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ABSTRAKT

Byly studovany moznosti vyuziti metody sekvenovaného davkovani smési dobrého a Spat-
ného rozpoustédla pro modifikaci biopolymerniho povrchu. Zvoleny piistup byl aplikovan
pro texturizaci filma na bazi hedvabného proteinu Bombyx mori fibroinu. Experimenty uka-
zaly, Ze typ vznikajici textury na povrchu filmu lze ovlivnit nejen upravou procesnich para-
metrt ddvkovani smésnych roztokt, ale je nezbytné brat v ivahu vychozi sekundarni struk-
turu B. mori fibroinu ve formé filmu. Bylo zjiSténo, Ze kontrolou pfechodii mezi amorfni
strukturou SILK I a semi-krystalickou strukturou SILK II v kombinaci s nastavenim modi-
fikacnich parametrii 1ze ptipravit specifické nano- a mikro-texturované povrchy, které roz-

diln€ podmiiiuji chovani kultivovanych bunéénych kultur.

Kli¢ova slova: hedvabny protein, fibroin, povrch, fizova separace, nano- a mikro-textura,

bunky

ABSTRACT

Possibilities of using the method of time-sequenced dosing of mixture of good and poor
solvent to modify the biopolymer surface have been studied. This approach was applied
to the texturization of silk protein films based on Bombyx mori fibroin. Experiments showed
that the type of texture formed on the film surface can be influenced not only by adjusting
the process parameters of the mixed solution dosing, but it is necessary to consider the initial
secondary structure of B. mori fibroin in the form of a film. It has been found that by con-
trolling the transitions between the SILK I amorphous structure and the SILK II semi-crys-
talline structure in combination with modifying parameters, specific nano- and micro-tex-

tured surfaces can be prepared that differentiate the behaviour of cultured cells.

Keywords: silk protein, fibroin, surface, phase separation, nano- and micro-texture, cells
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UvVOoD

Hedvabna vldkna produkovana bourcem moruSovym (Bombyx mori) jsou po staleti uzivana
jako Sici material v 1ékatstvi. Jejich historie v oblasti textilniho zpracovani vSak saha mno-
hem dal. A to az do doby 3000 let pf. n. 1., kdy je datovano zavedeni chovu bource moruso-

vého v Cing, pfi¢em? tajemstvi piipravy hedvabi dokazali Cinané drzet vice jak 2000 let.

Navzdory rozvijejicimu se trhu s umélymi vlakny produkce hedvabi stale roste z davodi
unikatnich vlastnosti materialu a vyvoje novych zpracovatelskych postupii. Z toho plyne
zvétseni okruhu moznych aplikaci, a to zejména v oblasti bioinzenyrstvi. Vldkna fibroinu
vykazuji srovnatelnou biokompatibilitu s dal$imi bézné uzivanymi biomaterialy, jako je na-

ptiklad kyselina polymlé¢na nebo kolagen.

Soucasné s intenzivnim vyvojem v oblasti technologického zpracovani a bioinZenyrstvi do-
chazi také k detailnimu studiu syntézy hedvabi v ptirod¢ a rozvoji biomimetickych ptistupti
ptipravy vldken se strukturou a vlastnostmi co nejbliz§imi nativnimu hedvabi. K biomime-
tickym pfistuptim lze pfifadit také upravu morfologie fibroinového povrchu s cilem vytvofit

specifické textury podporujici adhezi, proliferaci a diferenciaci bun¢k.

Teoreticka ¢ast prace zahrnuje sezndmeni se strukturou nativniho hedvabného vldkna a jeho
syntézou v ptirod¢. Dale je popsana piiprava regenerovaného hedvabi, moznosti fizeni kon-
formacnich ptechodi a jejich analyza. Literarni reSerSe dale poskytuje nédhled do dosavad-
nich poznatkl o pfiprav€ a moznostech texturizace fibroinovych filmi zejména pro aplikace

v oblasti tkanového inZzenyrstvi.

Jednim znovych pfistupti vedoucich k texturizaci polymerniho povrchu je casové
sekvenované davkovani smési dobrého a §patného rozpoustédla na rotujici substrat. Uvod
experimentalni ¢asti prace je vénovan popisu této techniky, kterd je aplikovana pfi ptiprave
texturizovanych povrcht fibroinovych filmi. Diskuze vysledkl se zabyva vlivem vychozi
sekundarni struktury fibroinu a modifika¢nich parametrii na vznik mikro- a nano-textury
porézniho charakteru. Ddle je na vybranych typech struktur studovano chovani

kultivovanych bunék.
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1 HEDVABNY PROTEIN

Hedvabi je tvofeno dvéma typy proteinti, fibroinem a sericinem, které jsou syntetizovany
epitelidlnimi bunkami ve specidlnich zldzach organismt tiidy Arachnida a larvami orga-
nismu fadu Lepidoptera zahrnujiciho motyly a miry. Nejvyznamnéjsi hedvabi z hlediska
vyzkumu a primyslového zpracovani je produkovéno larvami bource morusového Bombyx

mori a pavouky tvoficimi kruhové sit€ rodu Araneidae [1].

1.1 Hedvabi v nativnim stavu

V ptipad€ hedvébi produkovaného bourcem morusovym se hedvabny zvldknovaci organ
skladé ze dvou Zlaz umisténych laterdlné€ v téle larvy (obr. 1). Kazda zlaza se sklada z piedni,
stiedni a zadni ¢asti. Jednotlivé hedvabné proteiny jsou syntetizovany v prislusnych castech
hedvabné Zlazy a v kapalném stavu jsou skladovany v jeji duting. Tekuty obsah je po dovr-
Seni posledniho larvélniho stadia vylu€ovén tryskou a vlivem specifickych biochemickych
a mechanickych podminek dochéazi ke zvlaknovani a tvorbé kokonu, pficemz tento proces

trva 2 a2 5 dni [2].

1.1.1 Zvlaknovaci proces

Tvorba hedvabného vldkna funguje na principu suchého zvldknovani z vodného roztoku fib-
roinu [3; 4; 5]. V pribéhu procesu méni fibroin sekundarni strukturu z rozpustné konformace
nahodného klubka a a-Sroubovice na stabilni semi-krystalickou formu s pievahou B-sklada-
nych listli. Transformacni pfechod nastava v reakci na pH gradient, mnoZstvi vody v roztoku
a pusobici smykové sily [6]. Hedvabné proteiny se v dutin€ zlazy nachézi ve vysokych kon-
centracich. V zadni ¢asti hedvabné Zlazy je fibroin syntetizovan v koncentraci cca 12 hm. %,
pH prostiedi je 6,9 a fibroin se zde nachazi ve formé¢ gelu. Po pfesunuti do stfedni hedvabné
zlazy se koncentrace zvysi na 25 hm. % a pH klesa na 5,2. Na vstupu do predni Casti zlazy
prechéazi smés na sol-gel formu pii pH 5,0. V piedni ¢asti hedvabné zlazy je konecné pH 4,8
a fibroin se nasledkem fazové separace zptisobené hydrofilné-hydrofobni blokovou struktu-
rou proteinu seskupi do konfigurace podobné miceldm s anizotropnimi vlastnostmi tekutych
krystalt [3; 4; 5; 7]. Charakter tekutych krystali ovliviiuje proudéni molekul a jejich orien-
taci podél osy prutoku béhem transportu skrz spradaci kanal. Voda v roztoku plni funkci

lubrika¢niho ¢inidla a udrzuje fibroin v metastabilnim stavu, ¢imZz brani pfedcasné krystali-
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zaci. Finalni transformace a stabilizace sekundarni struktury je indukovana klesajicim mnoz-
stvim vody v roztoku smérem k vystupu zlazy a smykovym napétim generovanym pohybem

hlavy larvy bource morusového [3; 4; 5].

housenka Bombyx mori

zadni ¢ast

gr "~ pfedni éast

stredni ¢ast

0

g.

spiadacikanal

Obr. 1: Zvldkiovaci organ bource morusového a kokon z nativniho hedvabi [8]

1.1.2 Stavba vlakna

Schématicky nékres nativniho fibroinového vldkna je zndzornén na obr. 2. Jedno vlakno
ptirodniho hedvabi obsahuje dv¢ fibroinova jadra obalena ochrannym sericinovym povla-
kem, ktery zaroven plni funkci adheziva [9]. Fibroin se sklada z lehkého a té¢zkého polypep-
tidového fetézce. Molarni hmotnost té¢Zkého vlakna je ptiblizné 390 kDa, lehkého vlakna
26 kDa [10; 11; 12]. Cystein na C-konci té¢Zkého vldkna se podili na tvorbé komplexu s leh-
kym vlaknem pftes disulfidovou vazbu. Komplex tézkého a lehkého vlakna je dale nekova-
lentné¢ vazan glykoproteinem P25 v poméru 6:1 a prostfednictvim hydrofobnich interakci

tvoti zdkladni miceldrni jednotku béhem zvlaknovaciho procesu [13; 14; 15].

Nejvétsi zastoupeni v primarni sekvenci aminokyselin téZkého vldkna mé glycin (43-46 %),
alanin (25-30 %) a serin (12 %). Dale pfiblizné 5 % tvofi tyrosin, 2 % valin a v mens$im
mnozstvi kyselina asparagovd, fenylalanin, glutamova kyselina, threonin, isoleucin, leucin,
prolin, arginin, lysin a histidin [8]. TéZké vlakno se sklada ze 12 hydrofobnich domén oddé-
lenych 11 hydrofilnimi doménami. Hydrofobni domény jsou tvotfeny repetitivnimi amino-
kyselinovymi sekvencemi Gly-Ala-Gly-Ala-Gly-Ser, ptfipadné je serin nahrazen tyrosinem
[16]. Vysoky obsah glycinu umoziuje konformacni variabilitu, které se projevuje polymorf-
nim chovanim fibroinu. Dominantni sekundarni struktura se méni v zavislosti na vnéjSich
podminkach [17]. Repetitivni bloky jsou schopné tvofit krystalickou strukturu tvofenou an-

tiparalelnimi B-skladanymi listy prostiednictvim intramolekularnich a intermolekularnich



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 14

interakci [18; 19; 20]. Hydrofilni ¢asti jsou tvofené nerepetitivnimi sekvencemi obsahujicimi
asparagovou kyselinu, arginin nebo lysin. Pfedstavuji amorfni oblasti fibroinu a umoznuji
staCeni fetézce pri krystalizaci béhem zvlaknovaciho procesu a udava elasticitu noveé vzni-

kajiciho vlédkna [8; 21; 22].

Amorfni oblast - o _ _ “n Krystalicka struktura p-skladaného
-} 2’ Us listu ¢ vodikovymi vazbami

Krystalickd oblast = o | ,H"'

Fibroin

ibroinova {3 §7 fW‘
fibrila =3 ‘- ~——"

Smés konformace o-groubovice. p-
Sericinovy obal skladaného listu a nahodného klubka

Hedvabné
vlakno

Obr. 2: Schematické znazornéni struktury prirodniho hedvabného vidkna [23]

Hydrofobni charakter krystalickych oblasti spolu s vodikovymi vazbami zapficinuje vyso-
kou nerozpustnost ve vode¢, ziedénych kyselinach a zdsadach a ve vétsing organickych roz-
poustédel [4; 24]. Rovnéz poskytuje materidlu dobré mechanické vlastnosti — modul pruz-

nosti 5 GPa, pevnost 400 MPa [16].

1.2 Regenerované hedvabi

Fibroin bource morusového je z ptirody ziskavan z kokonii nebo z odpadu textilni vyroby
ve formé velmi pevnych vldken odolnych vétsing rozpoustédel [25]. Aby bylo mozné s nim
pracovat, je tieba jej vycistit a pfevést do zpracovatelné formy. Procesem ¢isténi a rozpous-
téni ptirodnich vlaken je ziskdno regenerované hedvabi. Regenerovany fibroin jiz neni oba-
len sericinem. Mechanické vlastnosti regenerovaného hedvabi jsou ve srovnani s pfirodnimi
vlakny vyrazné hors$i a to z diivodu strukturnich zmén a ¢aste€né denaturace béhem zno-
vuzpracovani [26]. Pii slozitém rozpoustécim procesu je St€épen na smés polypeptidovych
fragmentl o velikosti ptiblizn€¢ 100 kDa, pficemz vysledny stupent degradace zavisi na pou-
zitém rozpoustédle a procesnich podminkéch [27]. Vysledkem regenerace fibroinu je roztok,
ze které¢ho lze ptipravit rizné morfologie jako vldkna, hydrogely, filmy, 3D scaffoldy [28§].
Jednim z divodt uziti fibroinu jako technického materialu je jeho schopnost konformacnich
pfechodil v reakci na vnéjs$i podminky, kterd zlstava zachovana i u regenerovaného hedvabi

[29].
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1.2.1 Zpracovani fibroinu

Pti zpracovani ptirodniho hedvabi je nutné v prvni fadé odstranit z materidlu sericin, a to
procesem zvanym ,,degumming‘ (obr. 3). Odstranéni sericinu se provadi varem v roztoku
uhli¢itanu sodného. Pomoci roztokl iontovych sloucenin Ize rozrusit vodikové vazby a tim
ptrevést fibroin do roztoku. Pro rozpousténi promytych vlaken zbavenych sericinu je vhodny
1-butyl-3-methylimidazolium chlorid nebo vodny roztok bromidu lithného. Bromid lithny
je nejcastéji uzivanym rozpoustédlem z toho ditvodu, ze neindukuje konformacni piechody
a fibroin v ném zlstava ve form¢ ndhodného klubka. Vysokou vytéznost pii rozpousténi
poskytuje naptiklad smes chloridu vapenatého, ethanolu a vody [27]. Volbou rozpoustédla
1ze ovlivnit mechanismus rozpousténi, stupen hydrolyzy, schopnost gelovaténi, formovani
filmu nebo tendenci regenerovaného fibroinu ke konformacnim pfechodiim [28; 30]. Na-
sledné dialyza odstrani z roztoku nezadouci ionty. Ziskany vodny roztok regenerovaného
fibroinu poté miize byt jiz zpracovan do pozadované formy nebo lyofilizovan. Lyofilizaci je
ziskana houbovita porézni hmota, kterou je mozné delsi dobu skladovat a pred zpracovanim

opétovné rozpustit napiiklad v hexafluoroisopropanolu (HFIP) nebo kyselin€ mravenci [26].

' Rozpusteni

ey .
Degumming Dialyza
o
Nativni hedvabi Fibroin Roztok
regenerovaného
fibroinu

Obr. 3: Schéma zpracovani fibroinu [8]
Konformacni pfechody fibroinu Ize fidit nejen béhem procesu rozpousténi, ale i po vytvoreni
nové morfologie. Fibroin se v suché atmosféfe nachazi ve stavu SILK I, kde prevlada
amorfni konformace a-Sroubovice. Pfi kontaktu s vodou nebo methanolem dochazi k pie-
skupeni fibroinovych fetézct do konformace B-skladanych listl a fibroin pfechazi do semi-
krystalického stavu SILK II [31; 32; 33]. Pomalou krystalizaci majici za nasledek vznik me-
chanicky pevnéjSich materidli 1ze zajistit oSetfenim vodou pfi procesu ,,water annealing*
[34]. Naopak vystaveni tohoto proteinu methanolu vede k velmi rychlé krystalizaci (v fadu

minut) [28]. Transformace lze docilit 1 zvySenim teploty nebo mechanickym naméhanim.
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Semi-krystalicky fibroin se stdva opét nerozpustnym ve vodé a ve vétSin€ organickych roz-
poustédel. Mira krystalinity ovliviiuje kromé rozpustnosti a mechanickych vlastnosti i rych-

lost degradace [35] a termalni stabilitu, ktera je v rozmezi 170 — 190 °C [29].

Zejména v oblasti zvlakiovacich procest se v souc¢asné dob¢ intenzivné vyviji biomime-
tické piistupy vychézejici z detailniho studia zvlaknovaciho procesu v ptirod¢ [5; 36]. Jed-
nim z pfistupd, ktery se snazi napodobit ptirozeny zpusob zvldknovani, je zalozen na tvorbé

emulze s micelarnimi strukturami ve vodném roztoku rekonstituované¢ho hedvabi [4].

1.2.2 FTIR analyza

Infrac¢ervena spektroskopie piedstavuje u¢innou metodu pro analyzu slozeni a struktury pro-
teind [17]. Pro spektrum fibroinového proteinu jsou charakteristické pasy pro skupiny
Amid I absorbujici v oblasti 1600-1700 cm™, Amid II absorbujici v oblasti 1500-1600 cm’!
a Amid III absorbujici v 1400-1200 cm™. Pas Amidu I je dan valenénimi vibracemi skupin
CO a CN. Vibrace Amidu I jsou vyrazné ovlivnény sekundarni strukturou proteinu a pev-
nosti vodikovych vazeb, proto je pro studium konformacnich prechodu fibroinu stézejni sle-
dovat zmény ve vibracnich stavech tohoto amidu. Pas pro Amid II je kombinaci deformac-
nich vibraci NH skupin a valen¢nich vibraci CN skupin. Absorbance v této oblasti je rovnéz
ovlivnéna sekundarni strukturou, avSak zavislost neni tak pfimocara. Oblast Amidu III je
nejmén¢ vhodna pro analyzu sekundérni struktury fibroinu z dvodu variabilnich ptispévki
vibraci hlavniho a postrannich fetézct [37; 38; 39]. Na obr 4. je zndzornéno spektrum fibro-
inového filmu s charakteristickymi skupinami Amid I, II a III. Absorbance mezi 3200
a 3600 cm™ odpovida valenénim vibracim skupin OH a NH a nep#ili§ vyrazné maximum

kolem 2900 cm™! je pfisuzovano alifatickym CH valen¢nim vibracim [40].
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Obr. 4: FTIR spektrum nativniho Bombyx mori fibroinu v roztoku (kiivka soln.) a ve formeé

filmu (krivky MP. a MM.) [40]

1.2.3 Zména konformace

Pokud se fibroin nachazi v konformaci ndhodného klubka nebo a-Sroubovice, je rozpustny
ve vodg&. Tato struktura je amorfni a nazyva se SILK 1. Vlivem fyzikalnich nebo chemickych
podminek, napft. oSetfeni alkoholem, vodou, zahtatim nebo mechanickym naméahanim, do-
chazi ke zméné¢ struktury s nartstem podilu B-skladanych listd a fibroin se stava nerozpust-
nym ve vod¢ a vetsing organickych rozpoustédel. Semi-krystalicky stav s maximalnim po-

dilem B-skladanych listi se nazyva SILK II [41].

Ptechod konformace z ndhodného klubka na B-sklddany list nastava v dtsledku preuspora-
dani vodikovych vazeb mezi peptidovymi fetézci a mé charakter agregace zavislé na nukle-
aci. VySe zminéna FTIR analyza byla pouZita ke sledovani konformaéniho pfechodu rege-
nerovanych fibroinovych filmil) oSetfenych rtzné¢ koncentrovanym roztokem ethanolu
v D20 (tézka voda). Rychlost konformacniho piechodu je ddna konkurenénimi mechanismy
rozpadu stavajicich a budovanim novych vodikovych vazeb. Z této skutecnosti plyne zavis-
lost konformac¢ni zmény na podilu vody a ethanolu v roztoku. Voda zptsobuje botnani fib-
roinového filmu a usnadniuje pohyb segmentt fetézcii fibroinu. Pokud je tedy obsah vody
v roztoku ethanolu nizky, je film jen nepatrné nabotnaly, pohyb fibroinovych fetézcti je ome-
zen a v prabéhu sledovaného obdobi nedochazi ke zmén¢ konformace. Pfi vysokém obsahu
vody jsou vSak vodikové vazby stabilizujici film zni¢eny a molekuly vody se vazi na hydro-

filni skupiny polypeptidovych vldken. Koncentrace ethanolu mezi 70-80 % ma za nasledek
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dostate¢ny pohyb segmentt, ale ne tak vyraznou volnost, proto je umoznén rychly vznik

novych vodikovych vazeb [42].

Maxima v oblastech 1648-1654 cm™ pro Amid I a 1535-1542 cm™! pro Amid II indikuji kon-
formaci SILK I [43]. Na obr 5. je znazornéno spektrum hedvabného fibroinu pfed a po oset-
fenim ethanolem. U spektra neosetfené¢ho fibroinu je pfitomna typicka konformace nédhod-
nych klubek a a-§roubovice s maximy 1652 a 1539 cm™'. Maxima v 1610-1630 cm™, 1695-
1700 cm™ a 1510-1520 cm™! znaéi konformaci SILK II. Osetieni ethanolem indukuje trans-
formaci sekundarni struktury s charakteristickym posunem maxim na 1622 a 1516 cm™ pro
Amid I a II, ktery je zpisoben vznikem [-skladanych listti [44]. Maly vystupek v oblasti
kolem 1700 cm™! je dle n&kterych studii piisuzovan rovnéz struktuie B-skladaného listu [45],

nebo tzv. B-turns, coz jsou oblasti zplisobujici zménu sméru peptidového fetézce [17].

1 1 A

1232
Amide 111

Transmitance(%)

Amide |

1516
1652:

1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100

Wavenumbers(cm)

Obr. 5: ATR-FTIR spektrum hedvabného fibroinu A) pred oSetrenim a B) po oSetreni
ethanolem [44]
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2 APLIKACE

Materidly na bazi hedvabi byly v uplynulém desetileti rozsifeny z oblasti textilniho pri-
myslu do stale rostouciho mnozstvi aplikaci v biomedicinskych a technologickych smérech.
Jako $ici materidl je v medicin€ hedvabi uzivano jiz po staleti, v soucasnosti jsou vsak pied-
métem intenzivnich studii dalsi aplikaéni moznosti, jako je hojeni ran, cilena doprava 1é¢iv
nebo 3D matrice pro tkanové inzenyrstvi [46]. Hedvabi dosahuje srovnatelné biokompatibi-
lity jako jiné béZzn¢ uzivané biomateridly, naptiklad kolagen nebo kyselina polymlécna [47].
Nespornou vyhodou jsou v§ak mechanické vlastnosti hedvabi plynouci z jeho struktury a po-
lymorfniho charakteru, stejné jako chemismus postrannich fetézcli umoziujici navazani ris-
tovych faktorii a adhezivnich skupin. V neposledni fad¢ je mozna geneticka uprava proteinu
[48; 49]. Hedvabny biomaterial vykazuje biokompatibilitu in vitro i in vivo. Navzdory dob-
rym mechanickym vlastnostem vSak podléhd degradaci, kterd zavisi na obsahu krystalické
struktury. V soucasné dobé¢ je cilem kontrola regeneracnich a degrada¢nich mechanismi,
modifikace a funkcionalizace na vice Girovnich a tvorba multifunkénich, hierarchickych a he-
terogennich struktur [29], hlavni otdzkou vSak zistava, jak co nejvice napodobit ptirozenou

strukturu nativniho hedvabi [46].

2.1 Funkcionalizace

Chemické modifikace aminokyselin hedvabného proteinu poskytuje novou generaci bioma-
teriald. Funkcionalizace méa vliv na proliferaci bungk, toxicitu, stabilitu, imunogenicitu, bi-
odegradabilitu a biologickou aktivitu [50]. Filmy z hedvabného proteinu vykazuji nizkou
adhezi pro urcité typy buné€k, funkcionalizaci kratkymi peptidovymi fetézci ji vSak 1ze pod-
pofit. Pfikladem je peptid RGD (Arg-Gly-Asp), ktery je mozné pouzit k modifikaci fady
polymert [51]. Sekvence RGD interaguje s integriny, coz je skupina membranovych recep-
tort, a vyznamné zlepSuje adhezi zejména fibroblasth [52; 53]. Modifikace pomoci hirudin
peptidu zvysuje antitrombogenické vlastnosti fibroinového filmu a brani koagulaci pfi uziti
na cévni nadhrady [54]. Pro regeneraci nervové tkané jsou produkovany injektovatelné hyd-
rogely z fibroinu s imobilizovanym peptidem IKVAV (Ile-Lys-Val-Ala-Val), coZ je derivat
lamininu, slozky extracelularni matrix napomahajici rastu nervovych bun¢k [55]. Funkcio-
nalizace je dale mozna pomoci organickych ligandd, které davaji materialu antibiotické nebo
fluorescencni vlastnosti, biokompatibilnich a biodegradovatelnych ptirodnich i syntetickych
polymert podporujicich bunéénou adhezi, ptipadné poskytujicich materialu vodivé vlast-

nosti, nebo mineralnich latek ménicich mechanické vlastnosti [50].
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2.2 Interakce s bunkami

Kromé mechanickych a strukturnich vlastnosti pro konkrétni typ aplikace je diilezita biolo-
gicka reakce na hedvabi v in vivo prostiedi zahrnujici imunitni a zdnétlivou reakci, degra-
daci, remodelaci tkan¢ a vaskularizaci. Hedvabny protein v téle vyvolava mirné zanétlivou
odpovéd,, kterd klesd béhem néckolika tydnu po implantaci. Obecné plati, ze implantaty
s delsi dobou degradace implantované do mékkych tkani vyvolavaji vyraznéjsi imunitni ode-
zvy nez implantaty tvrdych tkani degradujici v kratkém ¢asovém horizontu. Dilezitym fak-
torem také je, ze hedvabi v organismu neindukuje mineralizaci tkdn€. Vzhledem k jeho de-
grada¢nim vlastnostem je umoznéna vaskularizace, prorustani a ptipadné kompletni ndhrada
nativni tkani. Stupenn remodelace nebo specifické bunééné chovani mize byt modulovano
pfidanim riistovych nebo jinych signaliza¢nich faktorti. Aktivace zanétlivé odpovédi je v né-
kterych ptipadech zadouci, protoze vede k rychlejsi degradaci a remodelaci implantatu. Na-

vzdory tomu, Ze hedvabi umoziuje adhezi, proliferaci i diferenciaci bunék, pro nékteré apli-

kace je zapotiebi vyraznéjsi bunécna interakce, nez samotné hedvabi poskytuje [56].

Studie biokompatibility hedvabnych filmi byly provedeny s mezenchymalnimi kmenovymi
buitkkami in vitro a in vivo. Pii sledovani zanétlivé odpovédi na polymerni filmy in vivo
a in vitro poskytuji fibroinové filmy ve srovnani s filmy kolagenovymi a filmy z kyseliny

polymlécné piiznivejsi vysledky. Pti in vitro testech byla bunétna proliferace na fibroino-

vém filmu ve srovnani s filmem kolagennim vyrazné vyssi [57].

2.3 Degradace

Degradace hedvabného proteinu je velmi pomala a zavisi na mnoha faktorech — sekundéarni
struktufe fibroinu, zplisobu zpracovani a morfologii produktu, mistu implantace v orga-
nismu. Jako protein je fibroin citlivy na degradaci proteolytickymi enzymy, jako je napiiklad
chymotrypsin nebo aktindza. Prvni krokem biologického odbourani je adsorpce enzymu na
biomaterial, k ¢emuz je nutné, aby enzym na povrchu nalezl vazebné domény. Poté nasle-
duje Stépeni, jehoz koneénym produktem jsou aminokyseliny snadno absorbovatelné

v in vivo prostiedi [32].

Degradaci je mozné fidit obsahem krystalického podilu v materialu a mnoho studii uvadi, ze
s rostoucim mnozstvim B-sklddanych listd v materialu se prodluzuje degradace [58; 59].
V nékterych piipadech vSak mize dojit k presnému opaku. Je prokdzano, ze nejdiive degra-

duji hydrofilni bloky fibroinu. Pokud vsak vlivem procesnich podminek jsou ve strukture
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utvoreny slabsi interakce mezi hydrofilnimi a hydrofobnimi oblastmi, po odbourani hydro-
filnich ¢asti se hydrofobni krystalické oblasti stanou volnymi ¢asticemi a uvolni se do roz-
toku, coz vede k podobné i vyssi rychlosti ubytku hmotnosti ve srovnani s fibroinem
v SILK Istavu. Ackoliv z n€kterych studii plyne, Ze podil stabilni struktury v materialu hraje
klicovou nebo témét jedinou roli v rychlosti degradace, je tfeba brat v tvahu podminky zpra-
covani materidlu, podminky indukujici zmény pti konformacnich ptfechodech a mnozstvi

a charakter interakci uplatnénych ve struktuie proteinu [43].

Pro zvyseni odolnosti vii¢i degradaci 1ze systém sit'ovat. Jako sitovadlo pro pfipravu ve vode
nerozpustného fibroinového materidlu pti zachovani pruznosti mize slouzit naptiklad

poly(ethylenglykol) diglycidyl ether (PEG-DE) [60].

2.4 Biomedicinské aplikace

V soucasné dobé je v bézné klinické praxi uzivano chirurgické pletivo SERI Surgical
Scaffold urcené pro rekonstrukcei bfisni stény a aplikace v plastické chirurgii [61], dale hed-
vabné chirurgické nité [46] a odévy pro 1écbu dermatologickych onemocnéni [62], zejména
atopické dermatitidy [63]. Klinické studie probihaji naptiklad u hedvabnych filmi uréenych
k hojeni ran [64] a perforaci usniho bubinku [65]. Preklinické studie se zabyvaji Sirokym
spektrem materialti zalozenych na hedvabi v riznych formach a morfologiich. Ptikladem
jsou 3D porézni hedvabné scaffoldy, elektrostaticky zvlaknované materialy, hydrogely, ¢as-
tice a filmy. Samoorganizovana hedvabnéa nanovlakna ve form¢ hydrogelu s fizenou tuhosti
byla pouzita pro simulaci nanostruktury a mechanickych vlastnosti extracelularni matrix
centrdlni nervové tkang, pfi¢emZ nervové kmenové buniky na téchto povrsich preferovaly
neuronovou diferenciaci [66]. Pii studiu fizen¢ho uvoliovani 1é¢iv se uzivaji s vyhodou hed-
vabné filmy, a to z diivodu kontrolovatelné krystalizace. Kinetiku uvolnéni 1é¢iva Ize sledo-
vat jako funkci molekulové hmotnosti 1éCiva a krystalinity nosného filmu [67]. V kombinaci
s kyselinou polymlécnou (PLA) byl vytvofen kompozitni scaffold pro ucely jaterniho tka-
nového inzenyrstvi slozeny z PLA matrice s fibrinovymi mikrocasticemi. Fibroinové mikro-
Castice zlepsily adhezi i proliferaci bunécné linie lidského hepatocelularniho karcinomu jater
ve srovnani s ¢istymi PLA scaffoldy [68]. Hierarchické makro/mikro-porézni struktury lze
piipravit pomoci fazové separace v kombinaci s louzenim parafinu. Takto piipravené kom-
pozitni scaffoldy poskytuji kontrolovatelnou velikost porti a vysokou porozitu, kterd podpo-

ruje prichyceni bunék a jejich proliferaci [69].
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3 FIBROINOVE FILMY

Filmy ptedstavuji zajimavou tiidu materiala s Sirokymi aplikacnimi moznostmi a snadnym
zpracovatelskym procesem. Z toho divodu se také jedna o nejcastéji uzivanou formu pfii
studiu hedvabného fibroinu z hlediska strukturalizace, funkcionalizace nebo studia interakce
s bunkami. Fibroinové filmy mohou byt odlévany z vodného roztoku nebo z roztoka piislus-
nych organickych rozpoustédel. V roztoku fibroin preferuje konformaci nahodného klubka
nebo Sroubovicovou strukturu v zavislosti na pouzitém rozpoustédle. Vyslednou konformaci

ve filmu ovliviiuji podminky suseni a nasledné chemické nebo fyzikalni oSeteni [70].

Zpracovatelské procesy fibroinovych filma zahrnuji odlévanti, tisk, elektrostatické zvlakno-
vani, elektrodepozici, spin-coating a maceni. Filmy mohou byt odlévany z vodného roztoku,
z roztoku kyseliny nebo iontové kapaliny a jejich formovani je ddno odpafenim rozpoustédla
[71; 72]. Zvolené rozpoustédlo ovlivituje sekundarni strukturu fibroinu, pfi¢emz fluorovana
rozpoustédla (HFIP) indukuji a-Sroubovicovou strukturu a naopak kyselina mravenci nebo
dodatecné stabilizovat. Vodnimi parami stabilizované filmy ukazuji vice uspotddanou
sekundarni strukturu nez filmy stabilizované methanolem. Ty rovnéZ maji vyssi schopnost
adsorbovat vodu a dosahuji vyssi propustnosti pro kyslik [71]. Zptsob oSetfeni methanolem
(koncentrace methanolu a délka plisobeni) mé vliv nejen na uspotddani fibroinu, ale i na drs-

nost povrchu filmu [73].

Pro rozsiteni aplikacnich moznosti zeyména z hlediska zvySeni rychlosti degradace a zvySeni
elasticity jsou zkoumany moznosti pfipravy fibroinovych filmu stabilnich ve vod¢, avSak
s redukovanym obsahem krystalické konformace B-skladanych listl. Jednim z pfistupti je
ptiprava koncentrovaného (8 % w/w) vodného roztoku fibroinu a nasledné kontrolované
“zihani“ vodou (water-based annealing). Takto oSetfené filmy degraduji rychleji ve srovnani
s tradi¢nimi filmy stabilizovanymi methanolem [45]. Dal§im zpiisobem je velmi pomalé su-
Seni filml odlévanych z 7,5% (w/w) vodného roztoku, které rovnéz vykazuji rychlejsi enzy-
matickou degradaci a také lepSi mechanické vlastnosti, zejména taznost. Pomalé suseni dava
systému dostatek Casu na samoorganizaci fibroinu a tvorbu mikrostruktur slozenych z nano-

vlaken zlepSujicich stabilitu ve vod¢ [74].

Dale proces opakované lyofilizace a rozpousSténi nanovléken fibroinu vede k pfipravé ve
vodé stabilnich struktur, které se paradoxné vyskytuji v amorfnim stavu. Pfitomnost hedvab-

nych nanovldken ve vychozim roztoku vyrazné zlepSuje stabilitu hedvabného scaffoldu
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ve vode (abytek hmotnosti 12 % po 24 h ve srovnani s Giplnym rozpusténim lyofilizovaného
scaffoldu bez nanovldken), pficemz nerozpustnost se zvysuje s poctem cykli rozpusténi
a opctovné lyofilizace (po 3 cyklech lze pozorovat tbytek hmotnosti 8 %). Piestoze se dle
autorti jedna o jemné;jsi proces pro ziskani nerozpustného hedvabného scaffoldu z hlediska
absence organickych rozpoustédel bézn¢ uzivanych pfi stabilizaci fibroinu, oSetfeni metha-
nolem stale zajist'uje vyssi stabilitu ve vodném prostiedi (ibytek hmotnosti pouze o 2 %)
[75]. Nanovlakna fibroinu se formuji v roztoku samoorganiza¢nim procesem pii pomalém

zvySovani koncentrace na 25 az 30 % (w/w) [76].

3.1 Priprava texturovanych hedvabnych filmi

Cilena texturizace polymerniho povrhu ptfinds$i danému materialu nové uzitné vlastnosti spo-
jené nejen s nardastem jeho specifického povrchu. Takto upravené materialy nachazi vyuziti

ve spousté aplikacnich odvétvi, veetné elektroniky nebo biotechnologii.

3.1.1 Lyofilizace

Jednim ze zplsobu piipravy porézni fibroinové matrice je proces lyofilizace. Pomoci této
metody lze pfipravovat 3D poréznich scaffoldy a texturované filmy z fibroinového roztoku
nanesen¢ho na nosné desticky. Tyto filmy s tloustkou 0,5 mm, primérem pora 50 az 100
um a porovitosti 70 az 90 % jsou vhodné pro studium angiogeneze [77]. Pti lyofilizaci roz-
toku regenerovaného fibroinu dochazi k tvorbé& lamelarni morfologie, ktera omezuje aplikaci
scaffoldu v tkanovém inZenyrstvi. Pokud se do regenerovaného roztoku ptidaji hedvabna
nanovldkna vytvofena procesem pomalé koncentrace fibroinového roztoku, dochazi k ome-
zeni tvorby lamelarnich struktur [75]. V kombinaci s Zelatinou a hydroxyapatitem lze pfi-
pravit lyofilizaci smési kompozitni scaffoldy s vhodnou velikosti port a lep§imi mechanic-

kymi a biologickymi vlastnostmi [78]. Pfiklady jednotlivych struktur jsou uvedeny na obr. 6.
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Obr. 6: Priklady poréznich textur pripravenych lyofilizaci fibroinového roztoku A) ve formé
filmu odlévaného na desticku [77], B) s obsahem fibroinovych nanovidken ve vychozim roz-

toku [75], C) kompozitni scaffold s zelatinou a hydroxyapatitem [77]

3.1.2 Patterning

Nejuzivangj$i metodou pro pfipravu mikro- a nano-texturovanych povrcht je tzv. “patter-
ning" zalozeny na modelovani velké plochy fibroinového filmu pomoci prefabrikovanych
Sablon. Pro aplikace v detekcnich a senzorickych systémech existuje moznost zakompono-
vani kovovych prvkil v mikro a nano méfitku do proteinové matrice. V praci F. G. Omenettta
a kol. byl na kiemikovou desticku s fotolitograficky generovanou texturou ze zlata nebo stfi-
bra nanesen vodny fibroinovy roztok. Fibroin se pfi suSeni vaZe na kovové prvky na povrchu
kfemiku v disledku pfitomnosti cysteinovych a tyrosinovych zbytki ve fibroinu a uplatnéni
thiolovych vazeb nebo interakci oxidl s hydroxylovymi skupinami aminokyselin. Pfeneseny
kovovy vzor na hedvabny filmech po odloupnuti ze Sablony poskytuje masku pro nasledny

krok reaktivniho iontového leptani (obr. 7 E) [79].

Rada studii byla provedena za pouziti mikro-drazkované $ablony z polydimethylsiloxanu
(PDMS), ptiklady struktur jsou uvedeny na obr 7. Proces zahrnuje ptipravu PDMS substratu
s pozadovanou texturou odlévanim roztoku PDMS na optickou mfizku s poZadovanou roz-
te¢i drazek nebo na kiemikovy podklad s definovanou drazkovanou strukturou generovanou
fotolitograficky a iontovym leptanim [80] a ndslednym vytvrzenim. Na PDMS substrat poté
mohou byt odlévany nebo nandSeny metodou spin-coatingu [81] fibroinové roztoky v kon-
centraci odvijejici se od pozadované tloustky filmu. Pfed odstranénim z PDMS substratu je
nutné provést stabilizacni krok zahrnujici oSetfeni methanolem nebo vodnimi parami [82;

83; 84].

Alternativou PDMS Sablony je uziti TEM mfizky, ktera je umisténa na povrch hedvabného
roztoku na sklenéném nebo kiemikovém substratu. Po vysuseni a stabilizaci methanolem se

miizka odstrani a zanechd na fibroinovém filmu hexagonalni texturu (obr. 7 F) [81].
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Obr. 7: Texturovani filmu metodou patterning A) proces pripravy drazkovaného fibroino-
veho filmu odlévanim na PDMS sablonu, B) az D) priklady drazkovanych fibroinovych filmii
[82; 83, 84], E) leptany fibroinovy film s kovovym vzorem [79], F) Fibroinovy film texturo-
vany TEM mrizkou [81]

3.1.3 Fazova separace

Fazova separace do definovanych mikrostruktur byla pozorovana u smési fibroinu a polye-
thylenoxidu (PEO). Mikrostruktury ziskané ze smési o riznych pomérech mezi jednotlivymi
slozkami maji jednotnou velikost a tvar, PEO mtiZe byt ze systému snadno extrahovéan vo-
dou, nasledkem ¢ehoz dochazi k tvorbé matrice s definovanou poérovitosti a zvySenou drs-

nosti povrchu [85].

Koncentrace PEO ve smési, stejné jako zpusob stabilizace vysuseného filmu, ovliviiuje po-
vrchovou topografii. Zatimco ve vySe zminéné studii byly filmy s PEO stabilizovany metha-

nolem, v praci D. L. Kaplana a kol. byly filmy oSetfeny ,,Zthanim* vodou. Povrchové tutvary
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byly formovéany po vymyti PEO ve vodni lazni. Ptiklady textur generovanych na povrchu

fibroinu fazovou separaci PEO jsou uvedeny na obr. 8 [83].

Obr. 8: Priklady textur generovanych fazovou separaci PEO a fibroinového roztoku (A)
filmy stabilizovany methanolem [85], B) a C) filmy stabilizovany vodni parou [83]

3.1.4 Metoda breath figures

Metoda breath figures je rychld a levna metoda, kterou lze ptipravit homogenni hexagonalné
tvarované pory s kontrolovanou velikosti pora a jeji distribuci na povrchu. Kli¢ovymi kroky
jsou odlévani polymerniho roztoku pii vysoké vlhkosti, kondenzace kapic¢ek vody na stude-
ném povrchu odpatujiciho se polymerniho roztoku a organizace kapicek do uspotradané he-
xagonalni mfiZky tvofici porovity vzor po odpatfeni vody [86]. Odpatovanim rozpoustédla
muze dojit ke koalescenci kapicek vody za vzniku neuspotadanych struktur s Sirokou distri-

buci velikosti port [87] .

V literatute je diskutovéana aplikace breath figures na fibroinovy substrat. Pro generovani
porézni struktury na povrchu je vSak u této metody nezbytna nerozpustnost materialu
ve vode, coz fibroin v amorfni konformaci nespliiuje. Proto je tato moznost zavrzena a jako
alternativa se nabizi pfiprava Sablon z polydimethylsiloxanu (PDMS) a polymethylmetakry-
latu (PMMA) pomoci breath figures, na které byl nasledné odlévan fibroinovy roztok. Fib-

roinovy film poté ziska specifickou povrchovou texturu Sablony (obr. 9) [88].

a6 07 08 69 10 11
pm

Obr. 9: A) Vzorované filmy zaloZené na technice breath figures A) fibroinovy film s mikro-
dutinami, B) fibroinovy film s mikro-vystupky [88]
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3.2 Vliv povrchové textury na chovani bunék

Topografie povrchu, ktery ptichazi do styku s biologickym prostfedim, je dilezitym fakto-
rem ovliviiujicim n€kolik bunéénych funkci — adhezi, proliferaci, morfologii a tkanové uspo-
radani. Vzajemné interakce zavisi nejen na typu materialu, ale také na typu buiiky, pficemz
obecné lze fict, ze prevazuje lepsi adheze bunck na zdrsnény povrch z ditvodu vétsiho spe-
cifického povrchu a tim pddem zvétSeni kontaktni plochy mezi povrchem substratu a buii-
kou. Existuji v8ak 1 vyjimky a zatim co osteoblasty preferuji drsné povrchy, adheze fibrob-

lastti je lepsi na hladkych substratech [89].

Drazkované fibroinové filmy piedstavuji vhodny povrch pro studium orientace bunék pti
proliferaci v oblasti inZenyrstvi orientovanych tkanovych struktur véetné nervové, svalove,
kosterni nebo rohovkové tkané. Orientace lidskych rohovkovych fibroblasti (obr. 10) na
filmech s drazkami hlubokymi v rozmezi od 37 do 342 nm a 445 az 3580 nm Sirokymi je
vyraznéj$i na hlubsich a uzsich drazkach. Roli hraje také morfologie tvarovanych ryh. Asy-
metrické drazky trojuhelnikového tvaru kombinujici strmy a mirny sklon stén ptedstavuji
vhodné kontaktni vedeni pro orientaci buné€k [84]. Drazkovany fibroinovy povrch byl rovnéz
pouzit pro studium rohovkovych epitelialnich buné€k, pficemz byl prokazan vliv rizné geo-

metricky vzorovanych povrchti na adhezi bun¢k a vyvoj cytoskeletu [80].

Obr. 10: Proliferace lidskych rohovkovych fibroblastit A) na hladkém fibroinovém filmu po
2 dnech, B) na drazkovaném povrchu po 2 dnech, C) na drazkovaném filmu po 2 tydnech
(bila Sipka znazornuje smer drazkovani na fibroinovém filmu) [84]

Drazkovana morfologie nosného fibroinového substratu podporuje orientaci a osteogenni
diferenciaci a zdroven indukuje lamelarni vyrovnani mesenchymalnich kmenovych bun¢k
(obr. 11). Zajimavé je, ze druhé vrstva diferencovanych bunék kultivovanych po dobu 28 dni
na drazkovanych fibroinovych filmech byla rovnéz orientovana, ale v ur¢itém stupni rotace
vuci prvni vrstve (obr. 11 F). Tato organizace jednotlivych orientovanych vrstev je charak-

teristickd pravé v nativni lamelarni kostni tkdni. Jako nejefektivnéjsi z hlediska orientace
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bun¢k byly ve studii D. L. Kaplana a kol. vyhodnoceny drazky s hloubkou (515 + 16) nm
a Sitkou (3597 £+ 89) nm [82] .

Obr. 11: Bunécna kultivace na hladkych fibroinovych filmech (A, C, E) a na drazkovanych
filmech (B,D,F) 2 dny (A, B), 16 dni (C, D) a 28 (E, F) dni po naockovani (bilé sipky
znazornuji smer drazkovani na fibroinovém filmu) [82]

Co se tyka vlivu sekundarni struktury fibroinu na chovani bunék, proliferace je vyrazné lepsi
na stabilnich strukturach v SILK I konformaci. Ze studii vyplyva, ze redukce struktury [
skladaného listu spolu se specifickou topografii tvorenou nanovlakny podporuje bunécnou

adhezi a proliferaci (obr. 12) [75].

k‘- h . o

Obr. 12: A) — C) bunécna proliferace po 12 dnech na lyofilizaci generovanych poréznich
texturdach: D) bez nanofilament po osetieni methanolem, E) a F) s nanofilamenty v SILK |
konformaci [75]
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Proliferace osteoblastli byla sledovana na vicevrstevnych filmech z poly(diallyldimethyla-
monium chloridu) (PDDA), hedvabného fibroinu a kolagenu ptipravenych depozici vrstvou
po vrstvé. S rostoucim poctem stiidajicich se vrstev (0-50) dochézi k nartistu drsnosti po-
vrchu s Rz v rozmezi 34 az 360 nm. Na obr. 13 je ukazka strukturovaného povrchu vicevrs-
tvych filmt a proliferace osteoblastli na filmech s riznym pocétem vrstev. Z vysledkt je
ziejmé, ze osteoblasty byly zivotaschopné na vSech typech filmt do 3. dne, 5. den dochazi
k vyraznému narastu pro filmy s vétSim poctem vrstev, 7. den naopak k poklesu zivotnosti

bunck u vSech typt filma [90] .
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Obr. 13: A) Strukturovany povrch vicevrstvého kompozitniho filmu, B) srovnani proliferace
osteoblastii na filmech s riiznym poctem vrstev [90]

Chovéani bunék na fibroinovych filmech s vostinovou strukturou neni zndmo, obecné vSak
tato struktura ovlivituje bunééné interakce v zavislosti na velikosti a ¢etnosti pori na povrchu
polymeru. Polystyrenové kopolymerni filmy s texturou pfipravenou technikou breath figures
s velikosti port blizkou 3 pm zlepsuji bunéénou adhezi [91]. Podobny zavér plyne i ze studie
J. R. McMillana a kol. zabyvajici se proliferaci lidskych keratinocyti a fibroblastii na poréz-
nich filmech z e-kaprolaktamu. Filmy s pory velkymi 3-5 um vykazovaly nejvyssi Groven
adheze. Velikost port 3 pm umoznuje komunikaci mezi buiikami a difuzi zivin kultiva¢niho

média [92].
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4 POPIS EXPERIMENTU

Cilem experimentu bylo generovat strukturu na povrchu fibroinovych filma pomoci metody
Casove sekvenované fazové separace, popsané nize. Byly sledovany nejen procesni parame-
try modifikace a jejich vliv na vyslednou strukturu, ale také vychozi stav fibroinu a moznosti
jeho tizené transformace ze SILK I do SILK II. Nasledn¢ byly vybrané struktury podrobeny

prolifera¢nim testim.

4.1 Materialy

Regenerovany Bombyx mori fibroin v lyofilizované formé& byl pfipraven na Univerzité¢ Bay-
reuth. Vychozi surovina byla zbavena sericinu varem v 0,02 M Na;COs. Po proplachnuti
vodou byla hmota rozpusténa v roztoku LiBr pii zvysené teploté (60 °C) po dobu 4 h. Po
rozpusténi byly nezaddouci ionty odstranény dialyzou. Po centrifugaci a filtraci byl vytéZeny

fibroin lyofilizovén a nasledné rozpoustén v HFIP na koncentraci 2 % (w/v).

Fibroinové filmy byly pfipraveny odlévanim 450 ul 2% roztoku do polystyrenovych Petriho
misek (TPP Techno Plastic Products AG) o pruméru 3,4 c¢m, sterilizované radiaci a bez ob-

sahu pyrogenti, DNA/RNA a DNase/RNase.

Jako rozpoustédlo byl v experimentu pouZit hexafluoroisopropanol p.a. (HFIP); 99 % (abcr
Gmbh) a soucasti modifika¢niho roztoku byl dimethylsulfoxid p.a. (DMSO); 99,99 % (VWR

Chemicals).

Ostatni chemické latky byly zakoupeny v p.a. Cistoté od firmy Sigma Aldrich.

4.2 Priprava fibroinovych filmu

Fibroinové filmy byly odlévany z 2% roztoku v HFIP a suSeny v atmosféfe proudiciho du-
siku po dobu 12 h, pfi¢emz v takto ptipravenych filmech se fibroin nachazel v konformaci
SILK I. Nasledn¢ byly filmy umistény do klimakomory s definovanou vlhkosti (60 %) nebo
do par methanolu, ¢imZ byla zajisténa transformace sekundarni struktury. Na filmech v roz-
dilnych stupnich transformace fibroinu byly nasledné generovany specifické “porézni* po-

vrchové textury metodou Casoveé sekvenované fazové separace.
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4.3 Modifikace povrchu filmu metodou ¢asové sekvenované fazové se-

parace

Technika, kterou byly v experimentélni ¢asti diplomové prace pripravovany specifické tex-
tury porézniho charakteru na povrchu fibroinového filmu, je zalozena na ¢asové sekvenova-
ném davkovani smési dobrého a Spatného rozpoustédla na rotujici povrch (schéma
na obr. 14). Tento zplsob modifikace doposud nebyl aplikovan na biopolymerni povrch
vcetné fibroinu. Metoda byla popsana A. Minatikem, E. Wrzecionkem a kol. na rotujicim
polystyrenovém povrchu. Proces funguje na principu fazové separace. T¢ je dosazeno odlé-
vanim dobrého rozpoustédla botnajiciho povrch substratu a Spatného rozpoustédla, které je
separovano na povrchu a umoziuje formovani povrchu mechanismem podobnym breath fi-
gures. Pfi strukturalizaci povrchu touto metodou hraje roli celd fada fyzikalnich proménnych
(povrchové napéti, Laplaceiv tlak, mezifazové napéti, proudéni vyvolané rychlym odparto-
vanim rozpoustédla). Vznik porézni textury je popsdn na obr. 15. Procesnimi parametry za-
hrnujicimi pomér jednotlivych slozek v davkovaném roztoku, velikost a Cetnost davek
a frekvence davkovani nebo rychlost otacek 1ze tidit vyslednou topografii povrchu co do po-
¢tu a velikosti pértt (obr. 16) a néasledné studovat bunétné interakce s t€émito povrchy.
Pti volbé modifika¢ni smési je stéZejni misitelnost vSech slozek a také vyrazné vyssi rychlost
odpatovani dobrého rozpoustédla ve srovnani s rozpousStédlem Spatnym. Pro modifikaci po-
lystyrenového povrchu byl zvolen tetrahydroxyfuran (THF) jako dobré rozpoustédlo a 2-
ethoxy ethanol (ETH) jako $patné rozpoustédlo [93].

4040464 44444408

Obr. 14: Schéma davkovani smési rozpoustédel na rotujici substrat s generovanou porézni

texturou
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Krok 1. Legenda:

rotace

THF + ETH
odparovani

>
]

Depozice smési THF + ETH na povrch. . THE + ETH
“otation) . PS + THF
THF + ETH
odparovani D ETH

Botnani, tvorba malych kapek, rozpousténi,

fazové separace; Laplactv tlak / pisobeni . THF

povrchového napéti.
“Totace) THF - Tetrahydrofuran
ETH - 2-Ethoxyethanol

THF + ETH .
odpatovini PS - Polystyren

Laplactv tlak / pisobeni povrchového
napéti; tok PS v dasledku rychlého
odparovani THF.
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Krok 2.

rotace

D

THF + ETH
odpafovani

Y

Druhé depozice / pocatecni tloustka ) o i i
PS + THF a pramér ETH kapek zavisi na viskoelasticky viskézni
¢asové sekvenci mezi krokem 1a 2. polymer kapalina

rotace

Y

THF + ETH
odpafovani

Narust tloustky nabotnalé vrstvy PS a praméru Rust nabotnalé vrstvy PS

elasticky skrz viskoelasticky polymer

ETH kapek; agregace ETH ve viskozni vrstvé
@ PS; botnani; tvorba malych kapek; rozpousténi; material a viskézni ETH kapky.
fazova separace; Laplaclv tlak / plsobeni
povrchového napéti.
“rotace )
F THF + ETH
odpafovani

Laplactv tlak / plsobeni povrchového napéti;
tok PS v dasledku rychlého odparovani THF.

Obr. 15: Schéma vyvoje mikro-porézni textury na PS povrchu sekvenovanym

davkovanim dobrého a Spatného rozpoustedla [93]
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Obr. 16: Zmeény v texture polystyrenového povrchu zpiisobené davkovanim malych objemii
smesi rozpoustédel: A) PS povrch, B) povrch modifikovany jednou davkou smési, C) povrch
modifikovany 5 davkami smesi [93]

Pro uéely texturizace povrchii bylo pouZito zatizeni sestrojeno na Ustavu fyziky a materia-

lového inZenyrstvi FT UTB, viz Obr. 17.

Povrch fibroinového filmu byl modifikovan davkovanim smési dobrého (HFIP) a Spatného
(DMSO) rozpoustédla a vody v poméru 7:0,2:4. Pouzity pomér rozpoustédel byl zvolen
na zdkladé optimalizacnich experimenti provedenych v ramci disertacni préce
E. Wrzecionka. Vyhledavani nejvhodnéjSiho poméru komponent ve smésném roztoku
nebylo pfedmétem této prace. Ostatnimi sledovanymi procesnimi parametry byly otacky
vzorku v rozsahu 1500 az 2400 otacek/min, objem davkovaného roztoku v intervalu 100 az

300 pl, perioda davkovani 10 aZ 13 s a pocet opakujicich se davek v rozmezi 10 az 40.

Obr. 17: Zarizeni na pripravu texturovanych filmii metodou po-

stupného davkovani smésnych roztokii na rotujici vzorek
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4.4 Charakterizace povrchu

U pftipravovanych povrchii byly charakterizovany zmény v povrchové topografii pomoci
mechanického a optického profilometru a AFM, pro zpracovani dat byly pouzity programy
Gwyddion, verze 2.53 a ImagelJ, verze 1.6_0 24. Stupen transformace fibroinu byl sledovan
pomoci FTIR. Bunéénd proliferace byla vyhodnocena pomoci optického mikroskopu

a na zakladé Zivotnosti bunék detekované ¢inidlem alamarBlue.

44.1 FTIR

Analyza sekundéarni konformace fibroinu byla provedena pomoci FTIR spektrometru — Ni-
colet iS5 technikou ATR s Ge krystalem. Pfi méfeni bylo provedeno 32 skent v rozliseni

4 cm’! v rozsahu 400 aZ 4000 cm™!.

4.4.2 Profilometr

Topografické zmény povrchu byly charakterizovany mechanicky profilometrem Dektak XT
(Bruker) s diamantovym hrotem s polomérem kiivosti 2,5 um a pfitlakem 5 mg. Méteni
na optickém profilometru ContourGT-K (Bruker) bylo provedeno s pouzitim bilého svétla

a ¢ocky se zvétsenim 20x. Vyhodnoceni drsnosti bylo provedeno podle normy ISO 4287.

443 AFM

Detailni topografické zmény byly charakterizovany pomoci mikroskopu skenujici sondou,
Dimension ICON (Bruker). Méfeni byla provadéna rychlosti skenovani 0,7 Hz s rozliSenim
512x512 pixeld v poklepovém rezimu pii pokojové teploté ve vzduchu. Byla pouzita sonda

s rezonan¢ni frekvenci 70 kHz a konstantou tuhosti 0,4 N/m (ScanAsyst-Air, Bruker).

4.4.4 Bunécna adheze a proliferace

Na vybranych texturovanych povrSich byla sledovana proliferace 4 typli bun€k: mySich
embryonalnich fibroblastii (BALB/3T3), keratinocyti (HaCaT), myoblastt (C2C12) a pre-
osteoblastil (MC3T3-El). Pied in vitro testovanim byly vzorky sterilizovany UV-zafenim
podobu 1 h. Pro kultivaci osteoblastii bylo pouZito médium a-MEM s obsahem 10 %
teleciho séraa 0, 1 % Gentamicinu, pro ostatni typy bun¢k médium DMEM s obsahem 10 %

teleciho séra, 1% Glutaminu a 0,1 % Gentamicinu. Buiiky byly naneseny na sterilni



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 36

texturované povrchy v po¢ateénim mnozstvi 5000 bun&k/cm (22 500 bunék/ml). Bunééna

proliferace byla hodnocena po 24, 48 a 72 h testem alamarBlue.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Bylo zvoleno nékolik postupti ptipravy strukturovanych filmti a tomu odpovidajicich metod
charakterizace. Metodou FTIR byly sledovany konformacni ptechody ve fibroinovych fil-
mech. Ziskand data poukazuji na vliv vychozi sekundéarni struktury materialu na formovani
p6rt na povrchu filmu. Jsou diskutovany zptisoby suseni filmti a nasledného oSetfeni parami
methanolu nebo umisténim do klimakomory s definovanou vlhkosti za uc¢elem kontroly

strukturnich zmén v proteinovém systému.

Z dtvodu vyrazné rozdilné ¢lenitosti upravenych povrcht byly zvoleny dvé metody pro ana-
lyzu topografickych zmén, mikroskopie atomarnich sil pro nanometrové struktury a opticka

a mechanicka profilometrie pro plosné vétsi Gtvary o rozmérech 10 a vice mikrometrti.

Na obr. 18 je znazornéno schéma postupu provaddénych experimentl a analyz. Prvni dva
kroky se tykaji ptipravy fibroinového filmu v amorfnim stavu a jeho nasledné modifikace,
ktera vedla ke smyvani filmu ke krajim misky. Body 3 a 4 popisuji ¢aste¢nou transformaci
fibroinového filmu oSetfenim zvySenou vlhkosti okolniho prostfedi a jeho naslednou modi-
fikaci s generovanim struktur v nano-métitku. Body 5 a 6 se tykaji pfevedeni filmi do
SILK II stavu oSetfenim methanolem a modifikace s tvorbou textury v mikro-méfitku. Bod
7 zobrazuje proliferacni testy na vybranych filmech a jejich stabilitu ve vodném prosttedi a
methanolu. V nasledujicich podkapitolach budou jednotlivé experimentalni kroky a jejich

vysledky podrobnéji diskutovany.
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Obr. 18: Schéma experimentalniho postupu
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5.1 Priprava fibroinovych filma v SILK I stavu

Jak bylo popsano vyse, fibroinové filmy v zakladnim stavu SILK I byly pfipraveny odléva-
nim 450 pl 2% (w/v) fibroinového roztoku v HFIP do polystyrenovych misek. Misky byly
umistény v exikatoru s fizenym prutokem dusiku, kde byly filmy suseny po dobu 12 h. Pte-
vladajici amorfni konformace fibroinu byla zajiSténa absenci vlhkosti v okolnim prostiedi

pii suSeni a zvolenym rozpoustédlem HFIP [71].

Ovéfeni sekundarni konformace bylo provedeno pomoci FTIR. Na obr. 19 je znazornéno
zakladni spektrum fibroinového filmu shodné s vysledky prezentovanymi v literature [40].
P4s Amidu I v oblasti 1600 — 1700 cm™ s maximem 1653 cm™ a pds Amidu II v oblasti 1510
— 1580 cm™ s maximem 1544 ¢cm™' odpovidaji konformaci SILK 1. Ve spektru je mozné
nalézt oblasti charakteristické pro konkrétni aminokyseliny, pti sledovani konformacnich
prechodt v sekundarni struktute jsou vSak dostacujici pravé vyse zminéné pasy pro Amid |

a I, v detailu na obr. 20.

1653

1544

absorbance

J

3700 3200 2700 2200 1700 1200 700
vlnocet [cm™']

Obr. 19: FTIR spektrum fibroinového filmu odlévaného z 2% (w/v) roztoku v HFIP a

suseného 12 h v atmosfére protékajiciho dusiku (rozsah absorbance 0-0,13)
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Obr. 20: FTIR spektrum zobrazujici charakeristické pasy Amidu I a Il

5.2 Modifikace fibroinovych filmi v SILK I stavu

Topografie amorfnich filmi byla zobrazena mikroskopem atomarnich sil. Amorfni
nestabilni filmy jsou vSak me&kké a lepivé, je proto velmi obtiZzné zobrazit jejich povrch bez
artefaktti (obr. 21 A). Béhem tady experimentll nebylo mozné optimalizovat postup pro
generovani homogenni textury na amorfnim filmu. Pfi pokusech sriznymi poméry ve
sloZzeni modifika¢niho roztoku a procesnimi podminkami davkovani smési dochézelo
k ¢aste€nému az uplnému smyvani fibroinu z povrchu misky zptisobené dobrou rozpustnosti

fibroinu v amorfnim stavu v HFIP 1 ve vod¢ (obr. 21 B).

110 nm

Obr. 21: A) AFM zobrazeni povrchu amorfniho fibroinového filmu,
B) fotka castecné rozpusténého fibroinového filmu smytého ke krajiim

PS misky
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5.3 Priprava fibroinovych filmi v ¢aste¢né transformovaném stavu

Z diavodu nestability amorfnich filmt pii aplikaci modifikacni smési bylo tfeba indukovat
mirnou zménu konformace. K tomu bylo zvoleno umisténi filma susenych v inertni atmo-
sféte do klimakomory s kontrolovanou vlhkosti 60 % po dobu 48 h. Na obr. 22 jsou zndzor-
néna FTIR spektra neoSetienych filma a filmG oSetfenych pomoci definované vlhkosti.
Po umisténi do 60% vlhkosti doslo k posunu maxima Amidu I z 1653 cm™ na 1651. I pies
nevyraznou zménu ve FTIR spektru byly pozorovany vyrazné lepsi vysledky modifikace,
kdy pomoci n¢kolika kombinaci procesnich parametri byla na povrchu fibroinu generovana

textura v nano-méftitku viz nasledujici podkapitola.

absorbance

1750 1650 1550 1450
vinocet [cm™!]

Obr. 22: FTIR spektrum fibroinovych filmii susenych 12 h v pritoku dusiku A) v kon-
formaci SILK I, B) s ¢astecnou transformaci indukovanou umisténim do vlhkosti 60 %

na 48 h pri teplote 24 °C (rozsah absorbance jednotlivych spekter 0-0,13)
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5.4 Modifikace fibroinovych filmii v ¢aste¢né transformovaném stavu

Pti modifikaci fibroinovych filmi v ¢astec¢né transformovaném stavu indukovaném umiste-
nim do kontrolované vlhkosti 60 % byla aplikovana smés dobrého rozpoustédla HFIP, Spat-
ného rozpoustédla DMSO a vody v poméru 7:0,2:4. Zména textury povrchu po sekvenova-
ném davkovani smési rozpoustédel na povrch rotujiciho filmu s ¢aste¢né transformovanou
sekundarni strukturou je znazornéna pomoci AFM na obr. 23. Obr. 23 A zobrazuje povrch
semi-transformovaného filmu pfed modifikaci. Nejvétsi vyska profilu Rz ¢ini (7,5 = 1,5) nm
a primérnd aritmeticka uchylka Ra (0,69 £+ 0,08) nm. Povrch po modifikaci na obr. 23 B
vykazuje vyrazné zmény v textute, kdy parametr Rz dosahuje (191 + 9) nm a parametr Ra

vzrostl na (32,4 £+ 1,4) nm.

43 nm
A Ra=(0.69£008)nm Rz—(7,5+1,5)nm
EI [V R PR S S S Y A i e iamea
<o
v
Ra=(32.4+1.4) nm Rz =(19149) nm
B
0
328 nm
0 5 10 15 20
0 ¥ [nm]

Obr. 23: Zména povrchové textury a profily fibroinovych filmii susenych 24 h v prutoku
dusiku a castecne transformovanych pri vihkosti 60 % A) pred modifikaci, B) po modifi-
kaci; snimky porizeny pomoci AFM

Pro dany pomér slozek ve smésném roztoku byly optimalizovany procesni parametry jeho
depozice na povrch upravovaného fibroinového filmu. Ptiklady vybranych testovacich pro-
cesnich parametrt jsou uvedené v tab. 1. U nékterych postupti dochazelo opét ke smyvani
proteinového filmu nebo ke generovani nehomogenni textury na povrchu, ptikladem jsou

postupy 1 a 2 (obr. 24 A a B). Stézejni roli v téchto ptipadech hraje ziejme kratky Casovy
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interval (5 s) mezi davkami. Postupy 3 az 5 vedou ke generovani specifické textury poréz-
niho charakteru, jejiz vznik se projevuje homogennim zamlzenim povrchu filmu, které je
detekovatelné okem (obr. 24 C).

Tab. 1: Vybrané testovaci postupy pfipravy texturované¢ho povrchu pro ¢aste¢né transfor-

movan¢ fibroinové filmy

postup otacky/min podet davek déVkOV[a:ﬁ objem i(rilgirlzilrinfcsﬁi
1 2400 20 100 5
2 2400 10 200 5
3 1500 40 100 10
4 1500 20 300 10
5 1500 20 300 13

Obr. 24: Fotky filmu po modifikaci a obrazky z optického mikroskopu pro postupy A) 1, B) 2,
C) 3 uvedené v tab. 1

Na obr. 25 jsou srovnavany textury generované postupy 3 az 5 uvedenymi v tab. 1. Topo-
grafie povrchu byla zméfena pomoci AFM. U vSech postupti byly zvoleny otacky 1500/min.
Postup 3 zahrnoval 40 davek smési o objemu 100 pl v intervalu 10 s. Po tomto postupu ¢inilo
pokryti plochy péry 38 %, parametr Rz dosahuje (273 + 16) nm a Ra (40,3 £ 0,5) nm. SniZeni
poctu davek a zvysSeni jejich objemu bylo aplikovano pii postupu 4, kdy vysledkem je vyssi

pokryti plochy pory (45 %), ale niZ§i parametry drsnosti. Z obrazku 25 B rovnéz plyne, Ze
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velikost poréznich utvard je vice heterogenni ve srovnani s postupem 3 na obr. 25 A. Pii
postupu 5 byl prodlouzen interval mezi jednotlivymi ddvkami na 13 s. Parametry drsnosti
jsou podobné, jako u postupu 3, stejné jako procentudlni pokryti plochy pory. Lze konstato-
vat, Ze na semi-transformovaném povrchu lze zvolenou metodou reprodukovatelné genero-
vat velmi jemnou texturu vykazuji mensi odchylky v drsnosti v zavislosti na zvolenych pro-
cesnich parametrech. Z hlediska reprodukovatelnosti a homogenniho pokryti povrchu byl
jako nejoptimalnéjsi vyhodnocen postup 4, textura ziskané timto postupem byla rovnéz po-

uzita pfi studiu buné¢éné proliferace.

povrchu pory: 3

A Ra = (40.3+0.5) nm Rz = (273+16) nm
=
e
)
&
B Ra=(25.0+0.8)nm Rz=(169.7+11,6) nm
C Ra = (34+5) nm Rz = (270+30) nm
0 10 20 30 40 50
y [nm]

Obr. 25: Texturované povrchy modifikovanych filmu s ¢dastecnou transformaci fibroinu,
A) az C) postupy 3 az 5 z tab. 1, snimky porizeny pomoci AFM
Na obr. 26 je zndzornén posun ve FTIR spektru, ke kterému dochazi béhem procesu textu-

rizace. Maximum pasu Amid I se posunuje z 1651 cm™ na hodnotu 1620 cm™ a maximum
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pasu Amid II se posunuje z 1543 na 1522 cm™!, coZ znadici ptitomnost konformace p-skla-
daného listu. Na ptitomnost konformace B-turn ukazuje vystupek v 1695 cm™'. Modifikaéni
roztok obsahuje vodu, ktera plni funkci zmékcovadla a usnadiiuje pohyb segmenti fetézci.

Ptesto, ze HFIP samotné neindukuje transformaci sekundarni struktury fibroinu na p-skla-

vvvvv

filmu [37].

absorbance

1720 1680 1640 1600 1560 1520 1480
vinocet [cm™!]

Obr. 26: FTIR spektrum fibroinového filmu suseného v dusikové atmosfére a cas-
tecné transformovaného v 60% vihkosti A) pred modifikaci a B) po modifikaci (roz-
sah absorbance jednotlivych spekter 0-0,09)

5.5 Priprava fibroinovych filmi ve stavu SILK II

Pro indukci krystalizace fibroinu a pfevedeni do stavu s ptevahou konformace p-sklddaného
listu byly filmy vysuSené v inertni dusikové atmosféte umistény do exikatoru s atmosférou

nasycenou parami methanolu. Po 24 h piisobeni methanolu dochédzi k posunu maxima
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Amidu I na hodnotu 1626 cm™ (obr. 27A-C) z ptivodnich 1653 cm™! (obr. 20). Tato hodnota
jiz zustavad neménna i po 48 h piisobeni par methanolu, dochézi vak k poklesu ramena v ob-
lasti kolem 1647 cm™', které znaéi zbytkovou SILK I konformaci. Po piisobeni methanolu

72 h zistava spektrum neménné (obr. 27 C).

absorbance

1720 1680 1640 1600 1560 1520 1480
vlnocet [cm™']

Obr. 27: Srovnani FITR spekter fibroinovych filmii oSetrenych parami methanolu po dobu
A) 24, B) 48 a C) 72 h (rozsah absorbance jednotlivych spekter 0-0,09)

5.6 Modifikace fibroinovych filmu ve stavu SILK II

Z experimentalnich pozorovani vyplynulo, Ze fibroinové filmy v SILK II konformaci jsou
stabilni z hlediska jejich nachylnosti ke smyvani z povrchu PS misky. Vznikajici textury
mély vSak na prvni pohled jiny charakter. Nezptsobovaly zamlzeni filmu, ale na povrchu

byly okem pozorovatelné prohlubné s kruhovym prifezem. Na obr. 28 A je op€t pomoci
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AFM vyobrazen povrch transformovaného filmu pted modifikaci, parametry drsnosti jsou
srovnatelné s povrchem semi-transformovaného filmu na obr. 23 A. Pfiklad generované tex-
tury zmétené optickym profilometrem je na obr. 28 B, spolu s profilovym fezem a parametry
drsnosti. Pomoci AFM bylo zjisténo, Ze povrch uvnitt a vné poru je stejny. Nicméné vzhle-
dem k nemodifikovanému povrchu vzrostly parametry drsnosti a povrch jevi znamky po-

praskani.

Ra = (0,52+0,03) nm
Rz =(4,8+0,7) nom

A e .y

68 nm

B Ra=(163£18) nm
Rz = (570+:50) nm

00 04 08 12 16 20 o
y [mm] i

Obr. 28: Povrchova textura fibroinovych filmi susenych 24 h v prutoku dusiku a trans-
formovanych v methanolu 48 h A) pred modifikaci, B) po modifikaci; snimky porizeny
pomoci AFM a profilometru
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Modifikace fibroinovych filmt ve stavu SILK II byla opét provedena nékolika postupy,
z nichz vybrané jsou uvedeny v tab. 2. Optimaliza¢ni procesy probihaly s cilem dosahnout

co nejvice homogenniho pokryti filmu povrchovou mikro-porézni texturou.

Tab. 2: Vybrané testovaci postupy piipravy texturovaného povrchu fibroinovych filmt ve

stavu SILK I

. . .\ oas davkovany objem interval mezi
postup otacky/min pocet davek (] davkami [s]
1 2400 10 200 5
2 1500 10 200 5
3 1500 10 300 5

Postupem 1 byly generovany textury na filmech transformovanych v parach methanolu po
dobu 24, 48 a 72 h a jejich srovnani je uvedeno na obr. 29. Na prvni pohled je patrny trend
nartistu poctu péri na povrchu a soucasné snizeni jejich pruméru. Parametry drsnosti se po-
hybuji pfes maximum u vzorkl transformovanych 48 h. Ve srovnani s texturami na semi-
transformovanych filmech parametr Ra dosahuje hodnot nad 100 nm a parametr Rz se po-
hybuje kolem 500 nm. Priimérna plocha péru ¢ini (14+3)-10° pm?, ¢emuz odpovida primér

jednoho pori ptiblizné 150 pum.

Na obr. 30 jsou vyhodnoceny textury na filmech transformovanych v methanolu 48 h a mo-
difikovanych postupy 2 (obr. 30 A) a 3 (obr. 30 B). V obou ptipadech byly otacky pii mo-
difikaci 1500/min, liSily se pouze objemem davkované smési pii poctu davek 10. Pii zvySeni
objemu davky doslo ke snizeni poctu pora na povrchu filmu, a naopak vzrostl parametr Rz

z 477 na 565 nm.
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pokxyti povrchu pory: 35 % 30 %
pocet pora/mm?: 14 23
~TA Ra = (126+6) nm Rz = (477+6) nm
S
S
Ra=(173£15) nm Rz =(636+14) nm
B

Ra=(157£19) nm Rz = (565+18) nm

y [mm]

Obr. 29: Fibroinové filmy transformované v methanolu po dobu A) 24 h, B) 48 ha C) 72 h
se strukturami generovanymi postupem 1 (tab. 2); 3D obrazky porizeny optickym profilome-

trem, profilové rezy porizeny kontaktnim profilometrem
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33%
29

A Ra=(113+7) nm Rz =(448+12) nm
EI
]
S

B Ra =(170+30) nm Rz =(620+50) nm

0,0 04 0.8 1.2 1.6 2.0
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Obr. 30: Fibroinové filmy transformované v methanolu po dobu 48 h se strukturami gene-
rovanymi postupy A) 2 a B) 3 (tab. 2); 2D obrazky porizeny optickym profilometrem, profi-
lové Fezy porizeny kontaktnim profilometrem

Pro ovéfeni vlivu mnozstvi DMSO v modifikaénim roztoku byla pfipravena smés HFIP,
DMSO a vody v poméru 7:0,6:4. Modifikace touto smési s trojnasobnym mnozstvim DMSO
byla provedena postupem 1 (tab 2.) na filmech transformovanych v methanolu po dobu 48 h.
Vysledky z profilometrickych méfeni jsou na obr. 31 B. Ve srovnani s obr. 31 A se pocet

porti na mm? témét zdvojnasobil, pokryti povrchu pory se zvysilo ze 30 % na 48 %.
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pokayti povrchu pory: 30%
pocet pori/mm?: 23

Obr. 31: Fibroinovy film transformovany v methanolu po dobu 48 h se strukturami genero-
vanymi postupem 1 (tab. 2) A) se smési HFIP, DMSO a vody v poméru 7:0,2:4, B) se smési
HFIP, DMSO a vody v poméru 7:0,6:4; snimky porizeny optickym profilometrem

Z hlediska zmén ve FTIR spektrech pro vysSe diskutované systémy se pii oSetfeni methano-
lem pted modifikaci po 48 h spektrum jiz neménilo, po modifikaci doslo k mirnému posunu
maxima Amidu I na 1622 cm™ a vyraznému sniZeni ramena v oblasti kolem 1647 cm’!

(obr.32). Tento jev je opét pfisuzovan pritomnosti vody v modifika¢nim roztoku.

Experimenty na filmech transformovanych v methanolu opét ukazuji, Ze sekundarni struk-
tura md dominantni vliv na typ generované textury. Ackoliv zména procesnich parametrt
zpusobuje drobné odchylky v parametrech drsnosti nebo v poctu pord, hlavni rysy textury

zUstavaji stejné, a to v zavislosti na vychozim stavu fibroinového filmu.
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Obr. 32: FTIR spektrum fibroinového filmu suseného v dusikové atmosfére a transformova-
ného 48 h v methanolu A) pred modifikaci a B) po modifikaci (rozsah absorbance jednotli-
vych spekter 0-0,10)
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5.7 Stabilita textur a studium interakce s bunnkami

Pro dosaZeni maximalniho stupné transformace s nejvys§im moznym obsahem f-skladané¢ho
listu ve struktufe byly filmy vybrané na proliferacni testy umistény na 24 h do par methanolu.
Tento krok byl proveden za ucelem stabilizace pfipravenych mikro- a nano-texturovanych
povrchi tak, aby byly generované struktury pokud mozno co nejstabilngjsi ve vodném pro-
sttedi kultivacniho média. Nicméné na zdklad€ experimentd bylo zjisténo, ze struktury na
filmech z methanolu se po oSetfeni methanolem stale méni. Proto byly provedeny testy sta-
losti obou typt textur v methanolu a ve vod¢, kdy na vzorky s nano-porézni texturou bylo
naneseno 1,5 ml methanolu nebo vody po dobu 1 a 5 dni a na vzorky s mikro-porézni struk-
turou bylo naneseno 1,5 ml methanolu nebo vody po dobu 1 dne (jak vyplyne z niZe uvede-

nych vysledkd, 5 den v tomto ptipad¢ nema smysl).

5.7.1 Stabilita filmu ve stavu SILK II po modifikaci

Nano-porézni textura na filmech pied modifikaci transformovanych v 60% vlhkosti zistala
po 24 h v parach methanolu nezménénd, coZ dokazuji detailni snimky z AFM na obr. 33,

kdy bylo méteno totozné misto pied a po piisobeni methanolu.

Obr. 33: Detail nano-porézni textury A) pred aplikaci methanolu, B) po piisobeni par me-

thanolu 1 den C) 3D struktura s daty z fazového kontrastu AFM; snimky porizeny pomoci
AFM.

Po aplikaci methanolu pfimo na vzorek po dobu 5 dni zlistava pokryti povrchu nano-texturou
zachovano, dochazi vSak k poklesu parametri drsnosti, Rz ze 191 na 144 nm, Ra z 32 na
22 nm. Po 5 dnech ve vod¢ parametry drsnosti klesaji podobné, jako po osetfeni methanolem

(obr. 34).
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Obr. 34: Stabilita nano-porézni textury generované na semi-transformovanych filmech po-
stupem 3 (tab. 1): A) srovnavaci vzorek, B) po piisobeni methanolu 5 dni C) po pusobeni
vody 5 dni; snimky porizeny pomoci AFM

U mikro-poréznich textur doslo k vyraznym topografickym zménam uZz po 1 dni po naneseni
methanolu i vody. OSetfeni methanolem vyvolavé pokles parametru Rz z 636 na 100 nm, na
optickém profilometru vSak jest¢ byly na nékterych mistech obtizn¢ detekovatelné obrysy
puvodni textury (obr. 35 B). Po 1 dni ve vod¢ textura témét zmizela (35 C) a parametr Rz
klesl na 56 nm. Botnéni povrchu ve vodném prostiedi se d4 ocekéavat z divodu schopnosti
fibroinu adsorbovat vodu. Stejné tak je v literatufe vysvétlena vyssi mira adsorpce vody na
filmech oSetfenych pfed modifikaci methanolem [71]. U téchto filmt vSak vyvolava po-
dobné ucinky 1 ptisobeni methanolu. Tento jev by vysvétlovala dodatecna stabilizace, zmény

v sekundarni struktufe a tim vyvolané zmény topografické. Z FTIR méfeni provedenych
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v jednotlivych krocich testu stability vSak plyne, Ze ke zmén¢ sekundarni struktury fibroinu

po modifikaci jiz nedochdzi (obr. 36).

A
g Ra = (173+15) nm Rz = (636+14) nm
o
=]
B Ra =(21+15) nm Rz = (100+40) nm
C Ra=(742+1,13) nm Rz = (56+14) nm
._..._'--\/‘-—""“—-—-—\._.vv-— i B e e i, W
0.0 04 0.8 1,2 1,6 2.0
[mm]

Obr. 35: Stabilita mikro-porézni textury generované na filmech ve stavu SILK II postupem
1 (tab. 2): A) srovnavaci vzorek, B) po piisobeni methanolu I den C) po piisobeni vody 1
den; snimky porizeny pomoci optického profilometru, profily pomoci kontaktniho profilome-

tru



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 56

absorbance

1720 1680 1640 1600 1560 1520 1480
vinocet [cm™!]

Obr. 36: FTIR spektra fibroinovych filmii pred modifikaci transformovanych pri RH 60 %
A) po modifikaci, B) po oSetreni methanolem, C) po osetieni vodou a transformovanych
parami methanolu D) po modifikaci, E) po oSetreni methanolem, F) po osetieni vodou (roz-

sah absorbance jednotlivych spekter 0-0,10)

5.7.2 Bunééna proliferace na strukturalizovanych filmech

Bunécéna proliferace byla provedena na dvou vySe popsanych typech textur. Nano-porézni
struktura byla pfipravena postupem 3 uvedenym v tabulce 1, mikro-porézni textura byla pfi-
pravena postupem 1 v tabulce 2. Filmy byly sterilizovany UV zatfenim, aby nedochazelo ke

zméndm struktur pfed nanesenim bunék. Proliferace bun¢k byla sledovana po dobu 4 dni.
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Nano-péry ve vodném prostiedi po tuto dobu ziistavaji neménné. U mikro-po6ri vSak dochézi
ke zméndm textury, proto je posuzovan vliv této textury na adhezi bun¢k, v pribéhu proli-

feracniho testu je film povazovan za rovny.

Rast bunék na vybranych texturdch byl pozorovan pomoci optického mikroskopu. Na
obr. 37 jsou snimky potizené 1. den proliferace, na obr. 38 jsou snimky potizené 4. den
proliferace. Nejvyrazng€jsi rozdil je pozorovatelny u osteoblastti (MC3T3-E1), které dle lite-
ratury preferuji k adhezi a proliferaci drsnéjsi povrchy [94], a dale u keratinocytti (HaCaT).
Fibroblasty (BALB 3T3) vykazuji podobné chovani na obou typech povrchi, je to z toho
diavodu, ze fibroblasty maji nedostatecnou adhezi k drsnym povrchiim [95]. Myoblasty
(C2C12) preferuji pti proliferaci kombinaci nizké povrchové drsnosti a vysoké tuhosti sub-

stratu, proto je na nano-porézni textuie srovnatelna s druhym typem povrchu [96].

Proliferacni testy byly vyhodnoceny na zéklad¢ Zivotnosti bun¢k detekované ¢inidlem ala-
marBlue. Na obr. 39 je znazornéna proliferace na nano-texturovanych povrsich zazname-
nana v intervalech 24, 48 a 96 h. Zjisténé vysledky odpovidaji poznatkiim z literatury [94;
95; 96]. Osteoblasty vykazuji dobrou adhezi k povrchu, kterd je vyrazn€ vyssi ve srovnani
s vysledky proliferace na mikro-texturovanych povrsich na obr. 40. Keratinocyty na nano-
poréznich strukturach sice po 4. dni proliferace vytvarely typické bunécné utvary (obr. 37),
ale na zaklad€ vyhodnoceni pomoci alamarBlue nebyla adheze tak vyrazna, jako pro oste-
oblasty. Pfesto vSak byla vyssi, nez u mikro-porézni textury. V ptipad€ myoblasti a fibrob-
lastli je také mozné pozorovat rozdily v chovani na riznych typech povrchi, avSak neda se

fict, Ze by nano-texturovany povrch vyrazné zlepSoval jejich adhezi a naslednou proliferaci.
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Povrch s nano-texturou Povrch s mikro-texturou

€

HaCaT BALB/3T3

C2C12

MC3T3-El

Obr. 37: Snimky z optického mikroskopu porizené 1. den proliferace na nano- a mikro- tex-

turovanych povrsich
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Povrch s nano-texturou Povrch s mikro-texturou

BALB/3T3

HaCaT

c2C12

MC3T3-El

Obr. 38: Snimky z optického mikroskopu porizené 4. den proliferace na nano- a mikro-tex-

turovanych povrsich
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Obr. 39: Zivotnost bunék na nano-texturovaném povrchu vyjadrena intenzitou fluorescence

cinidla alamarBlue
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Obr. 40: Zivotnost bunék na mikro-texturovaném povrchu vyjadiend intenzitou fluorescence

cinidla alamarBlue
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5.8 Priprava povrchii s kombinovanou formou mikro- a nano-textur a

selektivné znacenych povrchi

Pouzita metoda umoziuje piipravu povrchii s kombinovanou texturou, kdy na modifikovany
film s nano-texturou (obr. 41 A) bylo naneseno mnozstvi methanolu pottebné k pokryti po-
vrchu, které na ném bylo ponechano do odpateni. Po tomto kroku nasledovala dal§i modifi-
kace, po které bylo mozné na nano-struktufe pozorovat vytvoreni kruhovych mikro pro-

hlubni (obr. 41 B).

Obr. 41: Filmy s kombinovanou strukturou: A) nano-textura po 1. modifikaci B) kombino-
vand textura po 2. modifikaci

Pozornost v budoucim vyzkumu bude vénovana selektivnimu znaceni fibroinovych po-
vrchit RGD peptidem. Na obr. 42 je ukazka selektivné znaceného fibroinového filmu meto-
dou davkovani smési rozpoustédel s obsahem fluoresceinu, ktery mtize byt pii uziti ptislus-
ného linkeru nahrazen RGD peptidem. Takto upravené povrchy by mohly slouZit k lokali-

zované bunécné proliferaci.

Obr. 42: Fibroinové filmy s vytvorenou mikro-

texturou selektivné znacené fluoresceinem
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ZAVER

V ramci diplomové prace byly studovany moznosti ptipravy texturovanych materialii na bazi
hedvéabného proteinu a jejich vliv na chovani kultivovanych bunék. Specifické povrchové
textury v proteinovych filmech byly generovany pomoci metody sekvenovaného davkovani
struktur je do jisté miry ovlivnén nastavenim procesnich parametri modifikace jako je rych-
lost rotace vzorki, pocet davek, objem jednotlivych davek, prodleva mezi ddvkami a vlast-
nim slozenim modifika¢nich roztokl. Z experimentalnich vysledku této prace vyplynulo, ze
kromé procesnich parametrii a slozeni smésného roztoku hraje kli¢ovou roli sekundarni
struktura fibroinu. V zéavislosti na stavajici konformaci fibroinu v modifikovaném filmu
vznikaji rozdilné povrchové mikro- a nano-textury spojené s rozdilnymi mechanismy jejich

vzniku.

U castecné transformovanych filma dochédzi k velmi malému posunu ve FTIR spektru, coz
indikuje pfitomnost malého podilu krystalickych struktur tvofenych fibroinem v konformaci
B-skladaného listu. Toto malé mnoZstvi vSak staci ke stabilizaci a zpevnéni filmu béhem
modifikace natolik, Ze nedochéazi ke smyvani celého filmu, vyjma amorfniho podilu. To vy-
svétluje také vyraznéjsi posun ve FTIR spektru po modifikaci ve srovnani s modifikovanymi
filmy s vychozi konformaci SILK II. Filmy transformované v methanolu v SILK II konfor-
maci obsahuji podil krystalické slozky natolik vysoky, Ze jiz nedochazi k vymyvani amorf-
niho podilu, ale k deformaci povrchu, kdy povrchova vrstva filmu je ¢aste¢né rozpusténa
pusobenim smési HFIP a vody a naslednym vtlacenim kapi¢ek DMSO vznikaji povrchové
utvary, které v nékterych ptipadech svou velikosti a nepravidelnym tvarem odpovidaji koa-

lescenci kapek DMSO na povrchu.

Z proliferacnich testi plyne, Ze nckteré typy bunck preferuji nano-texturovany povrch
s vyssi drsnosti ve srovnani s povrchy s plosné vétSimi utvary kruhového priifezu. Tento typ
povrchll bude v budoucnu studovéan zejména z hlediska stabilizace. Dale budou studovany
moznosti pfipravy hierarchicky strukturovanych materialt modifikovanych pomoci dalSich

typt proteinti a fluorescencnich znacek.
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