostatné studie byly zkoumány možnosti přeuspořádání vybraných 

polymerních systémů pomocí samoorganizovaných toku kapaliny vznikajících 

v důsledku teplotního gradientu. Prvním systémem byl hyaluronan. Bylo zjištěno, 

že imobilizovaný hyaluronan z vodného roztoku tvoří na pevném povrchu 

agregované shluky propojené fibrilami, přičemž charakter této síťové struktury je 

ovlivněn teplotní historií a podmínkami rozpouštění roztoku hyaluronanu. 

Nejvýraznější rozdíl lze pozorovat právě po rozpouštění tohoto polysacharidu 

v teplotním spádu v TFFC zařízení1. Vlivem Bénard-Marangoniho proudění 

indukovaného teplotním gradientem při rozpouštění polymeru dochází 

ke zmenšení průměru agregátů a znásobení počtu fibril propojujících jednotlivé 

agregáty, viz Obr.  12. Tato problematika je podrobně popsána v naší studii. [162] 

Vliv organizovaného toku byl následně vyšetřen na organizaci fibroinových 

fibril, přičemž byla sledována změna morfologie makromolekul z nanovláken 

(Obr.  13 A) do agregovaných shluků (Obr.  13 B) nebo propojených fibrilárních 

sítí (Obr.  13 C). Pozorování souhlasí se studií prokazující indukci agregace 

fibroinových fibril vlivem smykového proudění. [163] V rámci tohoto 

výzkumného směru byla vypracována bakalářská práce A. Navrátilové [164]. 

 

                                                           
1 speciální zařízení pro úpravu roztoků polymerů, kde lze nastavit na topných deskách nad 

a pod upravovaným roztokem rozdílné teploty ohřevu/chlazení [169] 



30 

 

 

Obr.  12: AFM znázornění solidifikovaných hyaluronových sítí na povrchu slídy 

z roztoků rozpouštěných A) na třepačce při 24 °C, B) na magnetickém míchadle při 45 

°C a C) v teplotním gradientu s teplotou spodní desky 50 °C a horní desky 20 °C. [162] 

 

 

Obr.  13: AFM znázornění fibroinových fibril na povrchu slídy z roztoků rozpouštěných 

A) na třepačce při 24 °C, B) v teplotním gradientu s teplotou spodní desky 50 °C a horní 

desky 40 °C a C) v teplotním gradientu s teplotou spodní desky 50 °C a horní desky 10 

°C. 

7.1 3D tisk směsi hedvábí a polykaprolaktonu 

Agregace a krystalizace hedvábného proteinu vlivem smykového namáhání 

komplikuje jeho zpracování 3D tiskovými metodami. Proto byl zvolen přístup 

užití fibroinu jako bioaktivního aditiva k syntetickému dobře zpracovatelnému 

polymeru. Jako tato nosná matrice byl zvolen polykaprolakton (PCL), díky jeho 

biokompatibilitě a dlouhému času degradace. [165] Přídavek fibroinu 

k polykaprolaktonu může výrazně zlepšit adhezi buněk k jeho povrchu, ovlivnit 

mechanické vlastnosti a umožnit vázání dalších bioaktivních látek k povrchu. 

 Byly připraveny různé varianty roztoků polykaprolaktonu v kombinaci 

s hedvábným proteinem v HFIP jakožto dobrým rozpouštědlem pro oba 

polymery, ze kterých byly následně tištěny jednoduché mřížky, Obr.  14. 
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Mikroskopickou charakterizací bylo zjištěno, že BMF tvoří v matrici PCL částice, 

které narušují uspořádání klasických PCL sférolitů a ovlivňují jejich velikost.  

 
Obr.  14: Nahoře příklad designu 3D tištěné mřížky ze směsi BMF a PCL a její 

mikroskopické struktury s viditelnými sférolity PCL, dole SEM snímky srovnávající 

detailní strukturu mřížek z čistého PCL a obohaceného o BMF z různých systémů 

rozpouštědel, snímky z digitálního a konfokálního mikroskopu a SEM. 

7.2 Příprava filmů ze směsí hedvábného proteinu a PCL 

Při přípravě 3D tištěných mřížek ze směsi hedvábného proteinu 

a polykaprolaktonu byl pozorován významný vliv částic hedvábí ve směsi na 

sférolitické uspořádání polykaprolaktonu. Pro důkladnější prozkoumání tohoto 

jevu byly ze směsi připravovány filmy, které jsou odlévané a sušené za 

definovaných podmínek. Obr.  15 prezentuje prvotní výsledky získané z filmů 

s podílem 0, 10 a 20 hm. % fibroinu vůči PCL. Filmy byly odlévány z 10% 

roztoku BMF-PCL v HFIP do kultivačních PS misek v objemu 600 µl a sušeny 

pod víčky v exsikátoru za průtoku suchého vzduchu při laboratorní teplotě 23 °C 

cca 20 h. Pomocí SEM bylo možné pozorovat na filmech z čistého PCL 

standardní krystalické uspořádání mikroskopické struktury ve formě radiálních 

sférolitů. U filmů s příměsí BMF však dochází v první řadě ke zmenšení sférolitů 

podobně jako u 3D tisku prezentovaného výše, ale zároveň se sférolity 

uspořádávají do prstencových struktur, ve kterých lze opět pozorovat v detailu 

částice fibroinu. Přítomnost fibroinu byla prokázána pomocí SEM prvkové 

analýzy detekující přítomnost dusíku. Na Obr.  16 je znázorněna detailní struktura 

radiálního a prstencového sférolitu. Studie Kellera, Keitha a Paddena vysvětlují 

princip vzniku prstencové struktury sférolitů zjednodušeně jako důsledek 

spirálového stáčení lamel při radiální krystalizaci [166,167] Pro překročení určité 

koncentrace fibroinu ve směsi ustává tvorba PCL sférolitů. U směsí s přebytkem 

fibroinu, Obr.  17, dochází k vzniku porézní struktury na povrchu, která je 
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pravděpodobně způsobena separací fází při vysychání polymerní vrstvy, při které 

zcela zaniká krystalická struktura PCL, jak plyne z preliminárních výsledků 

krystalografických měření.  

 

Obr.  15: SEM analýza filmů připravených ze směsi BMF a PCL s obsahem BMF vůči 

PCL: A) 0 %, B) 10 %, C) 20 %; vpravo výřezy o průměru 3 µm. 

 

 

Obr.  16: Detailní zobrazení povrchu A s podílem BMF 0 % a B s podílem BMF 10 %; 

I. rozpouštění při 24 °C, měřeno optickým mikroskopem a AFM. 
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Obr.  17: Detailní SEM a AFM zobrazení povrchu s podílem BMF 67 %; I. rozpouštění 

při 24 °C, II. rozpouštění při 40 °C. 

7.1 Příprava vlákenných struktur na bázi hedvábného proteinu 

Zpracování hedvábí pomocí electrospinningu 

Z roztoků hedvábného proteinu byly připravovány vlákenné struktury metodou 

elektrospinningu za užití několika systémů rozpouštědel – kyseliny mravenčí, 

HFIP a HFIP v kombinaci s DMSO, Obr.  18. Zvlákňování z kyseliny mravenčí 

je velmi snadné a získané výsledky odpovídají literatuře. [37] Pro dosažení 

homogenní vlákenné struktury je však nezbytná koncentrace fibroinu nad 

10 hm.%. Vznikající vlákna mají tloušťku v řádu stovek nanometrů. Zvlákňování 

z roztoku HFIP je podstatně náročnější, a to z důvodu velmi rychlého odpařování 

rozpouštědla, proto byla také volena nižší koncentrace proteinu v roztoku od 1,5 

do 3 %, přičemž při nižší koncentraci byly získány lepší výsledky. Ve srovnání 

s kyselinou mravenčí mají vlákna výrazně větší průměr přes 1 µm. Zvlákňování 

rovněž probíhá rychleji a jeho výsledkem je vznik samonosné sítě, které v případě 

zvlákňování z kyseliny mravenčí nebylo dosaženo. Příměs dimethylsulfoxidu do 

směsi výrazně zlepšila rychlost zvlákňování a tvorbu pevné sítě. V rámci tohoto 

výzkumného směru byla vypracována bakalářská práce A. Bulgurovské. [168]  
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Obr.  18: Vlákna hedvábného proteinu znázorněná pomocí SEM připravená metodou 

elektrospinningu z různých systémů rozpouštědel. 

 

Orientovaný růst buněk podél vlákenných struktur 

Roztoky PCL v HFIP a PCL s BMF v HFIP připravené pro extruzní tisk byly 

následně zpracovány technologií, která není stěžejním předmětem této práce, a to 

elektrickým polem asistovaným 3D tiskem. Na srovnání znázorněném na Obr.  19 

lze pozorovat vliv příměsi fibroinu na stabilitu toku tiskové směsi v průběhu 

procesu. Zatímco s pomocí čistého PCL lze připravit velmi jemné vysoce 

organizované mřížky, příměs fibroinu zapříčiní chaotické ukládání vláken 

a vyžaduje náročnější optimalizaci procesu. Dále byl testován předpoklad, zda 

budou mít připravené struktury vliv na orientaci růstu lidských fibroblastů. Na 

snímcích z fluorescenčního mikroskopu lze pozorovat preferenční růst fibroblastů 

podél naváděcí struktury. Orientovaná mřížková struktura představuje 

perspektivní podklad pro sledování růstu nervových buněk.  

 
Obr.  19: Mřížky připravené technikou elektrickým polem asistovaného 3D tisku A) 

z čistého PCL v HFIP, B) ze směsi PCL a BMF v HHIP, C) orientovaný růst buněk podél 

tištěných mřížek z PCL, snímky ze SEM a konfokálního mikroskopu. 
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8. PŘÍNOS PRO VĚDU A PRAXI 

Provedená studie je přínosná jak v oblasti základního výzkumu, tak pro možné 

praktické aplikace. Nabízí nové poznatky v oblasti pochopení vlivu sekundární 

struktury polymerů na jejich zpracování a zároveň prezentuje potenciálně funkční 

modely pro budoucí aplikace v regenerativní medicíně.   

V oblasti základního výzkumu je tato studie přínosná zejména z důvodu 

prokázání vlivu výchozí konformace proteinu na následné zpracování pomocí 

fázově separačních technik.  

Přinos práce plyne z přenesení fázově-separační modifikační techniky 

z jednoduchého systému syntetického polymeru na komplexní proteinovou 

strukturu. Připravované samonosné filmy se specifickými hierarchickými 

povrchovými texturami podporujícími buněčnou proliferaci pak představují 

užitečný systém aplikovatelný v oblasti hojení ran a studií spojených s epitelovou 

nebo vazivovou tkání. 

Metoda selektivního značení proteinového povrchu principiálně vysvětluje 

proces utváření povrchového reliéfu dávkováním směsí rozpouštědel a zároveň 

představuje možný nástroj ke specifickému vázání buněk. 

Studie věnované popisu vlivu samo-organizovaných toků kapaliny na 

biopolymerní systémy přináší nové informace o chování makromolekul v roztoku 

a na rozhraní s pevnou látkou. Tyto poznatky budou dále aplikovány při přípravě 

filmů s laditelnými mechanickými vlastnostmi, rozpustností a stabilitou. 

Další důležité poznání plyne ze studie věnované směsím hedvábného proteinu 

s polykaprolaktonem, kde byla sledována jak přirozená tvorba částic fibroinu 

v roztoku v přítomnosti polykaprolaktonu, tak zásadní vliv na krystalizaci tohoto 

syntetického polymeru. Matrice syntetického polymeru s laditelnou krystalinitou 

obohacená částicemi přírodního polymeru pak představuje zajímavý prvek pro 

řadu aplikací v oblasti regenerativní medicíny, zejména z hlediska optimalizace 

mechanických vlastností, rychlosti degradace a vlivu na biologický systém. Tyto 

směsi jsou vhodné jak pro zpracování do podoby filmů, tak pro zpracování 

metodou 3D tisku nebo elektrospinningu, což umožňuje přípravu hierarchicky 

organizovaných multikomponentních struktur vhodných pro vázání aktivních 

látek vyvolávajících specifické buněčné interakce.  

 

9. ZÁVĚR 

V teoretické části práce byla provedena rešerše popisující důležitou roli 

proteinů v tkáňovém inženýrství z různých úhlů pohledu a významný vliv 

povrchových vlastností materiálů na interakce na buněčné úrovni. Dále byl 

představen hedvábný protein, jeho vlastnosti a význam pro regenerativní 

medicínu. Byly popsány možnosti jeho zpracování a potenciální aplikace. 
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V poslední řadě byly stručně představeny stěžejní technologie využívané při 

experimentální činnosti. 

Cílem experimentální části předložené práce byla příprava originálních struktur 

vhodných pro aplikace v tkáňovém inženýrství. Tento cíl byl naplněn na několika 

úrovních. 

V první řadě byla prezentována příprava texturovaných filmů na bázi 

hedvábného proteinu pomocí několika rozdílných postupů založených na fázové 

separaci, a to sekvenovaným dávkováním rozpouštědel na rotující substrát, 

jednorázovým nanesením směsi rozpouštědel na statický substrát, nebo 

působením par rozpouštědel na zbotnalou polymerní vrstvu. Bylo zjištěno, že 

proveditelnost těchto technik a s tím související uspořádání vytvářeného reliéfu 

podmiňuje sekundární konformace proteinu. Analýzou povrchu bylo zjištěno, že 

vznikají povrchové nerovnosti na více úrovních od nano- přes mikro- až po 

makro- rozměr. Dále byl prokázán pozitivní účinek připravených povrchů na růst 

lidských fibroblastů a keratinocytů při současných antibakteriálních účincích 

připouštějící možnost budoucích aplikací při hojení ran.  

Modifikace sekvenovaným dávkováním za rotace fibroinového filmu ve stavu 

Silk II byla dále popsána v kontextu selektivního vázání bioaktivních látek 

na povrch. Na modelovém systému s fluorescenčním značením byl nastíněn 

princip utváření porézního povrchu a následně byl povrch selektivně modifikován 

pomocí adhezivní peptidové sekvence RGD. Na površích byly následně 

provedeny testy buněčné proliferace prokazující pozitivní vliv RGD peptidu na 

adhezi buněk a naznačující selektivní adhezi buněk k izolovaným oblastem 

s RGD peptidem. 

V rámci studia vlivu samo-organizovaných toků kapaliny na hyaluronan 

a fibroin byl prokázána možnost modifikace uspořádání těchto 

makromolekulárních systémů bez nutnosti zasáhnout do chemického složení 

disperzního systému. Tento postup se ukázal jako účinný nástroj pro úpravu 

fyzikálně-chemických vlastností biopolymerů stejně jako strukturních 

a mechanických vlastností polymerních vrstev a pokročilých konstrukcí z takto 

upravených materiálů. 

V další části práce byla popsána příprava směsí fibroinu se syntetickým 

polymerem polykaprolaktonem a možnosti jejich zpracování metodou 3D tisku. 

Byly nalezeny optimální koncentrace pro snadné zpracování těchto směsí. 

Ve formě filmu byly následně studovány změny ve sférolitických strukturách 

polykaprolaktonu v důsledku inkorporace částic hedvábí. Z vybraných směsí byly 

připraveny různě dimenzované mřížky pro studium orientovaného růstu buněk. 

Dále byly prezentovány výsledky zpracování směsí hedvábí do vlákenných 

struktur metodou elektrospinningu.  

Směr věnující se přípravě směsí hedvábného proteinu s polykaprolaktonem 

bude dále studován s ohledem na změny uspořádání krystalických částí 

v důsledku inkorporace částic hedvábí do matric tvořených převážně syntetickým 
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polymerem. Dále budou rozvíjeny možnosti zpracování těchto směsí pokročilými 

3D tiskovými metodami za účelem přípravy hierarchicky texturovaných 

multikomponentních struktur na bázi hedvábí pro specifické biologické aplikace. 
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