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Abstrakt

Prace se zaméfuje na pfipravu strukturovanych proteinovych povrchi pro
aplikace v tkanovém inzenyrstvi. Hlavnim cilem bylo vytvofit konstrukce
na proteinové bazi sriznymi povrchovymi texturami pomoci odlévani
v kombinaci s fazovou separaci a technikami 3D tisku a electrospinningu. Studie
zohlediiuje vyznam protein a dalSich vybranych polymerni systémil v tkanovém
inzenyrstvi a jejich kliCovou roli pfi interakci bunék s povrchem. V ramci
experimentalni Cinnosti byly pfipraveny samonosné hierarchicky texturované
filmy pomoci fazové separace, pricemz byl prokazan pozitivni vliv pfipravenych
povrchli na proliferaci vybranych typt bunék umoZziujici jejich potencidlni
aplikaci v oblasti hojeni ran. Pro zpracovani metodou 3D tisku byly pfipravovany
smesi fibroinu s polykaprolaktonem. V ramci této oblasti byl studovan vliv
pritomnosti  fibroinu na mikro- a nanostrukturu polykaprolaktonu.
Na pifipravenych vlakennych konstruktech byla sledovana bunécnd proliferace
a kontaktni vedeni bunék s moznym piesahem 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. UVOD

V poslednich desetiletich ptfedstavuje tkdnové inzenyrstvi nadéjny pfistup
Kk regeneraci a obnové poskozenych tkani a organt. Jednou z klicovych oblasti
v tomto multidisciplinarnim oboru je vyuziti proteintl, které hraji zcela zasadni
roli pfi interakci bunék s jejich okolim. Studium vlivu vlastnosti proteinovych
povrchili na chovani bunék a adhezi proteinil otevird nové perspektivy pro vyvoj
pokroc€ilych materiala a technik v tkanovém inZenyrstvi.

V zivém organismu se buiiky nachéazi v prostiedi zvaném extracelularni matrix
(ECM). Tato hmota je tvoiena 3 hlavnimi slozkami — strukturnimi proteiny
(kolagen, elastin), komplexy proteini a polysacharidii (proteoglykany)
a adhezivnimi glykoproteiny (fibronektin a laminin). ECM poskytuje buitkam
strukturni podporu, plni funkci média pro difizi zivin, pfenos signdlii nebo
proudéni kysliku a jeji pfesné slozeni zavisi na typu tkané a jeji funkci. Tkanova
nahrada vyvinuta pro UCely regenerativni mediciny musi co nejvérnéji toto
prostfedi simulovat jak sloZenim, tak architekturou, aby buikam poskytla
poZadovanou mechanickou podporu, vyhovujici topografii povrchu a stimulujici
biochemické prostiedi. [1-3]

Tkanova nahrada neboli scaffold je terapeuticky prostfedek slouzici
k regeneraci nebo nahradé posSkozené tkané. Materidly vhodné pro vyrobu
scaffoldl a dalSich prostfedki ptrichdzejicich do kontaktu s buiikami a zivou tkani
se souhrnné oznacuji jako biomateridly. Mohou byt jak anorganického, tak
organického plivodu a jejich hlavni charakteristikou je vynikajici snasenlivost
zZivym organismem bez vyvolavani imunitni odezvy. DelSi historii uZzivani
Vv oblasti regenerativni mediciny za sebou maji materidly anorganické (kovy
a biokeramika), aplikované zejména v ortopedii ¢i v ortodoncii. V téchto
odvétvich dochazi Casto k aplné ndhradé tkané cizim materidlem, pficemzZ je
z4ddouci, aby material v organismu nedegradoval. Komplikaci kovovych
a keramickych materialt je zejména koroze v organismu. [4,5]

K anorganickym biomateridlim se zahy ptidaly syntetick¢ polymery, které
nastinily nové sméry v tkanovém inzenyrstvi. Krom& kombinovani polymeri
skovy pfi vyrobé kloubnich hlavic [6] nebo s biokeramikou ve formé
kompozitnich dentalnich pryskytic [7] zacaly byt vyvijeny Cisté polymerni
biomaterialy ve formé& hydrogelti [8] nebo vstfebatelnych chirurgickych niti.
V této souvislosti se zacaly zkoumat nové charakteristiky biomateriala jako je
biodegradabilita nebo bioaktivita. [9] Biodegradabilita neboli biologické
odbouravani je stézejni vlastnosti implantovaného zatizeni, které ma byt po Case
nahrazeno regenerovanou tkani. [10] Bioaktivitou se rozumi pifidana hodnota
materidlu ve smyslu pozitivniho pasobeni na okoli nebo specifickd stimulace
bunécného ristu. Pravé bioaktivita biomateridlu souvisi s interakci povrchu
materialu a okolnim prostfedim prostfednictvim proteind. [11]

Tato disertani prace se zaméfuje na vyuziti proteinit V oblasti tkanového
inzenyrstvi a studium jejich vlivu na chovani bunék. Konkrétn¢ se zabyva



ptipravou konstrukci na proteinové bazi S dirazem na hedvabny protein fibroin,
pri¢emz je sledovan vliv povrchové textury na chovani bun¢k. Hedvabi je ptirodni
protein, ktery se vyznacuje unikatnimi vlastnostmi, jako je vysoka mechanicka
pevnost, biokompatibilita a biodegradabilita. Jsou studovany vlastnosti fibroinu,
moznosti jeho zpracovani pro tcely tkanového inzenyrstvi se zaméfenim na oblast
hojeni ran a neuroregeneraci. Literdrni piehled shrnuje vyzkum a experimenty
souvisejici s vyzitim fibroinu v tkafovém inZenyrstvi. Zabyva se studiem vlivu
povrchovych vlastnosti materiali na chovani bun¢k a adhezi proteini.

V ramci této studie byla provadéna optimalizace metod zpracovani fibroinu
a dalsich vybranych polymernich syst¢émt do riznych morfologii pro odlisné
aplikacni oblasti, a to odlévanim filml a ptipravou specifickych hierarchickych
povrchovych textur pomoci fazové separace, elektrospinningem, ptisobenim
samoorganizovanych tokt kapaliny a 3D tiskem. V ramci posledniho sméru byly
piipravovany smeési  hedvdbného proteinu se syntetickym polymerem
polykaprolaktonem (PCL) jakozto polymerem s vhodnymi vlastnostmi pro
biomedicinské aplikace a dobrou zpracovatelnosti. Byl studovan vliv pfitomnosti
fibroinu na strukturu PCL s cilem vyvinout stabilni konstrukci s aktivnimi misty
pro mozné povrchové modifikace.

2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Vyhodou polymernich materiala je bezesporu jejich zpracovatelnost do celé
fady morfologii a relativné snadné tizeni mechanickych a strukturnich vlastnosti.
[12] Pravé polymerni materialy piedstavuji vhodnou matrici pro tvorbu prostredi
podobného ECM. V poslednich letech se pro tyto Gcely intenzivné rozviji oblast
zpracovani polymerd piirodniho pavodu. [13] Slozenim se biomaterialy
ptirodniho plivodu podobaji pfirozenym sloZkam organismu, coZ mé zasadni vliv
na kladné pfijeti organismem a snadné odbouravani. Mezi vyznamné materialy
pro tkanove inZenyrstvi fadime naptiklad kolagen, ktery je sdm o sobé sloZkou
ECM, podobné jako kyselina hyaluronova. Dale je to chitosan nebo fibrin. [14]
Castym problémem scaffoldi sloZenych z piirodnich materidli jsou jejich
nedostatecné mechanické vlastnosti nebo nizkd strukturni stabilita a rychla
degradace ve fyziologickém prostiedi. Pro dosazeni optimalnich vlastnosti jsou
vyvijeny riizné moznosti sitovani nebo ptipravovany kompozity se syntetickymi
materialy. [15,16]

Dalsi cestou je vyuziti specidlnich ptirodnich materiald, jako jsou hedvabné
a pavouci proteiny. Tyto materidly V souvislosti se svou funkci V ptirodé
disponuji vyjimeénymi mechanickymi vlastnostmi. [17,18] Jejich degradace
ve fyziologickém prostiedi je relativné pomalad a do jisté miry lze jeji rychlost
ridit. [19]

Hedvabi produkované bourcem moruSovym je V textilnim odvétvi prastary
material a v oblasti mediciny se desitky let uziva k $iti ran. [20] V soucasné dobé
jsou vsak rozvijeny jeho pokrocilé aplikace, napt. pii hojeni ran jak na kuzi, tak



na vnitinich organech, dale v oblasti ortopedie (regenerace kostni tkan¢) nebo pii
podpoie €1 zpevnéni vnitinich organtt ve form¢é prsnich implantati
a inkontinen¢nich pomicek. [21,22]

Hedvabny protein lze zpracovavat do celé fady struktur lyofilizaci, fazové
separa¢nimi technikami, elektrostatickym zvlaknovanim, nebo 3D tiskem.

[17,23-25]

Lyofilizace je pomérné¢ jednoduchad technika pro vyrobu 3D poréznich
fibroinovych scaffoldii. Lyofilizaci lze pfipravit jak porézni filmy, [26] tak
mohutnéj$i morfologie obsahujici samoorganizovana fibroinova nanovldkna.
[27,28] Na vyslednou strukturu ma vliv rychlost zakoncentrovani roztoku pied
lyofilizaci, dale molekulova hmotnost fibroinu nebo teplota vymrazovani. [29]
Vyslednou strukturu a mechanické ¢i biologické vlastnosti vysledného porézniho
scaffoldu lze dale ovlivnit pfidavkem jiného biokompatibilniho materialu. [30]

Za ucelem zlepSeni bunécné adheze nebo proliferace, ale také pro studium
zmény optickych vlastnosti jsou vyvijeny texturované hedvabné filmy.
Nejcastéjsim zplsobem ptipravy povrchového vzoru na hedvabném filmu je
pfeneseni tohoto vzoru ze Sablony tvoiené z polydimethylsulfoxidu (PDMS).
[31-35].

Pomoci elektrostatického zvlaknovani lze ptipravit netkané fibrildrni matrice
0 pruméru vlaken od desitek nanometri po mikrometry. Vhodnymi rozpoustédly
pro zvlaknovani jsou kyselina mravenci, [36—38] hexafluoroisopropanol (HFIP)
[39-42] nebo voda. [43]

V zavislosti na pozadované aplikaci se fibroin pro zvlaknovani kombinuje
stfadou dalSich materiali za ucelem upravy mechanickych vlastnosti,
zpracovatelnosti nebo biokompatibility. Pro zlepSeni zvlaknitelnosti se fibroin
misi s polyethylenglykolem (PEG), resp. polyethylenoxidem (PEO). Vodny
roztok fibroinu s PEO se pouziva naptiklad pfi vyvoji nanomatrici pro 1écbu
popalenin. [44] Dale se z fibroinu v kombinaci sPEO elektrostatickym
zvlaknovanim pfipravuji membrany S antibakterialnimi G¢inky. [45]

Kolagen se ptidava k fibroinu zejména pro podporu bunécné adheze a genové
exprese. [46,47] Z vodného roztoku kolagenu a fibroinu byly pomoci
elektrostatického zvlaknovani pfipravovany napiiklad vaskularni stépy. [48]

Dalsim materidlem vhodnym pro kombinovani s fibroinem je chitosan.
[49,50] Chitosan je pro aplikace v tkanovém inzenyrstvi zpracovavan napiiklad
do formy film, ale sdm o sob¢ je obtiZzn& zvlaknitelny. Tento limit je pfekonan
pravé kombinaci s fibroinem. Zaroven chitosan snizuje kiehkost fibroinovych
vlaken. Nanovldkenné scaffoldy na bazi chitosanu a fibroinu jsou cileny pro
aplikace pfi hojeni ran nebo nahradach kostni tkan¢. [51] Dale je tato kombinace
vhodna pro tvorbu specialnich nano-néplasti, u kterych byl pozorovan pozitivni
ucinek na remodelaci tkané po infarktu myokardu. [52]



Elektrostatick¢  zvldkniovani fibroinu 1lze provést dale ze smési
s polykaprolaktonem. [53,54] Kombinace téchto dvou materialt zlepSuje
buné¢nou adhezi K povrchu nanovlakenného substratu [55], optimalizuje
mechanické a biologické vlastnosti [56] a pfitomnost polykaprolaktonu dale
prodluzuje degradacni ¢as scaffoldu. [57]

Nevyhodou vys$e zminénych technologii je nemoznost pfesné fidit a definovat
vznikajici strukturu. Proto se nejen v oblasti tkanového inzenyrstvi dostavaji
do poptedi zpracovatelské technologie zalozené na aditivni vyrobé neboli
vytvareni 3D objektli podle digitdlniho navrhu kladenim materialu vrstva po
vrstve.

3D tisk fibroinu komplikuje transformace sekundarni struktury a predcasna
krystalizace materialu v prubéhu tisku indukovana mechanickym namahanim.
Proto inkousty na bazi hedvabného proteinu potiebuji aditivum zpravidla
zlepSujici zpracovatelské vlastnost. [58,59] Castgji se lze setkat se situaci, kdy je
minoritni podil fibroinu pfidavan ke konvencénim syntetickym nebo ptirodnim
materialiim pro zlepSeni mechanickych vlastnosti a stability textury. [60] Tisténé
scaffoldy simulujici chrupavku jsou naptiklad vyvijeny z Zelatinovych hydrogelt
obohacenych o hedvabny fibroin, ktery zde plni funkci strukturni matrice. [61]

3. CILE DISERTACNI PRACE

Na poli tkanového inzenyrstvi jsou V soucasné dobé hedvabné proteiny
V centru pozornosti nejen pro své unikatni vlastnosti, ale také diky novym vyzvam
v moznostech jejich zpracovani. Rozvoj metod 3D tisku spolu s novymi poznatky
popisujicimi pfirozeny zvlédknovaci proces hedvabného proteinu umoziuje vyvoj
definovanych hedvabnych 3D konstrukci. Zde je vSak tfeba piekonat fadu
piekazek spojenych se zpracovatelskymi vlastnostmi hedvabného proteinu
a se strukturnimi vlastnostmi vytisténého materialu.

Cile prace:
- Prostudovat moznosti mikroextruzniho 3D tisku fibroinu.

- Pfipravit smési hedvabného proteinu s polykaprolaktonem a prostudovat
moznosti jejich zpracovani metodou 3D tisku a elektrospinningu.

- Vyhodnotit vliv hedvabného proteinu na strukturu polykaprolaktonu.

- Prostudovat vliv zmén sekundarni struktury fibroinového proteinu
na moznosti fazové-separa¢ni modifikace povrchu.

- Prostudovat vliv organizovanych tokti kapaliny na zménu uspotadani
sekundérni struktury fibroinu a hyaluronanu.

- Otestovat chovani bun¢k na nové pripravenych konstruktech na bazi
proteinu a syntetického polymeru.



4. TEORETICKY RAMEC

4.1 Vliv povrchovych vlastnosti na chovani bunék

Optimalizace ,,biorozhrani* je kli¢ova pro vyvoj tkanovych nahrad, senzort,
implantati a obecné vSech systéml urCenych pro interakce s biologickym
prostfedim. Povrchové vlastnosti materialu hraji sté¢Zejni roli pti jeho interakci
s biologickym prostiedim. Geometrie povrchu, jeho chemické a fyzikalni
vlastnosti vyrazn¢ ovliviiuji chovani bung¢k, jako je bunécna adheze k povrchu,
proliferace nebo diferenciace. [62]

4.1.1 Proteinova adsorpce

Na povrchu biomateridlu dochdzi po umisténi do fyziologického prostiedi
k interakci s molekulami vody a v zavislosti na charakteru povrchu k jejich
adsorpci a hydrataci povrchu. [63] Nasledné dochazi k adsorpci proteint, které
zprostiedkovavaji interakci mezi povrchem a buiitkami. Tyto proteiny reguluji
chovani bun¢k prostfednictvim signalnich drah. Pfi kultivaci in vitro rovnéz
dochézi k adsorpci proteintt ECM z kultivaéniho média obsahujiciho sérum na
povrch substratu. Povrchové vlastnosti nosného materialu maji vliv na uspotradani
této proteinové vrstvy, pifiCemZ tato jeji organizace, koncentrace, sloZeni
a konformace adsorbovanych proteini urcuje pocateéni bunétnou odpoved.
[64,65] Naptiklad jiz zminény fibronektin se muze vyskytovat v konformaci
globularni nebo linedrni podle toho, zda adheruje k hydrofobnimu nebo
hydrofilnimu povrchu. [66,67]

Adsorpce proteini  zahrnuje nekovalentni interakce — hydrofobni
a elektrostatické, vodikové vazby a van der Waalsovy sily. [68,69] Kromé
vlastnosti povrchu a prosttedi je ovlivnéna velikosti, strukturou a stabilitou
adsorbovanych proteinil. Pfednostné se k povrchu vazi proteiny S vétsi mobilitou,
které jsou nasledné nahrazeny proteiny s vétsi afinitou k povrchu. V piipadé
proteinl krevniho séra se tento jev nazyva jako Vromaniv efekt. Vznikajici
proteinova vrstva se také v Case méni, méni se rovnéz struktura adherovanych
proteind, ¢imz dochazi ke zménam v biologické aktivité. [70]

Nespecificka absorpce proteini (i.e. fouling, biofouling) neni zalozena na
molekuldrni komplementarité povrchu biomateridlu a bunék, ale na fyzikdlné
chemickych vlastnostech a podminkach prostfedi (teplota, pH, biologické
zneCisténi, topografie povrchu). [71,72]

Specifické interakce se uskute¢nuji mezi biomolekulami systému (napiiklad
bunénymi receptory) a molekulami na povrchu nosného substratu (naptiklad
vazebné ligandy ECM, biologicky aktivni funkéni skupiny na povrchu
biomaterialu). Za specifické interakce bunc¢k s povrchem jsou zodpovédné
transmembranové proteiny integriny (tvofici jiz zminéné fokalni adheze), které
jsou schopné rozeznat kratké peptidové sekvence pritomné v proteinech ECM
nebo séra, jako je napiiklad tripeptid RGD (arginin-glycin-kyselina asparagova).
[73]
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4.1.2 Morfologie a topografické vlastnosti

Jedna z nejrangjsich zminek 0 vlivu topografie na chovani bunék pochazi
z roku 1912, kdy americky biolog R. G. Harrison polozil zaklady vyvoje kultivace
zivocisnych tkéani. Zabyval se mimo jiné studiem plvodu a vyvoje nervového
systému pomoci metod experimentalni embryologie. Ve své studii pozoroval
apopsal pohyblivost bunék umoznénou vlaknitymi pseudopodii a jejich
variabilitu u riznych typd bun¢k. Vyznamné byly jeho experimenty s kultivaci
bunék na pavouci siti, kdy ukdzal, ze povrch ma na rast buiiky zasadni vliv a ze
specifické usporadani pavuciny ovliviiuje tvar bunek, jejich organizaci a smér
pohybu. [74] Na Harrisona navazal v roce 1945 P. A. Weiss, biolog zabyvajici se
ristem bunék a jejich diferenciaci, a to zejména v oblasti neurobiologie. Ve své
studii pouzil pro rtst bunék podél vzoru podkladu termin kontaktni vedeni. [75]

Orientovany rist a jev takzvaného kontaktniho vedeni bunck je stézejni
Vv aplikacich, kdy je orientace bun€k rozhodujici pro dosazeni funk¢niho stavu
tkan¢ (Slachy, nervy, rohovka). V soucasné dobé je studovan na substratech
s drazkovanym vzorem 0 riznych Sitkach a rozestupech. [76] V né€kolika studiich
zabyvajicich se proliferaci epitelidlnich bunék rohovky na draZkovanych
substratech simulujicich bazéalni membranu rohovky byl sledovan vyrazny vliv
topografie povrchu a proteind pfitomnych v kultivaénim médiu na morfologii
bun¢k. Obr. 1 znazoriiuje morfologicky rozdil lidskych epitelidlnich bun¢k
rohovky zpusobeny rustem na rozdilnych podkladech. Zatimco na hladkém
povrchu ma bunka tvar kulaty (A), na povrchu drazkovaném dochazi
k vyraznému protazeni téla bunky ve sméru drazkovani (B). [77] Fraser et al.
v dalsi studii porovnavaji vliv samotné topografie a adsorbované vrstvy proteinti
ze séra na orientovany rust buniky rohovky, kdy bunky ziskavaji protazenou
morfologii ve sméru drazek nezavisle na Sifce a vzdalenostech drazek, ale miru
orientace bun¢k iniciovanou drazkovanim zvysuji pravé adsorbované proteiny na
hifebenech povrchového vzoru. Zmeénou kultivatniho média s rozdilnym
proteinovym slozenim pak dochdzi kiniciaci kolmé orientace bunék
na povrchovy vzor (Obr. 1 C) [78,79]

Obr. 1: Morfologie lidsh epitelilm'ch bunek rohovky na A) hladkém povrchu, B) na
drazkovaném substratu V prostredi DMEM, C) na drazZkovaném substratu o stejnych
rozmerech v prostredi Epilife. [17,79]
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Kontaktni vedeni bun¢k na drazkovanych povrsich je tedy na zakladé vyse
zminéného vysvétlovano pomoci nasledujicich mechanismi. Prvnim z nich je
indukovana selektivni adsorpce proteinit ECM na anizotropnim povrchu, ktera
vede k vazani a adhezi bunék k témto proteinim podle povrchového vzoru.
[80,81] Roli zde vsak hraji i filopodia bunék, ktera nejsou schopna interagovat
s uzlabimi mezi hiebeny vzoru a iniciuji lokomoci buiiky po vrcholcich vzoru.
[82] Od téchto dvou jevi se nasledné odviji tvorba fokalnich adhezi, které se
vzhledem k charakteru povrchu utvaii vyhradné na vrcholcich drazek. [83,84]

Nervové buiiky ke spravnému rlstu a aktivité rovnéz potfebuji piesné
a orientované podklady ve formé drazek nebo vysoce uspotradanych siti, [85] coz
se odviji od pfirozené regenerace posSkozené nervové tkdn¢. Nervové bunky pii
vyvoji nebo pfi regeneraci v piipadé poSkozeni migruji podél orientovanych
vlaken ECM nebo podél podpérnych gliovych bunék. [86—88] Kontaktni vedeni
hraje roli jak v pfipadé regenerace tkani centralniho nervového systému (CNS),
tak periferniho nervového systému (PNS), ale zplisob orientace je odlisny. Pii
neuroregeneraci je pro volbou vhodné podpéry tedy rozhodujici konkrétni typ
posSkozené tkang. V piipadé PNS pievlada orientace nervovych bunék ve sméru
povrchové textury, u neuroblasti CNS byla pozorovana orientace kolma. [89]
Neékteré typy nervovych bunék jsou rovné€z schopné bunééného piemosténi
povrchovych prekazek prostiednictvim neuritti prichycenych k povrchu. [90]

Pii procesu hojeni ran se uplatiuji predevsim fibroblasty, jejichz rychlost
osidleni rany je urcujici pro zjizveni rany, stejné jako distribuce komponent
utvarejici se ECM. Chovani fibroblastl 1ze rovnéz tidit topograficky. Polarizaci
a smerovost rustu bunék lze opét indukovat draZzkovanym povrchem. Bylo
zjiSténo, Ze pi1 aplikaci naplasti s draZkami kolmymi na smér uméle vytvorené
rany mezi lidskymi dermalnimi fibroblasty doSlo k rychlejSimu prorosteni rany
nez v piipadé aplikace hladké néplasti nebo naplasti s rovnobéznym
drazkovanim. Dlvodem je rychlejs$i migrace fibroblastli orientované ve sméru
drazek zjednoho konce mezery na druhy (rozméry drazek jsou v jednotkach
mikrometra, jejich hloubka ¢inila 600 nm). Dalsi zajimavosti studie je aplikace
naplasti nikoliv pod proliferujici bunky za ucelem ovlivnéni tvorby fokalnich
adhezi, ale na volny (apikalni) bunéény povrch s cilem simulovat pfilozeni
obvazového materidlu na ranu, pfi¢emz nedochazi k tvorbé¢ fokalnich adhezi mezi
buiikami a texturovanym povrchem, ktery tak mulzZe byt po srosteni rany
odstranén. [91]

4.1.3 Chemické a fyzikalni vlastnosti povrchu

Diilezitou roli hraje smacivost povrchu. To, zda je povrch hydrofilni nebo
hydrofobni, ovliviiuje adsorpci proteini a jejich konformaci, tim padem
I biologickou aktivitu. [92,93] Smacivost 1ze ovlivnit topografii povrchu nebo
modifikaci povrchu funkénimi skupinami. [94] Vybrané funkéni skupiny mohou
naptiklad zajistit v souvislosti s hydrofilnim nebo hydrofobnim charakterem

'''''

ucinna z hlediska podpory afinity bunék k povrchu je jeho funkcionalizace
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biomolekulami napodobujicimi biologickou funkci, tedy peptidy nebo
protilatkami specifickymi pro konkrétni bunééné receptory. [97-99] Pied
vazanim peptidi k povrchu je pak u nékterych materialt (napi. polypropylen,
nebo polyethylentereftalat) nezbytna jejich ptedchozi plazmaticka tprava. [100]

4.2 Role proteinti v tkanovém inZenyrstvi
4.2.1 Protein jako nosny substrat

Vyhodou proteinti jako nosného substratu je jejich dostupnost a Siroké Skala
moznosti zpracovani do libovolnych forem od filmi pies hydrogely
po hierarchické 3D struktury. Rada proteinti (napiiklad hedvabi nebo kolagen)
vykazuje vysokou stabilitu ve vode¢, a to diky schopnosti samo-organizace. T¢ je
dosazeno vysoce organizovanym uspoiadanim sekundéarni struktury do stabilni
konformace nebo pfirozenym nekovalentnim sitovanim. Tuto samo-organizaci
proteinlt lze podpofit volbou procesnich parametri v prubéhu zpracovani
indukujicich zmény ve struktuie nebo fyzikdlni sitovéni, piipadné uzitim
sitovacich ¢inidel. Nevyhodou sitovacich ¢inidel je vSak zpravidla jejich vysoka
cytotoxicita. Netoxickou alternativou je sitovani pomoci enzymu. [101-103]

4.2.2 Raustové faktory

Funk¢énost biomateridlového systému a schopnost obnovy tkdné vyrazné
zlepsSuje piitomnost ristovych faktord. Ristové faktory jsou zpravidla proteiny
regulujici bunééné procesy a pusobici jako signdlni molekuly prostfednictvim
vazby na specifické bunécné receptory. Rlstové faktory jsou z tohoto ditvodu
specifické jen pro urcite typy bunék. Jedna se naptiklad o epidermalni rlistovy
faktor (EGF), nervovy ristovy faktor (NGF) nebo fibroblastovy rastovy faktor
(pro pojivovou tkan, FGF). [104-106]

4.2.3 Adhezivni proteiny

Bunééné adhezivni glykoproteiny jako je laminin nebo vitronektin jsou
schopné vazat se K jinym proteinim ECM a k bunéénym receptorim, ¢imz
zprostifedkovavaji adhezi a migraci bunék. Pouzivaji se k tvorbé adhezivnich
povlakli na povrchu biomaterialti. Pro stejné tcely lze uzit fibronektin, coz je

glykoprotein obsahujici sekvenci RGD, skrze kterou zprostfedkovdva vazbu
s integriny. [107-109]

4.2.4 Rekombinantni proteiny

Proteiny lze izolovat z ptirodnich zdroji, ze savéich ¢i rostlinnych tkani nebo
produkti Clenovctl. V piipadé¢ jejich uZziti je zde vSak riziko imunitni odezvy,
prenosu onemocnéni nebo nejednotné kvality materidlu z riznych zdroji nebo
Sarzi. [110] Resenim je chemicka syntéza kratkych peptidii umoziujici produkci
piirozenych peptidl, ale také zcela novych sekvenci. Generovani novych
proteinovych sekvenci S laditelnymi vlastnostmi inspirované ptirodnimi
materidly ma za cil optimalizovat mechanickou a strukturni podporu s tou
biologickou a zajistit rovnomérnou regeneraci tkané pii soucasné degradaci
podptrného materialu. [111] Rekombinantni varianta proteinu je uZzivana
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Vv ptipad¢ proteinu pavouciho, kdy je obtizné protein viibec ziskat z ptirodniho
zdroje. Pomoci E. coli lze syntetizovat pavouci proteiny typu MaSpl a MaSp2
(Major Ampullate Silk Protein). [112]

4.3 Hedvabné proteiny

Z pavouciho hedvabi je zpracovatelsky a aplikacné vyznamny pavouci
,,dragline “ protein produkovany nékterymi druhy pavouki, naptiklad Araneus
diadematus nebo Nephila clavipes. Pavouc¢i hedvabi se vSak obtizné ziskava
z ptirody — chov komplikuje zejména kanibalismus pavoukd. Proto je pro
vyzkumné ucely produkovan rekombinantni pavouci protein geneticky
modifikovanymi bakteriemi, C0Z umoziiuje technologicky Skalovatelnou vyrobu
a kontrolovanou kvalitu produktu. [17,18]

Mnohem rozsifen¢j$i je produkce hedvabného proteinu produkovaného
domestikovanym bourcem moruSovym (Bombyx mori), odtud odvozena jedna
z uzivanych zkratek BMF — Bombyx Mori Fibroin. Hedvabné kokony bource
moruSoveého izoluji larvu od wvnéjsiho prosttedi, chrani ji pted predatory
a mikroorganismy a funguji jako bariéra proti vlhkosti. [113] Protein tvofici
kokon, ozna¢ovany rovnéz jako fibroin, se izoluje pfimo z kokont larev bource
moru$ového masoveé chovanych primarné pro textilni pramysl. [114] Vlakno
tvorici kokon je slozeno ze dvou fibroinovych fibril obalenych adhezivnim
proteinem sericinem (Obr. 2). [115,116]

Fibroin \

Obr. 2: Vievo slozeni hedvdabného viakna, vpravo usporddani primdrni struktury
aminokyselin do antiparalelniho usporadani f-skladaného listu. [115,116]

4.3.1 Makromolekularni struktura

Fibroinové vlakno se sklada z lehkého fetézce o molekulové hmotnosti 25 kDa
a tézkého fetézce o molekulové hmotnosti 390 kDa, které jsou propojeny
glykoproteinem P25. Tézky fetézec se sklada z repetitivnich jednotek [Gly-Ala-
Gly-Ala-Gly-Ser],. Retézec se vyskytuje ve dvou konformacich — a-§roubovice
(znaceny jako Silk I) nebo B-skladany list (Silk II). VétSina aminokyselin je
nepolarnich a hydrofobnich. [117] Te&zky fetézec obsahuje hydrofilni
a hydrofobni bloky, které umoziuji tvorbu micelarni struktury ve vodé. Tvorbu
micel snaslednym gelovaténim lze pozorovat jak V piirozeném procesu
zvlaknovani, tak u regenerovaného fibroinu po rozpusténi fibroinu v LiBr
a dialyze. Pfi vysSich koncentracich fibroinu (s klesajicim obsahem vody
Vv systému) dochazi k tvorbé globuli. Tyto globule jsou pfii tvorbé vldken vlivem
smykového namahani zarovnavany a dlouZeny. Po rozpusténi se makromolekuly
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fibroinu nachazi ve formé nahodného klubka pfi pfevedeni do pevného stavu
muze vzniknout konformacéni uspotadani a-Sroubovice (Silk I). Tato konformace
je rozpustna v fad¢ rozpoustédel véetné vody. Vlivem piisobeni nékolika podnéth
dochazi k transformaci sekundarni struktury ze stavu Silk | do stavu Silk 11
s organizovanymi segmenty [-skladaného listu (Obr. 2 vpravo). Témito podnéty
Vv laboratornim prostfedi jsou pfitomnost polarniho organického rozpoustédla,
mechanické namahani, ptisobeni ultrazvuku nebo zvysené teploty. [118]

4.3.2 Biokompatibilita a biodegradabilita

Fibroin je povazovan za biokompatibilni materil, nevykazuje negativni u€inky
na organismus a podporuje bunécnou proliferaci. Zanétlivou odpoveéd’ organismu
zpusobuje v kombinaci se sericinem. Biokompatibilita proteinu je dale
podporovana piidavkem jinych biomateridlti, chemickou modifikaci povrchu
nebo jeho texturizaci. Pro podporu bunééné adheze se na povrch fibroinu vaze
RGD peptidova sekvence sloZzend z argininu, glycinu a kyseliny asparagové, ktera
vyrazn¢ podporuje piichyceni bunécnych receptori a pfirozené se vyskytuje

cey

v hedvabi divoce zijiciho martinace ¢inského. [119]

Z hlediska imunitni odezvy organismu na hedvabny protein jsou zavéry z fady
studii nejednoznacné. Pivodné se predpokladalo, ze fibroin vyvoldva imunitni
reakci organismu pouze v kombinaci se sericinem. Nebyl vSak prokazan zanétlivy
ucinek pouhého fibroinu na organismus, stejné tak samotny sericin nevykazuje
imunogenicitu. Problém muze nastat az pii degradaci produktu z hedvabného
proteinu, kdy v zavislosti na velikosti a morfologii mohou odpadni ¢astice
hedvabi vyvolat imunitni reakci. [120]

4.4 Zpracovani fibroinu pro ucely tkanového inzenyrstvi
4.4.1 Texturované hedvabné filmy

Hedvabné filmy lze piipravit odlitim roztoku a odpafenim rozpoustédla,
pticemz volba rozpoustédla ovliviiuje sekundérni strukturu proteinu. Zatimco pfi
uziti hexafluoroisopropanolu obsahuje film vySsi podil a-Sroubovicovych
struktur, v pripadé kyseliny mravenéi se po odpatfeni rozpoustédla protein
transformuje do B-skladaného listu. To, zda jsou filmy hydrofobni ¢i hydrofilni
do jisté miry ovlivituje charakter povrchu, na ktery jsou odlévany. Fibroinové
filmy na hydrofilnim sklicku maji hydrofobnéjsi povrch nez filmy
na hydrofobnim polystyrenovém podkladu, coz plyne z amfifilni povahy fibroinu.
[121] Filmy pfipravené z fluorovanych rozpoustédel se nachazi V nestabilni
konformaci Silk | s ptevahou struktur a-sroubovice. Tyto filmy lze transformovat
a stabilizovat oSetenim pomoci vody nebo methanolu. Filmy, jejichz sekundarni
struktura byla transformovdna uZitim methanolu, vykazuji vyS§i miru
neusporadanosti a vyss§i schopnost piijimat vodu. [122]

4.4.2 Tisténé 3D struktury

Pro zpracovani metodou extruzniho 3D tisku lze pfipravit hedvabny protein
ve formé¢ hydrogelu chemicky indukovanou gelaci, Obr. 3. [123]
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Methakrylatované hedvabi lze zpracovat metodou DLP (Digital Light
Processing). [124-126] Pomoci extruzniho tisku byly pfipraveny porézni miizky
ze smési hedvabi a voskovych nebo PCL mikrocastic. [127] Hedvabny protein se
casto kombinuje pfi 3D tisku s jinymi biomaterialy (naptiklad kolagen) pro
zlepSeni jejich mechanickych vlastnosti. [128] 3D tisk samotného fibroinu
komplikuje transformace jeho sekundarni struktury, ke které dochazi pii vyssich
koncentracich roztoku. Nizsi koncentrace se zase poji s prili§ nizkou viskozitou
nevhodnou pro tisk. [129]

Obr. 3: Ukdzka 3D tiftén mrizky z fibroinového hydrogelu. [123]
4.4.3 Hedvabna vlakna

Hedvabi je velmi dobte zvlaknitelny material. Elektrostatickym zvldkiiovanim
lze pripravit vlakna z vodného roztoku fibroinu s regulovatelnou morfologii
atloustkou v zavislosti na koncentraci fibroinu. [130-132] Za ucelem
napodobeni sloZeni pfirodniho vldkna 1ze koaxidlnim tiskem ptipravit kompozitni
vlakno slozené z fibroinu v jadie a sericinu ve formé plaste. [133]

Ve smési s jinymi materialy ma fibroin ¢asto za nasledek vznik rtiznych druhd
nestabilit, naptiklad perlového toku. Piesto jsou vSak znamy kombinace fibroinu
S jinymi polymery pii piipravé vldken, pfiCemZ pii piipravé smési je pro
zachovani stabilniho toku dulezité dodrZet optimélni pomér mezi jednotlivymi
slozkami. [134]

4.4.4 Uziti hedvabi pri hojeni ran

Kozni tkan je schopna samoopravy, nékteré rany se vsak hoji obtizn¢ a dlouho,
napiiklad pfi diabetickém onemocnéni, popaleninach nebo hluboké ¢i plosné
rany. Mezi materialy usnadiujici a urychlujici proces hojeni s cilem dosahnout
mensi jizvy patii hedvabi, fadu let uzivané jako Sici material. Bylo prokazano, ze
BMF ve form¢ B-skladanych listh ptisobi na signalni drahy, podporuje expresi
fibroinektinu a kolagenu typu 11, stimuluje rist a migraci bun¢k a mize piiznive
ovlivnit hojeni ran. [135-137] Problémem hladkych filmt pro hojeni ran je nizka
afinita bun¢k k povrchu, kterd je ptrekonavana kombinaci fibroinu s jinymi

materidly nebo modifikaci jeho povrchu peptidovymi sekvencemi, napt. RGD.
[138]
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4.4.5 Regenerace nervovych vlaken pomoci hedvabi

Ze syntetickych polymerd je pro vyrobu nervovych konduitti ¢asto uzivany
PCL, doplnény o piirodni polymer, napt. chitosan. Tyto materidly zajiStuji
umélému nervovému vedeni dostate¢nou pevnost a mechanickou odolnost. PCL
musi byt ¢asto modifikovan peptidovymi sekvencemi zlepSujicimi bunécénou
adhezi a proliferaci, jedna se napiiklad o sekvenci RGD, [139-141] dale rdstové
faktory, jako je NGF (neural growth factor), nebo FGF (fibroblast growth factor).
[142,143]. Pro kombinaci vhodnych mechanickych vlastnosti, biokompatibility,
rychlosti degradace a snadné modifikovatelnosti peptidovymi sekvencemi se pro
vyvoj konduiti uziva i hedvabny protein, ze kterého lze pripravit naptiklad
konduit s vnitinim drazkovanim pienesenym z PDMS Sablony. [144] Tubularni
nahradu z hedvabi lze pfipravit rovnéz pomoci elektrospinningu, [145] dale byly
ptipraveny multikanalové konduity. [146] Nevyhodou téchto struktur jsou pfilis
velké rozméry Cili nedostatecnd jemnost a také organizovanost navadeci textury.

5. ZVOLENE METODY ZPRACOVANI

5.1 Fazova separace

Pomoci fazové-separacnich piistupil aplikovanych na polymerni systém lze
ptipravit morfologie s mikro az nano texturovanym vzorem. Fazové separace lze
docilit naptiklad zménou teploty, plsobenim smykovych sil nebo, jak je
pfedmétem této prace, plsobenim Spatnych rozpoustédel. Pii tomto procesu
dochézi k tvorbé porézni textury plsobenim Spatného rozpoustédla ve smési.
[147] Kapky Spatného rozpoustédla tvaruji polymerni povrch zbotnaly
rozpoustédlem dobrym. Toto Spatné rozpoustédlo musi byt navzijem misitelné
s rozpoustédlem dobrym, které dokaze zcela rozpustit dany polymer. Miru
interakce polymerniho fetézce s molekulami rozpoustédla popisuje Flory-
Hugginstv interak¢éni parametr y. Pokud y <'2, polymer se nachéazi v dobrém
rozpoustédle. Pokud y> %4, rozpoustédlo je pro polymer Spatné. [148] Depozici
rozpoustédel lze proveést rlznymi pfistupy. V prvnim ptipadé dochazi ke
kondenzaci par Spatného rozpousStédla na polymerni povrch zbotnaly
rozpoustédlem dobrym. Tato metoda je znama jako Breath figures. Druhou
moznosti je soucasna aplikace dobrého a Spatné¢ho rozpousStédla na pevny
polymerni povrch. Kromé vzijemné misitelnosti obou rozpoustédel je pro
ucinnost této techniky podminkou piednostni odparovani rozpoustédla dobrého.
[149]

5.2 3D tisk

Principem 3D tisku je tvorba konstrukce kladenim materialu po jednotlivych
vrstvach na zaklad€ pocitaCového modelu. Definované struktury z polymernich
roztokl lze pfipravit metodou InkJet nebo extruzniho 3D tisku. Pti InkJet tisku
dochéazi k ddvkovani materialu na podlozku kapku po kapce, zatimco pfi
extruznim tisku dochéazi ke kontinudlnimu vytlacovani inkoustu ve formé
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taveniny nebo roztoku na podlozku. Vytlacovaci hlava muze byt pistova nebo
pneumaticka podle mechanismu vytlacovani inkoustu. Proces tisku zavisi na celé
fad¢ parametr(, od teploty vytlacovaci hlavy a tiskové podlozky az po koncentraci
a viskozitu polymerni smési. Vytisk tuhne odpafenim rozpoustédla nebo
vytvrzenim. [150]

5.3 Electrospinning

Electrospinning je metoda slouzici k tvorbé vlaken z roztokl polymerti. Timto
procesem lze ziskat chaotickou sit’ vldken v mikro aZ nano rozmérech, pficemz
jejich morfologii Ize fidit celou fadou procesnich parametri od koncentrace
roztoku po podminky okolniho prostiedi jako je vlhkost a teplota. Princip spociva
ve zvlakiovani z kapky polymerniho roztoku ptisobenim elektrického pole mezi
kladnou elektrodou a zapornym kolektorem. Kladn4 elektroda je tvotena jehlou
ukoncujici sttikacku s roztokem anebo kovovou tyCkou s volnym povrchem.
Kolektor funguje jako adsorbér vznikajicich vlaken. Pii zvySovani napéti dochazi
k deformaci kapky polymerniho roztoku na kladné elektrodé a tvorbé Taylorova
kuzelu, po piekonani povrchového napéti dochazi k vypuzeni kapaliny
S polymernimi vlakny smérem ke kolektoru. Pokud je proud kontinudlni, vznikaji

homogenni vldkna; pti jeho pieruseni dochazi k pulznimu toku a tvorbé nestabilit.
[151-153].

6. EXPERIMENTALNI CAST

V této kapitole budou charakterizovany pouzit¢ materialy a zdsadni operace
jejich zpracovani. Dale budou uvedeny hlavni charakteriza¢ni metody.

6.1 Pouzité materialy a technologie
6.1.1 Priprava a purifikace fibroinu

Regenerovany Bombyx mori fibroin v lyofilizované formé byl ptipraven podle
standardniho protokolu dle Kaplana. [154] Vychozi surovina ve formé kokont
(poskytnuto Univerzitou Bayreuth) byla zbavena sericinu varem v 0,02 M
Na,COs (p.a. Sigma Aldrich). Po proplachnuti vodou byla hmota rozpusténa
v roztoku 9.3 M LiBr (p.a. Sigma Aldrich) pfi zvysené teploté (60 °C) po dobu
4 h. Po rozpusténi byly nezddouci ionty odstranény dialyzou. Po centrifugaci
a filtraci byl vytézeny fibroin lyofilizovan a nasledné rozpoustén v HFIP (p.a. abcr
Gmbh) na koncentraci 2 % (w/v).

6.1.2 Priprava fibroinovych filmi

Fibroinové filmy byly pfipraveny odlévanim 450 pl 2% roztoku fibroinu
v HFIP do polystyrenovych Petriho misek (TPP Techno Plastic Products AG)
0 priméru 3,4 cm. SuSeni bylo realizovano v atmosféfe proudiciho dusiku po
dobu 12 h, pfi¢emz v takto pfipravenych filmech se fibroin nachazel v konformaci
SILK I. Nasledné byly filmy umistény do klimakomory s definovanou vlhkosti
(60 %) nebo do par methanolu (metOH), ¢imz byla zajisténa transformace
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sekundarni struktury. Na filmech v rozdilnych stupnich transformace fibroinu
byly nasledné generovany specifické “porézni®“ povrchové textury metodou
casove sekvenované fazové separace.

6.1.3 Texturizace pomoci sekvenovaného davkovani

Pro ucely texturizace povrchil bylo pouZito zafizeni sestrojené na Ustavu
fyziky a materialového inZenyrstvi FT UTB pro sekvenované davkovani
rozpoustédla na rotujici substrat. Povrch fibroinového filmu byl modifikovan
smési dobrého rozpoustédla HFIP, $patného rozpoustédla DMSO (p.a. VWR)
a vody v poméru 7:0,2:4 na rotujici vzorek. Sledovanymi procesnimi parametry
byly otacky vzorku v rozsahu 1500 az 2400 otacek/min, objem davkovaného
roztoku v intervalu 100 az 300 ul, perioda davkovani 5 az 13 s a pocet opakujicich
se davek v rozmezi 10 az 40.

6.1.4 Staticka texturizace

BMF filmy ve stavu Silk I byly pokryty vrstvou roztoku o objemu 450 pl
a slozeni HFIP : H,O : DMSO v poméru jednotlivych slozek 7 : 4 : x, kde x bylo
0,1/0,2/0,4. Vzorky byly umistény do exsikatoru s mirnym priutokem dusiku do
vysuSeni. Druhym pfistupem statické modifikace byl upraveny postup Breath
figures, kdy na fibroinovy film byla nanesena vrstva HFIP, film se nechal
povrchoveé nabotnat po dobu nékolika minut a poté byl umistén do komirky,
kterou proudil dusik a pary DMSO.

6.1.5 Selektivni znaceni povrchu

Filmy ve stavu Silk I byly umistény na 24 h do par methanolu
a transformovany do stavu Silk II. Modifikace povrchu poté probihala pomoci
sekvenovaného davkovani roztoku na rotujici substrat. Modifikacni roztok
obsahoval HFIP, vodu a DMSO v poméru 7:4:0,2, ptfi¢emz roztok DMSO byl
upraven pridavkem dextran-RGD nebo dextran-fluoresceinu (poskytnuto
Univerzitou Bayreuth) o koncentraci 0,1 nebo 0,5 %. Filmy byly nasledné touto
smési modifikovany pii 2400 otackach po 200 ul, 10 davkéach a 5 s. Pro srovnani
byly pfipravovany filmy zcela pokryt¢ RGD peptidem, kdy byly filmy
texturovany vyse popsanym postupem pouze s ¢istym DMSO a nésledné byly
povrchy rovnomérné pokryty roztokem dextran-RGD.

6.1.6 3D tisk smési hedvabi — PCL

Pro tisk PCL-BMF mtizek byly ptipraveny roztoky PCL (p.a. Sigma Aldrich)
a lyofilizovaného hedvabného proteinu v HFIP o riznych pomérech. Rozpousteéni
probihalo cca 6 h na tfepacce pti laboratorni teploté (23°C). Samotny tisk probihal
na tiskarné BioX za pouziti pneumatické hlavy a konické Spi¢ky o priméru 25 G.
Byly tistény miizky o rozméru 10x10x%0,3 mm, tisk probihal pti pokojové teploté
tiskové hlavy 1 podloZzky. Rychlost tisku byla volena v rozmezi 3-10 mm/s pti
tlaku 30-100 kPa v zavislosti na koncentraci a viskozité roztoku. Tisk probihal
ve flow boxu sodtahem, mfizky ziskaly pevny tvar rychlym odpafenim
rozpoustédla bezprostiedné po tisku pii laboratorni teploté.
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6.1.7 Priprava hedvabnych vlaken

Metodou elektrospinningu byly zpracovavany roztoky fibroinu v kyseliné
mravenci (FA) nebo HFIP, dale smésné roztoky fibroinu a PCL v HFIP s pfimési
DMSO. Roztoky byly pfipravovany na ttepacce pii laboratorni teploté (23°C) po
dobu 6-12 h. Zvlaknovani bylo provadéno pomoci elektrospinneru s elektrodou
ve forme kovové tyCinky z kapky roztoku pii pokojové teploté, napéti 15-30 kV
a vzdalenosti kolektoru v rozmezi 9-13 cm. VIdkna byla spinnovéana na podklad
ve formé slidy nebo uhlikové pésky.

6.1.8 Profilometrie

Topografické zmény povrchu byly charakterizovdny mechanickym
profilometrem Dektak XT (Bruker) s diamantovym hrotem s polomérem kiivosti
2,5 um a ptitlakem 5 mg. Vyhodnoceni drsnosti bylo provedeno podle normy ISO
4287. Méfeni na optickém profilometru ContourGT-K (Bruker) bylo provedeno
s pouzitim bilého svétla a Cocky se zvétSenim 20x.

6.1.9 Mikroskopie atomarnich sil

Detailni topografie a mechanické vlastnosti povrchu byly charakterizovany
pomoci mikroskopu skenujici sondou, Dimension ICON (Bruker), vV rezimu Soft
Tapping a PeakForce QNM. M¢feni byla provadéna rychlosti skenovani 0,7 Hz
s rozliSenim 512x512 pixeli pii pokojové teploté ve vzduchu. Byla pouzita sonda
s rezonan¢ni frekvenci 70 kHz a konstantou tuhosti 0,4 N/m (ScanAsyst-Air,
Bruker).

6.1.10 Skenovaci elektronova mikroskopie

Filmy a vlakna byla zobrazovana pomoci SEM Phenom Pro a Phenom XL 2
pii urychlovacim napéti 10 kV. Vzorky byly pokoveny smési paladia a zlata po
dobu 60 s.

6.1.11 FTIR spektroskopie

Analyza sekunddrni konformace fibroinu byla provedena pomoci FTIR
spektrometru — Nicolet iS5 technikou ATR s Ge krystalem. Pii méfeni bylo
provedeno 32 skent v rozliSeni 4 cm™ v rozsahu 400 az 4000 cm™.

6.1.12 Bunécna adheze a proliferace

Na vybranych texturovanych povrSich byla sledovana proliferace téchto
bunéénych linii: mySich embryonalnich fibroblastd (BALB/3T3), keratinocytt
(HaCaT), myoblastd (C2C12), pre-osteoblastt (MC3T3-E1l) a lidskych
fibroblastl. Pied in vitro testovanim byly vzorky sterilizovany UV-zafenim po
dobu 1 h. Pro kultivaci osteoblastli bylo pouzito médium a-MEM s obsahem 10 %
teleciho séra a 0,1 % Gentamicinu, pro ostatni typy bunék médium DMEM
S obsahem 10 % teleciho séra, 1 % Glutaminu a 0,1 % Gentamicinu. V ptipadé
filmh byly builky naneseny na sterilni texturované povrchy v pocatecnim
mnozstvi 5000 bunék/cm? (22 500 bun&k/ml). Bunééna proliferace byla
hodnocena po vybranych ¢asovych intervalech testem alamarBlue. Buiky byly
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nasledné fixovany standardnim zpasobem, jadra byla znacena barvivem DAPI
a cytoskelet barvivem ActinGreen, piipadné ActinRed. Snimky bunék byly
potizeny pomoci fluorescen¢niho (DMi8, Leica Microsystems GmbH, Germany)
nebo konfokalniho mikroskopu (model FVV3000, Olympus, Tokyo, Japan). Pro
testy na tiSténych miizkach byly vybrany lidské fibroblasty, na miizky
v kultiva¢nich miskach bylo sazeno 5000 bun¢k ve 2 ml média. Po dvou dnech
proliferace byly bunky fixovany a barveny. Testy byly provadény na Univerzité
Bayreuth, v ptipadé PS povrchti v Centru polymernich systémut Zlin.

7. VYSLEDKY

7.1 Priprava texturovanych filmi z hedvabného proteinu

K texturizaci BMF povrchii byla v rdmci této studie pouzita fada fazovée
separaCnich pfistupti. Prvnim z nich bylo sekvenované (ndsobné¢) davkovani
smésnych roztoki na rotujici substrat. Bylo zjisténo, Ze sekundarni struktura BMF
silné¢ podminiuje stabilitu a Groven rozpustnosti upravovanych povrchil a S tim
souvisejici formovani povrchove textury. Druhym pfistupem je davkovani
rozpoustédel na nerotujici (staticky) substrat. V tomto ptipad¢ byla textura na
povrchu utvafena bud’ pisobenim smési rozpoustédel po aplikaci jedné davky,
nebo pisobenim par DMSO na zbotnaly BMF film.

7.1.1 Sekvenované davkovani za rotace

Metodika pfipravy texturovanych povrchli sekvenovanym davkovanim
smésnych roztokti znazornéna na Obr. 4 vychazi ze studie E. Wrzecionka
provedené na povrchu polystyrenové misky pro tkanové kultury, kdy na
rotujici substrat byl v definovanych objemech davkovan smésny roztok obsahujici
dobré a Spatné rozpoustédlo (i). [155] Dobré rozpoustédlo (tetrahydrofuran)
botna povrch a $patné rozpoustédlo (2-ethoxyethanol) je separovano na povrchu
(i — iv), jehoz texturu formuje mechanismem podobnym breath figures.

i) i) iii) iv)
g ttt ottt

L =TT - | ad = ba ]

Obr. 4: Schéma znazornujici vznik povrchové topografie porézniho charakteru na

rotujicim polymernim substratu v disledku fazové separace vzmikajici diky rozdilné
rychlosti odparovani rozpoustédel. [156]

V piipad¢ texturizace fibroinu byl jako dobré rozpoustédlo zvolen
hexafluoroisopropanol (HFIP) a jako Spatné dimethylsulfoxid (DMSO).
Modifikaéni smés navic obsahovala vodu, kterd zabranuje praskani filmu
Vv pribéhu odpatfovani rozpoustédel. Na rozdil od polystyrenu lze v piipadé
fibroinu texturovat filmy v riznych vychozich stupnich transformace sekundarni
struktury. Fibroinové filmy byly pfipravovany jednoduchym odlévanim 2%
roztoku fibroinu v HFIP do PS misek. Schéma nésledné Upravy povrchu je
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znazornéno na Obr. 5 B. Filmy byly suseny v pritoku dusiku s absenci vlhkosti,
¢imz bylo dosazeno vysledné sekundarni konformace Silk I. Pfi rychlém
odparovani rozpoustédel dochazelo na filmech ke vzniku nezddouciho zvrasnéni
vyvolaného teplotnim a koncentra¢nim gradientem. [157-159] Pro eliminaci
tohoto jevu bylo nezbytné piekryt filmy vickem azpomalit tak odpafovani
rozpoustédla. Po vysuSeni byla transformovana sekundarni struktura fibroinu
umisténim filma do relativni vlhkosti 60 % na 48 h nebo do par methanolu, rovnéz
na 48 h, ¢imz bylo dosazeno kontrolovaného preusporadani sekundarni struktury
do ptrechodového stavu Silk I-11 nebo transformovaného stavu Silk II. Takto
oSetiené substraty byly nasledné modifikovany sekvenovanym davkovanim smési
rozpoustédel za rotace za vzniku samonosného polymerniho texturovaného filmu.

Konformacni prechody byly kontrolovany pomoci FTIR (Obr. 6), pficemz
posuny charakteristickych absorp¢nich pasti byly posuzovany na zakladé literarné
dostupnych udaju. [118] Vliv pusobeni par methanolu na hladky film Ize
pozorovat na modrych spektrech (ptfechod Silk | = Silk IT), kdy dochazi k tvorbé
struktury B-skladaného listu (absorpéni pas s maximem cca 1620 cm™). Cervené
FTIR spektrum je piechodovym stavem Silk I-1l po oSetfeni v RH 60, zelené
spektrum znazoriiuje stav Silk II po oSetieni methanolem. Carkovana spektra
(Cervené a zelen€) pak znéazoriuji stavy po ndsledné modifikaci povrchové
textury.

Metoda sekvenovan¢ho davkovani byla aplikovana na oba typy filmi
s rozdilnou mirou transformace (Silk I-11 a Silk 1), stejn¢ tak jako na filmy bez
oSetfeni methanolem ¢1 definovanou vlhkosti ve stavu Silk I. Pro filmy
Vv nestabilizovaném stavu Silk I se zplsob davkovani za rotace ukézal jako
nevhodny, protoze vlivem plisobeni rozpoustédel dochazelo ke smyvani filmu
k okrajim misky. Na tyto filmy proto byly posléze aplikovany statické ptistupy,
jak bude diskutovano déle. Stacilo vSak vystavit BMF film definované vlhkosti
anebo methanolu a pti modifikaci byly na povrchu utvareny rozdilné textury.
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A — Statickd modifikace
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Obr. 5: Schéma zndzornujici proces pripravy proteinovych filmi: A — Statickad
modifikace: |-suseni v proudici atmosfére dusiku, Il-piisobeni par DMSO/smési
rozpoustédel, IlI-odpareni rozpoustédel a vznik povrchové topografie; B — Modifikace
zarotace: | —suseni v proudici atmosfére dusiku, Il — transformace sekundarni struktury
pusobenim vodni pary nebo par metOH, 11l — depozice smési rozpoustedel za rotace, IV
— odpareni rozpoustédel a vznik povrchové topografie, V — kombinovany postup.
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Obr. 6: FTIR analyza BMF filmii v ruznych stupnich transformace sekundarni struktury
Vv pritbéhy pripravy filmii a jejich texturizace: A) prechod ze Silk | do Silk 11 piisobenim
metOH, B) prechod ze Silk 1-1I po piisobeni RH 60 do Silk Il provedenim modifikace za
rotace, C) prechod ze Silk Il po piisobeni metOH do koncového Silk Il provedenim
modifikace za rotace a D) viiv doby piisobeni par methanolu 24, 48 a 72 h na konformaci

fibroinu.

Prehled pfipravenych povrchovych vzort je znazornén na Obr. 7. Architektura
vznikajicich povrchovych textur byla podminéna vychozim konformacnim
stavem BMF filmu pfed modifikaci. Pii aplikaci rotaéniho sekvenovaného
davkovani na film v prechodném stavu Silk I -1l vznikala na povrchu
hierarchicka textura porézniho charakteru za soucasné transformace sekundarni
konformace, znacena jako Nano/Mikro, Obr. 7 B. Textura se vizualné projevuje
zamlzenim povrchu filmu a jeji homogenita zavisi na procesnich parametrech
davkovani rozpoustédel. Pro biologické testy je déle dilezita stabilita textur
ve fyziologickém prostiedi kultivacniho média pii 37 °C, pficemz Ize konstatovat,
7e za téchto podminek je textura stabilni po dobu 7 dni.

Na filmech v konformaci Silk Il vznikala modifikaci diametralné odlisna
textura tvofena kruhovymi prohlubnémi o priméru 100 mikrometri, znacena jako
Nano/Makro, Obr. 7 C. Rozdil ve strukturach naznacuje odlisné mechanismy
jejich  vzniku. Zatimco v pfipadé¢ castecné transformovaného filmu
predpokladdme, Ze textura vznika rozpousténim a vymyvanim amorfnich slozek
fibroinu, v piipadé pIné transformované konformace dochazi ke zbotnani povrchu
a jeho deformaci plisobenim zkoagulovanych kapek DMSO. To mlZe mit
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za nasledek skutecnost, Zze Nano/Makro textura generovana timto zpisobem na
rozdil od Nano/Mikro textury nema tvarovou stabilitu v methanolu ani ve vodé,
kdy dochézi ke zbotnani povrchu a k témét Gplnému vymizeni prohlubni, coz
pravdépodobné souvisi 1 s vétSi tendenci hedvabi vazat vodu po oSetfeni
methanolem. [122] Tuto metodu vSak lze dale rozvinout a vyuzit k selektivnimu
znaceni povrchu, jak bude popsano déle.

-

A) Hladky film
Silk I 2 Silk It

B) Nano/Mikro
Silk Il = Silk

C) Nano/Makro
Silk Il = Sifk If

D) Kombinace
Silk I-11 = Silk Il
Silk Il = Sitk Il

-

Obr. 7: Srovnani specifickych hierarchickych struktur generovanych na fibroinovych
filmech v riznych stupnich transformace davkovanim smési rozpoustédel za rotace (B-
D) s hladkym fibroinovym filmem (A), snimky porizeny pomoci optického profilometru
a AFM.

Sériovym provedenim dvou vySe prezentovanych davkovacich postupt lze
piipravit kombinovanou texturu (Obr. 7 D), ktera sestava z obou typti prohlubni.
Poté, co je na povrchu vytvoien Nano/Mikro vzor, je povrch opét podroben
rotacnimu davkovani smésného roztoku za ucelem tvorby Nano/Makro vzoru.
Vytvofeni této sekundarni textury pii soufasném zachovani primarniho
Nano/Mikro vzoru opét potvrzuje domnénku, Ze dochazi pouze k tvarovani
povrchu kapkami, a nikoliv ke smyvani vrstev.
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7.1.2 Staticka modifikace
Dobré a Spatné rozpoustédlo v jedné davce

Z divodu smyvani fibroinového filmu ve stavu Silk I v pribéhu rota¢niho
davkovani smésnych roztokl byly pro tento typ povrchu zvoleny statické ptistupy
modifikace, schematicky znazornéné na Obr. 5 A. Prvnim typem je jednorazové
nadavkovani smési s dobrym a $patnym rozpoustédlem (Obr. 8). Fibroinovy film
s nanesenou modifikacni smési v uzaviené polystyrenové misce byl na 24 h
umistén do exsikatoru s mirnym pritokem dusiku. Voda v modifikacni smési
podporuje v pribéhu utvareni textury transformaci fibroinu ze stavu Silk | do
stavu Silk Il v prib&hu vytvareni povrchové textury.

Ra=21.0£1.9nm
Rz=128 +9 nm

Ra =240+ 30 nm
Rz = 1400 + 100 nm

Ra=270+8 nm
Rz =1860% 70 nm

[um]

0 700

Obr. 8: Topografie povrchovych vzoru pripravenych postupem statické modifikace
plisobenim smési rozpoustédel, méreno pomoci optického profilometru a AFM.

Takto pfipravena hierarchickd topografie vykazuje tvarovou stabilitu ve
vodném prostiedi a ve fyziologickém prostiedi do 7. dne. Pfi tomto procesu stejné
jako v pripadé Nano/Mikro textury nedochazi pouze k tvarové upraveé
fibroinového povrchu, ale ke zméné topografie spolu s konformac¢nim prechodem.

Piistup zaloZeny na Breath figures

Dalsim piistupem byla metoda systematicky odpovidajici metodé Breath
figures. Povrch fibroinového filmu byl v prvni fad¢€ nabotnan pomoci 500 ul HFIP
po dobu 10 min pii 23 °C. Poté byl film umistén do komirky s protékajicim
dusikem obohacenym o pary DMSO. Pary DMSO plni podobnou funkci jako
kondenzované kapky vody pfi klasickém procesu Breath figures. Kondenzace
kapek DMSO na ochlazujicim se fibroinovém povrchu v disledku odpatovani
HFIP ma za nasledek tvorbu izolovanych kruhovych prohlubni na fibroinovém
filmu (Obr. 9). V dusledku nizkého obsahu vlhkosti v systému v pribéhu
texturizace tyto filmy zustavaji ve stavu Silk I. V ramci ¢asti tohoto vyzkumného
sméru byla vypracovana bakalai'ska prace P. Cerné. [160]
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Obr. 9: Topografie povrchovych vzorii pripravenych postupem statické modifikace
piisobenim par DMSO, meéreno pomoci optického a mechanického profilometru a AFM.

7.1.3 Bunééna proliferace na fibroinovych filmech

Navzdory dobré biokompatibilit¢ adheze bun¢k k podkladu z BMF neni
dostacujici. Lze ji vSak podpoftit pravé specifickou povrchovou texturou. [161]
Povrchova topografie s prevySenimi v fadu desitek az stovek nanometrii zvysuje
kontaktni plochu mezi substritem a bunéénymi receptory, ¢imz muze byt
usnadnéno bunééné piichyceni. Na strukturovanych fibroinovych filmech byla
studovana proliferace nékolika bunéénych linii. Vzhledem k charakteru
samonosného filmu a pozitivniho vlivu na rist keratinocytii a fibroblastii se nabizi
zamysSlena aplikace téchto struktur v oblasti hojeni ran nebo vyvoje umélé kize,
proto byla kultivace téchto dvou bunéénych linii podrobena ditkladnéjsi studii.
Jako reference byl pouzit hladky BMF film. Dale byly buiky kultivovany na
filmech s Nano/Mikro texturou piipravenych sekvenovanym rota¢nim
davkovanim a na staticky modifikovanych filmech. Nano/Makro texturované
filmy pro biologické testy nebyly vhodné z diivodu jejich tvarové nestability ve
vodném prostiedi. Na Obr. 10 je znazornén zaznam proliferace fibroblast do 12.
dne provadéni testu. Je ziejmé, ze pfipravené struktury maji pozitivni vliv na
proliferaci bungk.
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Obr. 10: Srovndni proliferace lidskych fibroblastii na hladkém fibroinovém povrchu
(FLAT) a na texturovanych fibroinovych filmech (ROT — modifikace za rotace,
Nano/Mikro na Obr. 7 B a STAT - statickd modifikace, na Obr. 8), méreno

fluorescencnim mikroskopem.

7.1.4 Selektivni znaceni hedvabnych filma bioaktivnimi molekulami

Znaceni filmii fluorescencnim barvivem

Hypotéza o porotvorné funkci DMSO v systému byla podpotena na zakladé
experimentu s fluorescein-isothiokyanat-dextranem (FITC-Dextran). Modifikace
probihala vySe popsanym postupem sekvenovaného déavkovani smési
rozpoustédel, pricemz DMSO v modifikacni smési byl obohacen o FITC-Dextran
v koncentracich 0,05 / 0,1 / 0,5 mg/ml. Bylo zji$téno, ze pouzité¢ barvivo se
v prubéhu modifikace koncentruje ve vznikajicich prohlubnich, Obr. 11.
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Obr. 11: Selektivni znaceni proteinového filmu pomoci FITC-dextranu, snimky
Z optického profilometru a konfokalniho mikroskopu.

7.2 Samo-organizace makromolekularnich fetézci

V ramci samostatné studie byly zkoumany moznosti preusporadani vybranych
polymernich systémii pomoci samoorganizovanych toku kapaliny vznikajicich
v diisledku teplotniho gradientu. Prvnim systémem byl hyaluronan. Bylo zjisténo,
ze imobilizovany hyaluronan z vodného roztoku tvoii na pevném povrchu
agregovan¢ shluky propojené fibrilami, pti¢emz charakter této sitové struktury je
ovlivnén teplotni historii a podminkami rozpousténi roztoku hyaluronanu.
Nejvyraznéjsi rozdil 1ze pozorovat pravé po rozpousténi tohoto polysacharidu
Vv teplotnim spadu v TFFC zafizenil. Vlivem Bénard-Marangoniho proudéni
indukovaného teplotnim gradientem pii rozpouSténi polymeru dochazi
ke zmenSeni priméru agregatii a znasobeni poctu fibril propojujicich jednotlivé
agregaty, viz Obr. 12. Tato problematika je podrobné popsana v nasi studii. [162]

VIiv organizovaného toku byl nasledné vySetfen na organizaci fibroinovych
fibril, pficemz byla sledovana zmé&na morfologie makromolekul z nanovléken
(Obr. 13 A) do agregovanych shlukt (Obr. 13 B) nebo propojenych fibrilarnich
siti (Obr. 13 C). Pozorovani souhlasi se studii prokazujici indukci agregace
fibroinovych fibril vlivem smykového proudéni. [163] V ramci tohoto
vyzkumného sméru byla vypracovana bakalarska prace A. Navratilové [164].

I specialni zarizeni pro upravu roztokii polymeru, kde lze nastavit na topnych deskach nad
a pod upravovanym roztokem rozdilné teploty ohrevu/chlazeni [169]
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Obr. 12: AFM zndzornéni solidifikovanych hyaluronovych siti na povrchu slidy
Z roztoku rozpousténych A) na trepacce pri 24 °C, B) na maQnetickém michadle pri 45
°C a C) V teplotnim gradientu s teplotou spodni desky 50 °C a horni desky 20 °C. [162]

Obr. 13: AFM znazornéni fibroinovych fibril na povrchu slidy z roztokii rozpoustenych
A) na tiepacce pri 24 °C, B) V teplotnim gradientu s teplotou spodni desky 50 °C a horni
desky 40 °C a C) v teplotnim gradientu s teplotou spodni desky 50 °C a horni desky 10
°C.

7.1 3D tisk smési hedvabi a polykaprolaktonu

Agregace a krystalizace hedvabného proteinu vlivem smykového naméahani
komplikuje jeho zpracovani 3D tiskovymi metodami. Proto byl zvolen pfistup
uziti fibroinu jako bioaktivniho aditiva K syntetickému dobie zpracovatelnému
polymeru. Jako tato nosna matrice byl zvolen polykaprolakton (PCL), diky jeho
biokompatibilit¢ a dlouhému c¢asu degradace. [165] Pridavek fibroinu
k polykaprolaktonu mtize vyrazné zlepsit adhezi bunék k jeho povrchu, ovlivnit
mechanické vlastnosti a umoznit vazani dalsich bioaktivnich latek k povrchu.

Byly pfipraveny rGzné varianty roztokll polykaprolaktonu v kombinaci
s hedvabnym proteinem Vv HFIP jakozto dobrym rozpoustédlem pro oba
polymery, ze kterych byly nasledné tistény jednoduché miizky, Obr. 14.
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Mikroskopickou charakterizaci bylo zjisténo, Ze BMF tvoti v matrici PCL ¢&astice,
které narusSuji usporadani klasickych PCL sférolitl a ovliviiuji jejich velikost.

HFIP HFIP + DMSO

PCL

PCL + BMF

Obr. 14: Nahore priklad designu 3D tistené mrizky ze smési BMF a PCL a jeji
mikroskopické struktury s viditelnymi sférolity PCL, dole SEM snimky srovnadvajici
detailni strukturu mrizek z cistého PCL a obohaceného o BMF' z ruznych systémii
rozpoustédel, snimky z digitdalniho a konfokalniho mikroskopu a SEM.

7.2 Priprava filmi ze smési hedvabného proteinu a PCL

Pii pfipravé 3D tiSt€énych miizek ze smési hedvabného proteinu
a polykaprolaktonu byl pozorovan vyznamny vliv ¢astic hedvabi ve smési na
sférolitické usporadani polykaprolaktonu. Pro dikladngj$i prozkouméani tohoto
jevu byly ze smési piipravovany filmy, které jsou odlévané a suSené za
definovanych podminek. Obr. 15 prezentuje prvotni vysledky ziskané z filma
s podilem 0, 10 a 20 hm. % fibroinu viici PCL. Filmy byly odlévany z 10%
roztoku BMF-PCL v HFIP do kultiva¢nich PS misek v objemu 600 ul a suSeny
pod vicky v exsikatoru za pratoku suchého vzduchu pii laboratorni teploté 23 °C
cca 20 h. Pomoci SEM bylo mozné pozorovat na filmech z ¢istétho PCL
standardni krystalické uspotadani mikroskopické struktury ve formé radidlnich
sférolit. U filma s piimési BMF vSak dochazi v prvni fad¢ ke zmenSeni sférolith
podobné¢ jako u 3D tisku prezentovaného vySe, ale zaroven se sférolity
usporadavaji do prstencovych struktur, ve kterych lze opét pozorovat v detailu
Castice fibroinu. Pfitomnost fibroinu byla prokdzédna pomoci SEM prvkove
analyzy detekujici pfitomnost dusiku. Na Obr. 16 je znazornéna detailni struktura
radialniho a prstencového sférolitu. Studie Kellera, Keitha a Paddena vysvétluji
princip vzniku prstencové struktury sféroliti zjednoduSené jako disledek
spiralového staceni lamel pti radialni krystalizaci [166,167] Pro piekroceni urcité
koncentrace fibroinu ve smési ustava tvorba PCL sférolitti. U smési s piebytkem
fibroinu, Obr. 17, dochazi k vzniku porézni struktury na povrchu, ktera je
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pravdépodobné zpusobena separaci fazi pti vysychani polymerni vrstvy, pii které
zcela zanika krystalicka struktura PCL, jak plyne z preliminarnich vysledku
krystalografickych méfteni.

%4

Obr. 15: SEM analyza filmu pripravenych ze smési BMF a PCL s obsahem BMF viici
PCL: A) 0 %, B) 10 %, C) 20 %;, vpravo vyrezy o priméru 3 um.
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Obr. 16: Detailni zobrazeni povrchu A s podilem BMF 0 % a B s podilem BMF 10 %;
1. rozpousteni pri 24 °C, méreno optickym mikroskopem a AFM.
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Obr. 17: Detailni SEM a AFM zobrazeni povrchu s podilem BMF 67 %, I. Yozpousténi
pri 24 °C, II. rozpousteéni pri 40 °C.

7.1 Priprava vlakennych struktur na bazi hedvabného proteinu

Zpracovani hedvabi pomoci electrospinningu

Z roztokd hedvabného proteinu byly pfipravovany vldkenné struktury metodou
elektrospinningu za uziti n¢kolika systémi rozpoustédel — kyseliny mravenci,
HFIP a HFIP v kombinaci s DMSO, Obr. 18. Zvlaknovani z kyseliny mravenci
je velmi snadné a ziskané vysledky odpovidaji literatufe. [37] Pro dosaZeni
homogenni vlakenné struktury je vSak nezbytna koncentrace fibroinu nad
10 hm.%. Vznikajici vlakna maji tloustku v fadu stovek nanometrti. Zvlaknovani
z roztoku HFIP je podstatné naro¢néjsi, a to z diivodu velmi rychlého odparovani
rozpoustédla, proto byla také volena nizsi koncentrace proteinu v roztoku od 1,5
do 3 %, pti¢emZ pii nizsi koncentraci byly ziskany lepsi vysledky. Ve srovnani
s kyselinou mravenci maji vlakna vyrazné vétsi pramér pres 1 um. Zvlaknovani
rovnéz probiha rychleji a jeho vysledkem je vznik samonosné sité, které v ptipade
zvladknovani z kyseliny mravenci nebylo dosazeno. Pfimés dimethylsulfoxidu do
smési vyrazné zlepSila rychlost zvlakiiovani a tvorbu pevné sité. V ramci tohoto
vyzkumného sméru byla vypracovana bakalarska prace A. Bulgurovské. [168]
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elektrospinningu z riznych systémii rozpoustédel.

Orientovany riist bunék podél viakennych struktur

Roztoky PCL v HFIP a PCL s BMF v HFIP piipravené pro extruzni tisk byly
nasledn¢ zpracovany technologii, ktera neni stézejnim predmétem této prace, a to
elektrickym polem asistovanym 3D tiskem. Na srovnani znazornéném na Obr. 19
lze pozorovat vliv piimési fibroinu na stabilitu toku tiskové smési v pribéhu
procesu. Zatimco s pomoci Cisttho PCL lze pfipravit velmi jemné vysoce
organizované¢ miizky, pfimés fibroinu zapfiCini chaotické ukladani vldken
a vyzaduje narocnéjsi optimalizaci procesu. Dale byl testovan ptfedpoklad, zda
budou mit pfipravené struktury vliv na orientaci ristu lidskych fibroblasti. Na
snimcich z fluorescencniho mikroskopu lze pozorovat preferencni rust fibroblasti
podél navadéci struktury. Orientovana miizkova struktura predstavuje
perspektivni podklad pro sledovani ristu nervovych bunék.

Obr. 19: Mrizky pripravené technikou elektrickym polem asistovaného 3D tisku A)
Z ¢isteho PCL v HFIP, B) ze smesi PCL a BMF v HHIP, C) orientovany riist bunek podél
tistenych mrizek z PCL, Snimky ze SEM a konfokalniho mikroskopu.
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8. PRINOS PRO VEDU A PRAXI

Provedena studie je pfinosna jak v oblasti zdkladniho vyzkumu, tak pro mozné
praktické aplikace. Nabizi nové poznatky v oblasti pochopeni vlivu sekundarni
struktury polymert na jejich zpracovani a zaroven prezentuje potencialné funkcni
modely pro budouci aplikace v regenerativni medicing.

V oblasti zakladniho vyzkumu je tato studie pfinosnd zejména z divodu
prokazani vlivu vychozi konformace proteinu na nésledné zpracovani pomoci
fazove separacnich technik.

Pfinos prace plyne zpieneseni fazové-separaéni modifikaéni techniky
Z jednoduchého systému syntetického polymeru na komplexni proteinovou
strukturu. Pripravované samonosné filmy se specifickymi hierarchickymi
povrchovymi texturami podporujicimi bunéénou proliferaci pak predstavuji
uzite¢ny systém aplikovatelny v oblasti hojeni ran a studii spojenych s epitelovou
nebo vazivovou tkani.

Metoda selektivniho znaceni proteinového povrchu principidlné vysvétluje
proces utvareni povrchového reliefu davkovanim smési rozpoustédel a zaroven
predstavuje mozny nastroj ke specifickému vazani bunck.

Studie vénované popisu vlivu Ssamo-organizovanych tokt kapaliny na
biopolymerni systémy pfinasi nové informace o chovani makromolekul v roztoku
a na rozhrani s pevnou latkou. Tyto poznatky budou dale aplikovéany pi1 piipraveé
filmt s laditelnymi mechanickymi vlastnostmi, rozpustnosti a stabilitou.

Dalsi dilezité poznani plyne ze studie vénované smésim hedvabného proteinu
s polykaprolaktonem, kde byla sledovana jak pfirozena tvorba Castic fibroinu
v roztoku v piitomnosti polykaprolaktonu, tak zasadni vliv na krystalizaci tohoto
syntetického polymeru. Matrice syntetického polymeru s laditelnou krystalinitou
obohacend Casticemi piirodniho polymeru pak predstavuje zajimavy prvek pro
fadu aplikaci v oblasti regenerativni mediciny, zejména z hlediska optimalizace
mechanickych vlastnosti, rychlosti degradace a vlivu na biologicky systém. Tyto
smesi jsou vhodné jak pro zpracovani do podoby filmi, tak pro zpracovani
metodou 3D tisku nebo elektrospinningu, coZ umoziuje ptipravu hierarchicky
organizovanych multikomponentnich struktur vhodnych pro vazéani aktivnich
latek vyvolavajicich specifické bunééné interakce.

9. ZAVER

V teoretické cCasti prace byla provedena reSerSe popisujici dulezitou roli
proteini v tkdnovém inZenyrstvi z rGznych Ghlh pohledu a vyznamny vliv
povrchovych vlastnosti materiald na interakce na bunétné trovni. Dale byl

pfedstaven hedvébny protein, jeho vlastnosti a vyznam pro regenerativni
medicinu. Byly popsdny mozZnosti jeho zpracovani a potencialni aplikace.

35



V posledni tadé byly struéné predstaveny stézejni technologie vyuzivané pii
experimentalni ¢innosti.

Cilem experimentalni ¢asti piedlozené prace byla ptiprava originalnich struktur
vhodnych pro aplikace v tkanovém inzZenyrstvi. Tento cil byl naplnén na nékolika
urovnich.

V prvni fadé byla prezentovana priprava texturovanych filmi na bazi
hedvéabného proteinu pomoci nékolika rozdilnych postupli zaloZzenych na fazové
separaci, a to sekvenovanym davkovanim rozpoustédel na rotujici substrat,
jednordzovym nanesenim smési rozpoustédel na staticky substrat, nebo
pusobenim par rozpoustédel na zbotnalou polymerni vrstvu. Bylo zjiSténo, ze
proveditelnost téchto technik a s tim souvisejici uspotadani vytvareného reliéfu
podminuje sekundarni konformace proteinu. Analyzou povrchu bylo zjisténo, ze
vznikaji povrchové nerovnosti na vice urovnich od nano- pres mikro- az po
makro- rozmér. Dale byl prokazan pozitivni G¢inek piipravenych povrchii na rtst
lidskych fibroblasti a keratinocyti pii soucasnych antibakterialnich t¢incich
piipoustéjici moznost budoucich aplikaci pti hojeni ran.

Modifikace sekvenovanym davkovanim za rotace fibroinového filmu ve stavu
Silk II byla dale popsana v kontextu selektivniho vazani bioaktivnich latek
na povrch. Na modelovém systému s fluorescenénim znacenim byl nastinén
princip utvafeni porézniho povrchu a nasledné byl povrch selektivné modifikovan
pomoci adhezivni peptidove sekvence RGD. Na povrSich byly nasledné
provedeny testy bunécné proliferace prokazujici pozitivni vliv RGD peptidu na
adhezi bun¢k a naznacujici selektivni adhezi bun¢k k izolovanym oblastem
s RGD peptidem.

V ramci studia vlivu samo-organizovanych tokli kapaliny na hyaluronan
a fibroin byl prokdzdna ~mozZnost modifikace uspofadani  téchto
makromolekuldrnich systéml bez nutnosti zasdhnout do chemického sloZeni
disperzniho systému. Tento postup se ukéazal jako uinny ndstroj pro Upravu
fyzikadlné-chemickych vlastnosti biopolymert stejné¢ jako strukturnich
a mechanickych vlastnosti polymernich vrstev a pokrocilych konstrukei z takto
upravenych materiala.

V dalsi ¢asti prace byla popsdna ptriprava smési fibroinu se syntetickym
polymerem polykaprolaktonem a moznosti jejich zpracovani metodou 3D tisku.
Byly nalezeny optimalni koncentrace pro snadné zpracovani téchto smesi.
Ve formé filmu byly nasledné studovany zmény ve sférolitickych strukturach
polykaprolaktonu v disledku inkorporace ¢astic hedvabi. Z vybranych smési byly
ptipraveny rizn¢ dimenzované miizky pro studium orientovaného rustu bunék.
Dale byly prezentovany vysledky zpracovani smési hedvabi do vladkennych
struktur metodou elektrospinningu.

Smér vénujici se piipravé smési hedvabného proteinu s polykaprolaktonem
bude dale studovdan s ohledem na zmény uspofaddni krystalickych ¢asti
v dasledku inkorporace ¢astic hedvabi do matric tvofenych prevazné syntetickym
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polymerem. Dale budou rozvijeny moznosti zpracovani téchto smési pokro¢ilymi
3D tiskovymi metodami za uclelem piipravy hierarchicky texturovanych
multikomponentnich struktur na bazi hedvabi pro specifické biologické aplikace.
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Obr. 19: Mrizky pripravené technikou elektrickym polem asistovaného 3D tisku A)
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DLP
D-MEM
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FGF
FID
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HCI
HFIP
IKVAV
LiBr
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MaSp1l
MaSp2
Na.CO3
NaOH
NGF
PCL
PDGF
PDMS
PEG
PEO
PLA
PNS
PS
RGD
SEM
TGF-a
TGF-B
YIGSR
Obj. %
metOH
rpm

Atomic Force Microscopy

Chlorid vapenaty

Centralni nervova soustava

Digital Light Processing

Dulbecco's Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid

Extracellular matrix

Epidermal growth factor

Fibroblast growth factor
Fluorescein isothiocyanate dextran
Fourier transform infrared spectroscopy
Kyselina chlorovodikova
Hexafluoroisopropanol
Izoleucin-lysin-valin-alanin-valin
Bromid lithny

Mussle Adhesive Protein

Major Ampullate Spidroin 1

Major Ampullate Spidroin 2
Uhli¢itan sodny

Hydroxid sodny

Neural Growth Factor
Polykaprolakton

Platelet Derived Growth Factor
Polydimethylsiloxan
Polyethylenglykol

Polyehtylenoxid

Kyselina polymlécna

Periferni nervova soustava
Polystyren

Arginin-glycin-kyselina asparagova
Skenovaci elektronovy mikroskop
Transforming Growth Factor-o
Transforming Growth Factor — 3
Tyrosin-isoleucin-glycin-serin-arginin
Objemova procenta

Methanol

Revolutions per minute = otac¢ky za minutu

54



PUBLIKACNI AKTIVITY AUTORA

Clanky publikované v impaktovanych &asopisech

1. K. Kocourkova, L. Musilova, P. Smolka, A. Mracek, M. Humenik, A.
Minaiik, Factors determining self-assembly of hyaluronan, Carbohydr.
Polym. 254 (2021) 117307. doi: 10.1016/j.carbpol.2020.117307. Q1, IF =
10,723

2. M. Kadleckova, K. Skopalova, B. Ptoskova, E. Wrzecionko, E. Dad’ova, K.
Kocourkova, A. Mracek, L. Musilova, P. Smolka, P. Humpolicek, A.
Minaiik, Hierarchically Structured Surfaces Prepared by Phase Separation:
Tissue Mimicking Culture Substrate, Int. J. Mol. Sci. 23 (2022) 2541.
doi: 10.3390/ijms23052541. Q1, IF = 6,208

3. C. Heinritz, Z. Lamberger, K. Kocourkova, A. Minatik, M. Humenik, DNA
Functionalized Spider Silk Nanohydrogels for Specific Cell Attachment and
Patterning, ACS Nano. 16 (2022) 7626—-7635. doi:
10.1021/acsnano.1¢11148. Q1, IF = 18,027

4. Z. Lamberger, K. Kocourkova, A. Minatik, M. Humenik, Dual Patterning
of Self Assembling Spider Silk Protein Nanofibrillar Networks, Adv. Mater.
Interfaces. (2022) 1-8. doi: 10.1002/admi.202201173. Q1, IF = 6,389

5. P. Smolka, M. Kadle¢kova, K. Kocourkova, M. Bartonova, F. Mikulka, E.
Knechtova, A. Mracek, L. Musilova, M. Humenik, A. Minaiik, Controlled
Structuring of Hyaluronan Films by Phase Separation and Inversion,
Langmuir. 39 (2023) 13140-13148. doi: 10.1021/acs.langmuir.3c01547. Q2,
IF=4.331

6. L. Vitkova, N. Kazantseva, L. Musilova, P. Smolka, K. Valaskova, K.
Kocourkova, M. Humenik, A. Minafik, P. Humpolicek, A. Mracek, I.
Smolkova, Magneto-responsive hyaluronan hydrogel for hyperthermia and
bioprinting: Magnetic, rheological properties and biocompatibility, APL
Bioeng. 7 (2023). doi: 10.1063/5.0147181 Q1, IF = 6.586

Clanky v recenznich Fizeni v impaktovanych &asopisech / manuskripty

7. M. Kadleckova, K. Kocourkova, P. Smolka, A. Mracek, T. Sedlacek, L.
Musilova, M. Humenik, A. Minatik, Release of Contaminants from Polymer
Surfaces under Condition of Organized Fluid Flows, Engineering

8. K. Kocourkova, M. Kadle¢kova, E. Wrzecionko, E. Knechtova, P. Cerna,
M. Humenik, A. Minatik, Textured Surfaces Prepared by Phase Separation
Approach

9. K. Kocourkova, M. Kadleckova, F. Mikulka, T. Zvonicek, D. Jaska, P.
Smolka, A. Mracek, M. Humenik, A. Minafik, Silk Protein as a Modifier of

55



Poly(caprolactone) Spherulites: Impact on 3D Printed Structres

Prispévky na konferencich

1.

3D printing of silk/polycaprolactone composite scaffolds, K. Kocourkova,
M. Kadleckova, M. Humenik, A. Minafik, The 4th International Conference
on Materials: Advanced and Emerging Materials (ICM 2022), 19-21
October 2022, Barcelona, Spanélsko

Poster

Structuring of silk-fibroin surfaces by phase separation, K. Kocourkova, M.
Kadle¢kova, M. Humenik, A. Minafik, The 4th International Conference on
Materials: Advanced and Emerging Materials (ICM 2022), 19-21 October
2022, Barcelona, Spanélsko

Poster

Microstructured arrays based on self-assembled fibrillar networks for
specific cell immobilization, M. Humenik, Z. Lamberger, C. Heinritz, K.
Kocourkova, A. Minaiik, The 4th International Conference on Materials:
Advanced and Emerging Materials (ICM 2022), 19-21 October 2022,
Barcelona, Spanélsko

Talk

Influence of self-organized fluid flows on structure and network formation in
self-supporting layers made of hyaluronan, K. Kocourkova, M.
Kadleckova, L. Musilova, P. Smolka, A. Mracek, M. Humenik, A. Minarik,
Bayreuth Polymer Symposium 2023, September 17-19, 2023, Bayreuth,
Némecko

Poster

Fabrication of textured silk films via phase separation approach for
applications in regenerative medicine, K. Kocourkova, M. Kadleckova, M.
Humenik, A. Minaiik, Bayreuth Polymer Symposium 2023, September 17-
19, 2023, Bayreuth, Némecko

Poster and short talk

Preparation of silk / polycaprolactone porous scaffolds, K. Kocourkova,
Markéta Kadleckova, Filip Mikulka, Martin Humenik, Antonin Minafik,
SPE — Emerging Trends in Medical Plastics MiniTec, October 18-19, 2023,
Zlin, Ceska republika

Poster

56



ODBORNY ZIVOTOPIS AUTORA

Jméno:

Datum narozent:
Adresa:

Email:
Telefon:
ORCID:
Vzdélani:
2019 — dosud
2017 — 2019
2014 — 2017

Ing. Karolina Kocourkova, Ph.D.
16. bfezna 1994

Tecovice 254, 763 02 Zlin 4
kkocourkova@utb.cz

+420 737 528 838
0009-0002-2691-6829

Doktorské studium — Univerzita Tomase Bati ve Zlin¢, Fakulta
technologickd, Ustav fyziky a materidlového inZenyrstvi;
doktorsky studijni program: Technologie makromolekularnich
latek.

Téma disertani préace: Ptiprava strukturovanych proteinovych
povrcht

Magisterské studium — Univerzita Tomase Bati ve Zlin¢, Fakulta
technologicka, Ustav inZenyrstvi polymert; magistersky studijni
program: Chemie a technologie materialti — Inzenyrstvi polymerda.
Diplomova prace: Pfiprava strukturovanych biopolymernich
povrchi a studium jejich interakce s buitkami

Cena dé¢kana Fakulty technologické, Cena teditele Gstavu
Bakalaiské studium — Univerzita Tomase Bati ve Zliné, Fakulta
technologicka, Ustav inZenyrstvi polymert; bakalaisky studijni
program: Chemie a technologie materiali — Polymerni materialy
a technologie

Bakalatskéa prace: Charakterizace hyaluronanu sodného pomoci
AFM

Cena feditele ustavu

Pracovni zkuSenosti:

2023 — dosud
2022 — dosud
2021 — dosud
2019 - 2020

Vyzkumny projektovy pracovnik

Fakulta technologicka, Univerzita Tomase Bati ve Zlin¢
Vyzkumny projektovy pracovnik

Centrum polymernich systémt, Univerzita Tomase Bati ve Zlin¢
Pedagogicky pracovnik / Lektor

Fakulta technologicka, Univerzita Tomase Bati ve Zliné
Vyzkumny projektovy pracovnik

Centrum polymernich systémi, Univerzita Tomase Bati ve Zlin¢

57



Zahrani¢ni staze:

2022

2019

2018

Mésiéni staz na Univerzité Bayreuth, Némecko, Ustav Biomaterild,
feditel prof. T. Scheibel, pod vedenim doc. M. Humenika, Studium
ptipravy nanohydrogell z pavouciho proteinu

Me¢sicni stdz na Univerzit¢ Bayreuth, Némecko, Ustav Biomateriald,
feditel prof. T. Scheibel, pod vedenim doc. M. Humenika, Ptiprava
hedvabnych proteinovych povrchi a studium jejich interakce
S buitkami

2 + 1 mésic na Univerzit¢ Bayreuth, Némecko, Ustav Biomateriald,
feditel prof. T. Scheibel, pod vedenim doc. M. Humenika, Studium
hedvabnych proteinti pro biologické aplikace

Zahrani¢ni konference:

2023
2022

Projekty:

2023

2023

2023

2022

2022

2021

2020

2020

Bayreuth Polymer Symposium 2023, Bayreuth, Némecko
The 4th International Conference on Materials: Advanced and
Emerging Materials (ICM 2022), Barcelona, Spanélsko

NU23-08-00243 (AZVCR)

Funk¢ni nahrady pro regeneraci nervovych tkani ptfipravované
pomoci pokroc€ilych 3D tiskovych technik, ¢len fesitelského tymu
GACR 23-07425S

Anisotropni a elektricky vodivé biomaterialy, ¢len feSitelského tymu
IGA/FT/2023/006

Studium a navrh novych zpracovatelskych postupti polymernich
materiall pro pokrocilou aditivni vyrobu, ¢len feSitelského tymu
IGA/FT/2022/009

Materialy na bazi kyseliny hyaluronov¢ a proteini pro 3D tisk

z hlediska teoretické 1 aplikované chemie, ¢len feSitelského tymu
GACR 22-33307S

Vyvoj novych 3D hierarchicky strukturovanych polysacharidovych
a proteinovych poréznich systémt, ¢len fesitelského tymu
IGA/FT/2021/010

Ptiprava pokrocilych biopolymernich systémil, hlavni FeSitel
JUNG-2020-001

Smart biomaterials based on conducting polymers, ¢len fesitelského
tymu

IGA/FT/2020/005

Ptiprava strukturovanych materiali na bazi biopolymert, ¢len
feSitelského tymu

58



2019 IGA/FT/2019/012
Ptiprava strukturovanych biomaterialii, ¢len feSitelského tymu

Pedagogickd Cinnost:

Vyulujici seminafe predmétu Zpracovdini experimentu [ a Biomaterialy
laboratornich cviceni predmétu Mikroskopické metody, a predméti Seminar
kK bakalarske praci a Pokrocilé materialy a technologie |l.

Vedené bakalarskeé prace:

1. A.Trtek, 3D tisk polymernich smési na bazi hedvabného proteinu, Zlin, 2022,
Bakalafska prace, Univerzita Tomase Bati ve Zlin¢, Fakulta technologicka.

2. A. Bulgurovska, Strukturované vrstvy na bazi hedvabného proteinu a jejich
aplikace v regenerativni mediciné, Zlin, 2022, Bakalaiska prace, Univerzita
Tomase Bati ve Zling, Fakulta technologicka.

3. M. Martinec, Aplikace hedvabného proteinu v aditivni vyrobé, Zlin, 2021,
Bakalatska prace, Univerzita Tomase Bati ve Zling, Fakulta technologicka.

59



Ing. Karolina Kocourkova, Ph.D.

Priprava strukturovanych proteinovych povrchi

Preparation of structured protein surfaces

Teze disertacni prace

Vydala Univerzita Tomase Bati ve Zling,

nam. T. G. Masaryka 5555, 760 01 Zlin.
Naklad: vyslo elektronicky

Sazba: Ing. Karolina Kocourkova, Ph.D.

Publikace neprosla jazykovou ani redakéni upravou.

Rok vydéni 2024

Poradi vydani: prvni

ISBN 978-80-7678-223-5






	Obálky na elektronickou verzi CZ
	Stránka 1

	Kocourkova_teze_disertacni_prace_ISBN
	Zadní strana obálky
	Stránka 1


