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ABSTRAKT

Byly studovany agregacni schopnosti Bombyx mori fibroinu (BMF) v roztocich a na
fazovych rozhranich pomoci mikroskopie atomarnich sil a dynamického rozptylu svétla.
Studovanymi proménnymi byl vliv disperzniho prostiedi, koncentrace, teploty, teplotniho
spadu, filtrace a doby skladovani roztoku ptfed jeho depozici na povrch slidy.
Z experimentalnich vysledkl vyplynuly rozdilné agregacni schopnosti tohoto biopolymeru
v zavislosti na teplotnich podminkach piipravy polymerniho roztoku a jeho koncentraci
v daném disperznim prostfedi. Pomoci vhodn¢ nastaveného teplotniho spadu, jenz vyvolava
organizované toky kapaliny lze zcela zasadné ménit velikost agregovanych struktur na bazi

BMF.

Kli¢ova slova: hedvabny protein, rozpoustédla, agregace, fibrily, mikroskopie atomarnich

sil, dynamicky rozptyl svétla

ABSTRACT

Aggregation capabilities of Bombyx mori fibroin (BMF) in solution and on phase interfaces
by atomic force microscopy and by dynamic light scattering were studied. The studied
variables were the influence of the dispersion medium, concentration, temperature,
temperature drop, filtration and storage time of the solution before its deposition on the mica
surface. The experimental results showed different aggregation capabilities of this
biopolymer depending on temperature conditions for preparation of polymer solution and its
concentration in the given dispersion medium. By means of a suitably set temperature
gradient, which causes an organized flow of liquid the size of the aggregated structures based

on BMF can be fundamentally changed.

Keywords: silk protein, solvents, aggregation, fibrils, atomic force microscopy, dynamic

light scattering
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UvVOD

Fibrilarni proteiny v Zivocisnych systémech plni konstrukéni a podptrnou funkci. Jedna se
o proteiny jako je kolagen, keratin, fibrin, bilkoviny svalii a také hedvabny fibroin, kterému

je vénovana tato prace.

Ackoli vlakna tohoto typu produkuyji tisice druhit hmyzu, pouze nékolik z nich bylo detailnéji
prozkoumano, naptiklad pavouci Nephilia Clavipes nebo larvy bource morusového (Bombyx

mori). Hedvabi je slozeno ze dvou proteinovych komplext — fibroinu a sericinu.

Hedvébny fibroin se vyznacuje vynikajicimi mechanickymi vlastnostmi, biokompatibilitou
a moznostmi kontrolované degradace v biologickém prostedi. Diky témto vlastnostem si
ziskal pozornost a je studovan jeho potencidl pro vyuziti v tkdnovém inZenyrstvi
a regenerativni medicin€.

Cilem prace bylo prostudovat a charakterizovat agrega¢ni schopnosti Bombyx mori fibroinu

(BMF) v hexafluoroisopropanolu (HFIP) a na fdzovych rozhranich kapalina/pevna latka

v zavislosti na procesnich podminkach ptipravy jeho roztoku.
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I. TEORETICKA CAST
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1 HEDVABI

Hedvabna vladkna jsou tvofena dvéma typy proteinti, fibroinem a sericinem, které jsou ve
form¢ vlaken produkovany fadou druht hmyzu jako jsou pavouci, larvy motyld, roztoci,
mouchy a mnoho dalSich. VIédkna tohoto typu jsou produkovana mnoha tisici druhi hmyzu,
ale jen né€kolik z nich bylo podrobnéji studovano, naptiklad pavouci Nephilia Clavipes nebo

larvy bource morusového (Bombyx mori). [1, 2]

Obecn¢ je hedvabi déleno do dvou skupin:

cey

a) hedvabi produkované divoce zijicimi druhy jako jsou motyly rodu Antheraea, tzv.

plané hedvabi
b) hedvabi tvofené larvami bource morusového, tzv. komercni hedvabi.

Plané hedvabi se od komer¢né produkovaného lisi kompozici proteinti, vlastnostmi a barvou.
Tento typ hedvabi neni pfili§ rozsifen, protoze na rozdil od komer¢niho hedvabi nema

vysokou vytéznost, jako je tomu u hedvabi z Bombyx mori, kterému je vénovana tato prace.
[3]

Samotné hedvabné vldkno se pak sklddd ze dvou paralelnich fibroinovych vléken
obklopenych sericinovym obalem, ktery drzi vlakna pohromadég. Tento komplex je pokryt
vrstvou proteind a lipidu, kterd zastava ochrannou funkcei. 70-80% vlékna tvoii fibroin, 12—
28 % sericin a 0,8-1% lipidy. [2, 3]

|—— Mikrofibrily

LN
".\.li Svazek fibril

Sericin

‘ ? :.E; LT

|
Il Hedvabné vidkno
|

Il

Obr. 1 Struktura hedvabného vidkna [1]
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1.1 Proces tvorby hedvabi

Samotny proces tvorby hedvabného vlakna je zaloZen na principu suchého zvlakiovani
z vodného roztoku, kdy za specifickych podminek dochazi k separaci vlakna. Larvy B. mori
maji par snovacich zlaz, které jsou v téle symetricky umistény. Kazda ze 714z je ptipojena k
uzkému kandlku zakonceného tryskou ve spodni ¢asti pysku housenky. Ob¢ zlazy jsou
rozdéleny do tii sekci; zadni, prostiedni a pfedni. V zadni Casti dochazi k syntéze
fibroinového gelu. V prostiedni sekci je syntetizovan sericin a tato Cast zaroven slouzi
k ukladani fibroinu pted vstupem do posledni ¢asti. V piedni sekci zlazy se fibroin
nasledkem fazové separace seskupuje do konfigurace podobné miceldm s anizotropnimi
vlastnostmi tekutych krystalt. Na vystupu ze 71az ptrechazi tato faze na semi-krystalickou,

ve vodé nerozpustnou formu s vysokym obsahem B-skladanych listi.

Tvorbu vlakna ovliviiuje obsah vody a koncentrace sodnych, draselnych a vapenatych ionti,
ktera ovliviluje pH gradient ve zlazach. [4-6] Gradient pH je klicovy pro tvorbu vldkna,
hodnoty pH se pohybuji od 6,9 (zadni sekce Zlazy) pies 5 (prostiedni cast) k 4,8 (predni
¢ast). [4] Mechanické vlastnosti vlakna jsou vyrazné ovlivnény samotnou tryskou a tlakem

vyvijenym svaly kolem ni.[5, 6]

Vg tryska
A

predni ¢ast

stfedni cast

zadni cast

Obr. 2 A) Schéma snovacich zlaz B) housenka a kokon Bombyx mori [7, §]
1.2 Hedvabné proteiny

Jak jiz bylo zminéno, hedvabné vlakno se sklada ze dvou proteinovych komplexti — sericinu

a fibroinu, jez budou v nésledujicich podkapitolach vice ptiblizeny.
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1.2.1 Hedvabny fibroin

Fibroin, jehoz struktura je znazornéna na Obr.3, patii mezi fibrilarni proteiny. Je to
heterodimer slozeny z lehkych (L) a tézkych (H) polypeptidovych fetézcii. Tyto fetézce jsou
navzajem provazany pies C-konec tézkého fetézce disulfidovou vazbou. H-L komplex je
dale vazan nekovalentnimi vazbami glykoproteinem P-25 a prostfednictvim hydrofobnich
interakci tak tvofi micelarni elementarni jednotku. Tézky fetézec je slozen z 12 hydrofobnich
domén prolozenych 11 hydrofilnimi doménami. Na rozdil od hydrofilnich domén,
hydrofobni domény obsahuji opakujici se sekvenci aminokyselin. [7, 9] V primarni sekvenci
H-fetézce jsou nejvice zastoupeny glycin (43—46 %), alanin (25-30 %) a serin (12 %), v
mens$im mnozstvi také tyrosin (5 %) a valin (2 %) a dale také kyselina asparagova,
fenylalanin a dalsi. [7] V hydrofobnich doménach se nejvice vyskytuji glycin, alanin, serin,
threonin a valin. Tyto domény, spojené vodikovymi vazbami, Van der Walsovymi silami a
hydrofobnimi interakcemi, tvoti antiparalelni B-sheet krystality, tvotici krystalické oblasti.
Naproti tomu hydrofilni domény, které jsou tvofeny primarné¢ aminokyselinami jako je
kyselina glutamova, kyselina asparagova, arginin a lysin, ve fibroinu utvaii amorfni oblasti,
které obsahuji smés ndhodnych klubek, B-sklddanych listi a oa-Sroubovic. [7, 9, 10]
Hydrofobni charakter krystalickych oblasti poskytuje vlaknlim dobré mechanické vlastnosti
a nerozpustnost ve vodé, vétsiné organickych rozpoustédel a ziredénych kyselinach
a zasadach. Amorfni oblasti naopak poskytuji elasticitu a umoznuji sta¢eni fetézce béhem
krystalizace pfi procesu zvlaknovani. L-fetézec je tvofen hydrofilnimi doménami s nizkou

nebo zadnou krystalinitou. [2, 11]

Jemna struktura B-

Oblasti amorfnich fetézel= - < _ Gl Wh sheet nanokrystald s
Krystalické oblasti = - - _ ‘HI"T ; i vodikovyrm mustiy
|
el e

2 skt i 2
e e e

Bombyx mori vidkno
d =10-25 ym

-

Tl a—

Smés a-helix , f-sheet
a nahodneho klubka

Obr. 3 Struktura fibroinového vidkna [12]
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1.2.1.1 Krystalicka struktura hedvabného fibroinu

Hedvébny fibroin (BMF) se vyskytuje ve tfech krystalickych stavech — silk I, silk IT a v malé
casti silk III. [2, 13] Silk I je metastabilni, ve vod¢ rozpustnd forma, ktera se nachéazi ve
snovacich zlazach. Tento stav se vyznacuje CasteCné uspoiadanou strukturou obsahujici
nahodna klubka a a-Sroubovice. Silk II je pevna, ve vod¢ nerozpustné forma, jez vznikd po
vytlaceni ze snovacich zlaz. Obsahuje krystalické domény tvofené antiparalelnimi B-sheety
a amorfni oblasti. [10, 14] Pfedpoklada se, ze piechod silk I na silk II je iniciovan zejména
smykovym tokem a poklesem pH, ktery je zpiisoben zvySenou koncentraci soli v piedni ¢asti
snovacich zlaz. Pokles pH zapficinuje strukturni zmény v oblastech s vysokou koncentraci
kyselych rezidui a dochazi tak k nukleaci B-sheetti. [14] Silk III byla objevena na rozhrani
vzduch/voda ve vodnych roztocich fibroinu. VétSinou se vyskytuje ve formé trojité

Sroubovicové struktury. [9, 15]

1.2.2 Sericin

Sericin je globularni hydrofilni protein obsahujici pfevazné aminokyseliny serin (40 %),
glycin (16 %), kyselinu glutamovou, kyselinu asparagovou, threonin a tyrosin. V né€kolika
vrstvach obaluje fibroinova vldkna (viz Obr.1) a napomaha lepsi soudrznosti kokonu. Velmi
snadno se rozpousti v horké vodé. Pti vyrobé regenerovaného hedvabi je jeho odstranéni

dialezitym krokem. [16, 17]
1.3 Regenerované hedvabi

1.3.1 Degumming

Regenerovany hedvabny fibroin je ziskavan z kokond, které larva bource morusového utvari
v poslednim stddiu promény v dospélého jedince. Prvnim krokem je odstranéni sericinu, tvz.
degumming. Diky tomuto kroku se vlakno stdva matné, tvrdé, hladké a ziskava tak vzhled
typicky pro hedvabné tkaniny. Dalsi vyhodou odstranéni sericinu z hedvabného vlakna je
zvyseni biokompatibility a snizeni alergickych reakci, které po dlouhou dobu znemoznovaly
vyuziti BMF v regenerativni medicing a farmacii. [18, 19] Jak bylo zminéno vysSe, sericin je
dobfte rozpustny v horké vodé, proto je vareni kokonli ve vode po dobu 5 az 60 minut nebo
30 minut v autoklavu pii 120 °C bézné¢ pouzivanou metodou. [20] Dal§imi pouzivanymi
¢inidly jsou roztoky kyselin a zdsad, naptiklad Na.COs3;, NaHCO3 nebo vodné roztoky urey
obsahujici Tris-SO4. BéZné& se také vyuzivaji roztoky mydel nebo syntetickych detergentd.

Nicméné¢ vyssi teplota a pH silngjSich zasad mlize zplsobit degradaci fibroinu, a ztratu
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mechanickych vlastnosti. Pro minimalizaci téchto ucinkil je vhodnéj$i uvedeny proces
zkratit a provadét opakované.[18, 20, 21] Z divodi moznych negativnich dopadii
alkalickych c¢inidel na kvalitu regenerovaného fibroinu a vysoké spotieby vody byly
v poslednich letech studovany alternativni metody degummingu. Cetné studie se zabyvaly
pouzitim enzym, konkrétné proteaz a lipaz. NejlepsSich vysledkli bylo dosazeno ptisobenim
alkalickych proteaz z hlediska odstranéni sericinu a zachovani mechanickych a vzhledovych
vlastnosti vlakna. Proteazy v kombinaci s lipazami taktéz u¢inné odstranily sericin, a navic
zvysily smacivost vlakna.[22—24] Dalsi studovanou metodou bylo plisobeni pary na piedem
namocend surova hedvabna vlakna. Tento zplsob se jevi jako vyhodny s ohledem na nizsi

spotiebu vody a zachovani vlastnosti regenerovaného hedvabi. [25]

1.3.2 Rozpousténi regenerovaného BMF

Po degummingu je fibroin promyvan, vysuSen a dale rozpoustén. K rozpousténi
fibroinovych vlaken po odstranéni sericinu se bézné¢ vyuzivaji vodné roztoky 9,3M LiBr
nebo 9M LiSCN. Velmi dobrou vytéznost poskytuji systémy CaCly/etanol/voda a LiBr v
alkoholovém vodném roztoku. Néslednou dialyzou jsou z roztoku odstranény nezadouci
ionty. Rozpousténi a dialyza jsou velmi ¢asov€ narocné procesy a jejich volba ovliviiuje
vyslednou konformaci fibroinu, rozpustnost, gelaci a stupen hydrolyzy. Vysledny roztok
muze byt dale zpracovan na pozadovanou formu (napt. film) nebo lyofilizovan a opét

rozpus$tén ve vhodném rozpoustédle. [20, 26]

surové hedvabi  ginidlo rozpoustédio

g & o B )
S =8 -

degumming  suSeni  rozpousténi  dialyza

regenerovany SF

Obr. 4 Proces regenerace hedvabného fibroinu 7, 19]
1.4 Aplikace regenerovaného BMF

Regenerovany BMF miuze byt dale zpracovan na filmy, vldkna, pény, scaffoldy c¢i
nanocastice. At uz samotny nebo jako kompozit s polysacharidy, proteiny nebo syntetickymi
polymery se jevi jako nadéjny biomaterial pro pouziti zejména v regenerativni medicin€ a

tkanovém inzenyrstvi. [27, 28]
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1.4.1 Filmy

Filmy lze pfipravit Sirokou Skalou technik v zavislosti na metod¢ regenerace. Mezi
nejjednodussi techniky patii suseni Cili odpateni vody/rozpoustédla pti laboratorni nebo
zvysené teploté. Tvorbu B-sheet krystalti 1ze podpofit pridanim srazeciho ¢inidla, nejcastéji
se pouziva metanol, etanol nebo aceton. Pfi pouziti metanolu je vysledny film prithledny s
vysokym podilem B-sheetii. [26] Filmy pfipravené odpaienim rozpoustédla nedosahuji ptilis
dobrych mechanickych vlastnosti. Proto je vyhodnéjsi filmy pfipravit pomoci spin-coatingu
nebo vrstveni. Lze takto ziskat ultratenké filmy, jejichz mez napéti v tahu mize dosahnout
az 100 MPa. Praktické vyuziti filmt stale limituje jejich kiehkost. Prozatim je zndma jen
jedna metoda, kterou lze kiehkost potlacit. Vystavenim vodnim param nebo vodni 1azni 1ze

zvySovat obsah B-sheetll, coZ vede ke zvySeni pevnosti a flexibility BMF. [7]

1.4.2 Vlakna

Vldkna regenerovaného BMF lze vyrobit pomoci mokrého zvlaknovani nebo
elektrospiningu (elektrostatické zvlakiovani). Pro tyto metody jsou nejcastéji pouzivany
roztoky pfipravené rozpousténim v organickém rozpoustédle jako je napiiklad kyselina
mravenci, hexafluoroisopropanol (HFIP) nebo trifluoroaceton (TFA) nebo vodné roztoky.
Pti elektrospiningu se mezi elektrodou, na nizZ je roztok polymeru a druhou elektrodou —
kolektorem generuje elektrické pole, v jehoZ sméru dochazi k taZeni vlaken z roztoku.
Béhem cesty k druhé elektrodé¢ dochéazi k odpateni rozpoustédla a formovani vlaken.
Vysledny primér vldken, ktery se pohybuje od desitek po tisice nanometrd, zavisi zejména
na pouzitém rozpoustédle. Vldkna z organickych rozpoustédel dosahuji mensich priméra
nez z vodnych roztokl. Vyhodou elektrospiningu je vyroba jemnych vladken ve formé
netkané textilie. Pf1 mokrém zvlaknovani je vyuzivano koagula¢ni 14zn€ (metanolu nebo
etanolu) a vldkna dosahuji primérii desitek az stovek mikrometra. Takto zpracovana vlakna

regenerovaného BMF se pouZivaji jako chirurgické nité. [26, 28, 29]

1.4.3 3D struktury

Hedvabny fibroin muze byt zpracovan do podoby 3D poréznich struktur a to konkrétné pény,
miizky a trubicky, které maji potencidl vyuziti v tkanovém inzZenyrstvi. NejcastéjSimi
metodami pouzivanymi pro vyrobu téchto struktur je vysolovani, lyofilizace a napénovani.
Takto lze zpracovat BMF rozpustény ve vodnych roztocich soli nebo HFIP. [29] Pro
vysledné vlastnosti je zasadni pocatecni koncentrace fibroinu, vyssi koncentrace poskytuji

vyssi pevnost a tuhost struktury. Obsah B-sheetll pak ovliviiuje mechanickou soudrznost
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a vod¢odolnost. Zvolend metoda méa dopad na velikost a distribuci pord a tim mechanické
vlastnosti pén a scaffoldi. Naptiklad pény piipravené z vodnych roztokll se vyznacuji

homogenngjsi distribuci porii nez pény zpracované z roztoktit HFIP. [7]

1.4.4 3D tisk

V poslednich letech si hedvabny fibroin diky svym vlastnostem ziskal pozornost jako
potencidlni materidl pro 3D tisk scaffoldl, protoze jiné konvencni metody vytvareni
takovychto struktur jsou Casoveé narocné a vyzaduji pouziti chemickych ¢inidel, ktera mohou
negativné ovlivnit vlastnosti vysledného produktu. Kombinaci BMF s jinymi biomaterialy
(chitosan, HA, Zelatina, PEG a dal$i) mohou byt kompenzovany jejich slabiny z pohledu 3D
tiskovych uloh. Timto zptisobem lze optimalizovat reologické vlastnosti, biokompatibilitu

a zabranit tak nezddouci imunitni reakci pfi aplikaci do organismu. [30]

1.4.5 Nanocastice

Diky svym vlastnostem maji BMF nanocastice vyuziti v kosmetice (pfipravcich na péci o
plet’) a mediciné€ pro dopravu 1é¢iv nebo enzymii. Byla studovana cela fada metod ziskavani
fibroinovych nanocastic. Jednou z nich je napfiklad srdZeni BMF vodného roztoku
ptebytkem polarniho rozpoustédla jako je aceton, metanol nebo ethanol, kdy se fibroin z
konformace ndhodného klubka reorganizuje na konformaci B-sheet. Dale je to naptiklad
fazova separace pomoci dihydrogenfosfore¢nanu draselného nebo PVA. V zévislosti na

zvolené metod¢ 1ze ziskat ¢astice s velikosti 80 nm az 150 pum. [26, 31]

1.5 Vlastnosti regenerovaného BMF

Jak jiz bylo zminéno, pfirodni hedvabi ma vynikajici vlastnosti jako je pevnost, tvrdost
a kontrolovatelna biodegradabilita. Youngiv modul surovych vlaken se pohybuje mezi 5 az
12 GPa, mez pevnosti v tahu miize dosahnout az 500 MPa a mezni protazeni az 19 %. Siroka
variabilita mechanickych vlastnosti zavisi na mnoha faktorech. Kromé struktury je ovliviiuje
kvalita chovu larev a jejich genetickd modifikace. V poslednich letech se pouziti fibroinu
soustfedi zejména na medicindlni aplikace. Po dlouhou dobu byla problémem casta
reakci a problémi s biokompatibilitou je sericin. Proto je jeho dikladné odstranéni
(degumming) pted dalsSim zpracovanim BMF kli¢ové. Pokud je odstranén, biokompatibilita
fibroinu je srovnatelna s béZzné¢ pouzivanymi biomateridly. Na vlastnosti regenerovaného

BMF kromé¢ zptisobu degummingu ma vliv také zplisob regenerace. [9, 32, 33]
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2 FIBROIN V ROZTOKU

2.1 Vliv rozpoustédla na konformaci BMF

Hedvabi je nerozpustné ve vodé a v béznych rozpoustédlech pouze botna. Je to zpiisobeno
pritomnosti intra— a intermolekularnich vodikovych vazeb, vysokou krystalinitou. Naproti
tomu je velmi dobfe rozpustné v koncentrovanych roztocich organickych, anorganickych
soli (napt. LiCNS, LiBr, CaCly) a organickych rozpoustédlech (kyselina mravenc¢i, HFIP).
Volbou rozpoustédla lze ovlivnit zejména vyslednou konformaci BMF a jeho sklon ke

konformaénim prechodim. [34]

2.1.1 Fibroin v roztocich anorganickych soli

Anorganické ionty interaguji s vodikovymi vazbami a tim zptisobi rozpad nadmolekularni
struktury fibroinu, jez zistava prevazné v konformaci ndhodného klubka (pfipadné s malym
podilem Silk II). [35] Za niZSich teplot (-20 °C) mize dojit k ptfechodu na silk I, nicméné
tato skutecnost je ovlivnéna zejména koncentraci anorganickych iontd, silk I je pfevazné
pritomna v roztocich s vys$si koncentraci fibroinu. [34] Vyhoda téchto rozpoustédel spociva
v nizké tendenci fibroinu ke konformaénim piechodim. Dal§i vyhodou z hlediska
zpracovani je nizka toxicita rozpousStédel. Nicméné piitomnost iontld znemoZiuje piimé
pouziti roztoku, ktery posléze musi byt podroben dialyze. Tyto roztoky také mohou
zpusobovat degradaci fetézci. Kromé toho jsou vodné roztoky anorganickych soli
aregenerovan¢ho fibroinu velmi nestabilni, maji sklony ke gelovaténi a agregaci. Diky
témto nevyhodam je BMF z vodnych roztokt téchto soli obtizné& zpracovatelny do podoby

vldken. [32, 36]

2.1.2 Fibroin v roztocich organickych rozpoustédel

BMF v HFIP zaujimé konformaci a-Sroubovice. Po odpateni rozpoustédla a nasledném
srazeni v methanolu fibroin pfechazi do podoby vodé nerozpustné B-sheetii. Hlavni
nevyhodami HFIP a ostatnich organickych rozpoustédel (napf. kys. mravenci) jsou vysoka
cena, toxicita a korozivita, jenz komplikuji jejich $irSi vyuziti. Tato negativa kompenzuje
dobra stabilita BMF z hlediska nizké agregaci a tendenci ke gelovaténi, diky cemuz jsou tyto

roztoky vhodné pro vyrobu regenerovanych fibroinovych vlaken. [32, 36]
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2.1.3 Fibroin v roztocich organickych soli

Organické soli maji rozdilné vlastnosti nez ¢ista organicka rozpoustédla, napiiklad nizsi tlak
par a vysokou termalni stabilitu. Halogenové a karboxylatové ionty narusuji vodikové vazby
v biomakromolekulach a tim zvySuji jejich rozpustnost. Fibroin je rozpustny pouze ve
vysoce hydrofilnich aniontovych kapalinach, které mohou narusit vodikové vazby. Témito
kapalinami jsou halogeny 1-alkyl-3-metylimidazolia, pfi¢emz alkylovy substituent musi mit
méné nez osm uhliki, aby byla zachovéana vysoka polarita, ktera je pro pferuseni vodikovych
vazeb zasadni. Rozpustnost ovliviiuji nejen ionty, ale také podminky pii rozpousténi —
zejména teplota a Cas. VétSinou je pozadovéana vyssi teplota mezi 80 °C az 100 °C
v zévislosti na typu soli, a del$i ¢as (az 24 hodin). Je velmi dobfe znamo, Ze tyto podminky
mohou zpisobit degradaci fetézcli a negativné tak ovlivnit mechanické vlastnosti
regenerovan¢ho BMF. Tyto duasledky lze potlacit pouzitim vysokovykonného ultrazvuku,

ktery proces rozpousténi urychli. [26]

2.2 Molekulova distribuce BMF v roztoku

Obecné molekulova hmotnost (Mw) je jednim z kliCovych faktori ovlivitujici strukturu
a vlastnosti polymernich materiald. Ma vliv na biodegradabilitu a mechanické vlastnosti
regenerovaného BMF a jeho chovani pfi zpracovani do podoby filmi a vldken. Nicméné
specificky efekt Mw na vlastnosti a strukturu u hedvabného fibroinu nebyl kviili obtizné
mefitelné distribuci Mw (MwD) detailn€ prostudovéan.[37] Molekulova hmotnost surového
hedvabi je zavisla jednak na fibroinu, ktery se sklada ze dvou proteinovych fetézct; tézkého
(Mw =390 kDa) a lehkého (Mw = 26 kDa), a obsahu sericinu, jehoZ Mw se pohybuje mezi
20 kDa az 310 kDa. [9] Molekulova hmotnost, respektive Mw, regenerovaného BMF
v roztoku zavisi na metod¢ degummingu a nasledné také na zvolené metod¢ rozpousténi. Pti
niz$im obsahu sericinu od 0 % cca do 1 % (podle dat z FPLC) byla indikovana Mw 450 kDa,
nad 8 % sericinu byly zaznamenany niz8§i od Mw 59 kDa do 330 kDa. Naproti tomu z DLS
dat vypliva, ze pfi niz§im obsahu sericinu pievazuji mensi ¢astice o velikosti 10-50 nm s
malym podilem vétsich ¢astic cca 1000 nm. Zatimco pii vy$§im obsahu sericinu pievazuji
castice s velikosti 1000 nm. To naznacuje, Ze vyS$i obsah sericinu indukuje agregaci

fibroinovych molekul. Na Obr.5 je vyobrazen schématicky diagram tohoto jevu. [38]
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&%  Molekula fibroinu
@ ' Molekula sericinu
(a) Nizky obsah sericinu (<1%) (b) Vysoky obsah sericinu (>1%)

Obr. 5 Schéma BMF s riiznym obsahem sericinu [38]
Ackoli se konkrétni data 1isi v zavislosti na pouzité metod¢ odstranéni sericinu, lze z nich
vyvodit, ze vodné roztoky BMF (napiiklad v LiBr) poskytuji vyssi molekulovou hmotnost,
neZ roztoky BMF v organickych rozpoustédlech jako je naptiklad HFIP nebo kys. mravenci.
Vysoka hodnota Mw byla zaznamenana také v roztocich BMF v 1-allyl-3-
metylimidazolium. [37, 39] Data z DLS poukazuji na jiz znamy fakt, ze ve vodnych
roztocich fibroinové molekuly velmi snadno agreguji v zavislosti na podminkéach (typu
rozpoustédla a Casu rozpusténi). Naproti tomu v organickych rozpoustédlech je jejich

tendence k agregaci vyrazné nizsi. [37]
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3 CHARAKTERIZACE FIBRILARNICH PROTEINU

Proteiny jsou makromolekuly sloZeny z polypeptidi. Kazdy polypeptid je tvofen sledem
aminokyselinovych zbytki, které jsou spojeny polypeptidovou vazbou. Sled aminokyselin
je dan genovym kodovéanim a determinuje konformaci fetézce a tim jeho stabilitu. Obecné
se proteiny déli na dvé skupiny; jednoduché a slozené (konjugované). Konjugované proteiny
obsahuji jednu nebo vice nepeptidovych slozek, nejCastéji to byvaji sacharidy
(glykoproteiny) nebo naptiklad fosfatova skupina (fosfoproteiny). Jednoduché bilkoviny

jsou tvoteny pouze polypeptidovym fetézcem. [40] DéEli se na dveé zakladni skupiny:
1. fibrilarni: jejich molekuly maji silné protahly az vlaknity tvar. (napf. kolagen)
2. globularni: vyznacuji se oblym az kulovym tvarem. (napft. globulin)

Fibrilarni proteiny se nachdzi pouze v ZivociSnych systémech. Plni zde konstrukéni a
podptrnou funkci. Jedna se o bilkoviny jako je kolagen, keratin, fibrin a bilkoviny svalt a
také hedvabny fibroin. Diky schopnosti samoorganizace, vynikajicim mechanickym
vlastnostem, biokompatibilitou a moznosti kontrolované degradace maji potencial pro

vyuziti ve tkafiovém inZenyrstvi a regenerativni medicing. [41, 42]

3.1 Struktura fibrilarnich proteinu

Struktura bilkovin se obecné déli na ¢tyti zdkladni[43]:

a) Primarni struktura: obsahuje Uidaj o sekvenci monomernich jednotek v fetézci.
Urcuje chemické a biologické vlastnosti a specifikuje vys$si uspofadani proteinoveé
struktury.

b) Sekundarni struktura: charakterizuje prostorové uporadani jednotlivych Casti

fetézce, které jsou stabilizovany tzv. slabymi (nekovalentnimi) interakcemi.

¢) Terciarni struktura: charakterizuje vzajemné usporadani jednotlivych ¢asti fetézce

o dané sekundarni struktute, ur¢uje celkovou konformaci fetézce.
d) Kvarterni struktura: Popisuje prostorové uspotfadani podjednotek proteinil
sloZzenych z vice nez jednoho polypeptidového fetézce.
3.1.1 Sekundarni struktura proteini

Kazdy protein zaujima konformaci na zéklad¢ toho, jakymi aminokyselinami je tvotfen jeho

polypeptidovy fetézec. Mezi jednotlivymi cCastmi fetézce vznikaji tzv. slabé
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(nekovalentnimi) interakce, a to zejména vodikové mustky, elektrostatické sily a hydrofobni
interakce. Tyto interakce strukturu stabilizuji a vznika tak sekundéarni struktura, kterd se

nejcastéji vyskytuje ve dvou zakladnich formach; a-helix a B-sheet. [43]

a helix

Obr. 6 Sekundérni struktura proteinti [44]

3.1.1.1 oa-helix

a-helix je pravotoCiva Sroubovice, jejiz vnitini ¢ast je tvoiena sto¢enym polypeptidovym
fetézcem. Vnéjsi Cast pak tvori vyCnivajici boéni fetézce. Je stabilizovana vodikovymi
mustky mezi C=0 skupinou a N-H skupinou kazdého ¢tvrtého aminokyselinového zbytku
uvniti hlavniho fetézce s opakujicim se torznim tthlem -60° a -40°. Dva a vice a-helixil utvaii
stabilni strukturu, ktera se nazyva super helix. Je typickd pro vlaknité proteiny jako jsou

naptiklad keratin a myosin.[43, 45]

3.1.1.2 f-sheet

B—sheet neboli B skladany list vznikéa sklapénim péti az deseti polypeptidovych jednotek,
jejichz fetézec je zcela natazen, pod uhlem -120° az 140°. Tato formace je stabilizovana
pomoci vodikovych vazeb se sousednim fetézcem orientovanych kolmo na smér fetézci za
vzniku zfasenych struktur. Prilehlé fetézce v pasech jsou bud’ paralelni nebo antiparalelni,
podle toho, zdali CONH vazby maji stejny nebo opacny smér (viz.Obr.7). Paralelni f—sheety
jsou mén¢ stabilni nez antiparalelni, i proto jsou paralelni s méné nez péti fetézci vzacné.

[43]
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Obr. 7 A) Antiparalelni f-sheet B) Paralelni p-sheet [45]
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3.1.2 Samoorganizace fibrilarnich proteinu

Samoorganizace proteinli je vratny a opakovatelny proces. Je to schopnost spontanni
asociace jednotlivych casti systému do definovanych struktur v zavislosti na primarni
sekvenci aminokyselin a podminkach, mezi které patii teplota a pH. Asociace jednotlivych
¢asti molekul probiha prostiednictvim nekovaletnich interakei jako jsou vodikové vazby,
van der Waalsovy sily, hydrofobni a iontové interakce. V piipadé¢ hedvabi probiha
samorganizace prfi vytlaCovani vldkna ze snovacich zlaz, tento proces byl popsan vyse
v kapitole 1.1. Samoorganizaci regenerovaného BMF dochazi k reorganizaci na vldkna
s amyloidni strukturou. Studie ukazuji, Ze struktura vlaken je primarné slozena z B-sheetti a

tzv.cross-P3 konformace. [46—49]

3.1.3 Faktory ovliviiujici strukturu proteinii

Nativni stav proteinu ovliviluje zejména jeho primarni sekvence aminokyselin, kterd
ovlivituje sekundarni strukturu. Nativni konformace je nestabilni a lze ji ovlivnit jiz malymi
zménami vnéjs$iho prostiedi. Zahiejeme-li roztok proteinu, jiz v malém teplotnim rozmezi
dochazi k rozvinuti nékterych casti molekuly, které destabilizuje celou strukturu. Zménami
pH se méni naboj postrannich fetézci aminokyselin a tim dochdzi k ovlivnéni
intramolekularnich interakci. V1iv rozpoustédla a stupeni rozvinuti fetézce je zavisly na
charakteru tetézce. Fibrilarni proteiny obecné odolavaji béZnym rozpoustédlim, napiiklad
s vodou a alkoholy pfili§ neinteraguji, pouze dochazi k tvorbé vodikovych mustkd (botnani)
s hydrofilnimi ¢astmi fetézce. Naproti tomu né€které soli (napt. NaCl) strukturu stabilizuji a

jiné ji mohou destabilizovat jako naptiklad LiBr. [50]
3.2 Vybrané metody charakterizace struktury fibrilarnich proteini

3.2.1 Rentgenova krystalografie (X-Ray crystalography)

Metoda umozZiujici analyzovat trojrozmérné uspofadani atomi v molekule na zakladé
difrak¢éniho obrazce Rentgenova zafeni (RTG) prochazejiciho materidlem (krystalem).
Podle krystalické povahy materidlu se RTG déli na monokrystalovou (pro monokrystalicky
materidl) a praskovou (pro analyzu polykrystalii). Experimentdlni zafizeni pro
monokrystalovou RTG strukturni analyzu se nazyva Cctytkruhovy difraktometr.

Krystalografie biologickych makromolekul neni fundamentalné odliSn4 od krystalografie

vvvvvv
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3.2.2 NMR spektroskopie

Nuklearni magnetickd resonance (NMR) vyuziva interakce atomovych jader (s nenulovym
jadernym spinem, napt. °C) s magnetickym polem. Oproti RTG krystalografii ma vyhodu,
Ze neni potieba krystalicky vzorek, ale sta¢i pouze maly objem koncentrované¢ho roztoku
proteinu. NMR poskytuje informaci o struktufe a dynamice proteini. V kombinaci se
znalosti aminokyselinové sekvence je v zasadé mozné vypocitat trojrozmérnou strukturu
proteinu. Po dlouho dobu nebylo mozné analyzovat proteiny s Mw vétsi nez 20 000 Da,
protoze se zvétSovanim velikosti molekuly dochéazelo ke ztraté rozliseni. Vyvojem techniky

v této oblasti se hranice posunula ke 100 000 Da. [52]

3.2.3 Kryo-elektronova mikroskopie

Kryo-elektronovy mikroskop umoziluje zobrazeni makromolekul a bunck v tzv.
vitrifikovaném stavu. Vzorky jsou rychle zmrazeny (vitrifikovany) v tekutém heliu na
teplotu ptiblizné -200 °C, ¢imz se zachova jejich ptivodni struktura. Aby bylo dosazeno co

nejmensiho poskozeni, pouzivaji se ke snimani nizké davky elektrond. [53]

3.2.4 Mikroskopie atomarnich sil

Mikroskopie atomérnich sil (AFM) je jednou z metod spadajici pod mikroskopii skenujici
sondou. Schéma principu funkce AFM je vyobrazeno na Obr.8. Je to nedestruktivni
technika, umoznujici charakterizovat vzorek v riznych prostfedich (vzduch, kapalina) a
pfitom nevyZzaduje sloZitou ptipravu vzorku. Rekonstruuje trojrozmérnou morfologii vzorku
na zaklad¢ interakce mezi hrotem sondy a vzorkem., jez zavisla na vzdalenosti hrotu sondy
a povrchem vzorku. B&zné€ pouZivanymi nosnymi substraty pro zobrazovani proteinli
pomoci AFM jsou slida, vysoce uspotfddany pyrolyticky grafit (HOPG), zlato a sklo.
Nejdulezitéjsi casti AFM je jiz zminovana sonda skladajici se z drzéku, raminka a hrotu.
Pohyblivé raminko miZe mit trojihelnikovu nebo obdélnikovou geometrii s délkou 10-200
um. Sondy bézn¢ pouzivané v AFM jsou vyrobeny z kfemiku nebo nitridu kfemiku, mohou
byt pyramidalniho nebo konického tvaru, obvykle s polomérem mezi 1 a 50 nm. Na Obr.9

je ukazka sondy pouzivané pii AFM. [54, 55]
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Obr. 8 schema AFM [55] Obr. 9 AFM sonda [56]

Na Obr. 10 je vyobrazen priibéh sil plsobicich mezi povrchem vzorku a sondou. Z této
zavislosti vyplyvaji charakteristické méfici reZimy AFM, ve kterych lze provadét méteni.

Meéfeni lze provadét ve tfech rezimech [57]:

a) Dotykovy rezim: pii tomto rezimu je hrot sondy v pfimém kontaktu se vzorkem.

Tento rezim je u tvrdych vzorkl schopen zobrazeni na Grovni atomarniho rozliSeni.

b) Bezkontaktni rezim: hrot je udrzovan nad povrchem vzorku, zobrazovani probiha
pomoci pritazlivych sil, které ohybaji nosnik smérem k povrchu vzorku. Jelikoz
hrot neni v kontaktu se vzorkem, nedochazi k poskozeni vzorku a Ize s jeho pomoci

méftit mekké vzorky.

c) Poklepovy rezim: je to kombinace dvou pfedchozich rezimi. Sonda klepe do povrchu
s urcitou frekvenci a amplitudou urcujici Casove prerusované silové plisobeni hrotu

na vzorek.
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Obr. 10 Zavislost sily na vzdalenosti hrotu [58]
3.2.4.1 Studium fibrilarnich proteinit pomoci AFM

Obecné pro studium biologickych vzorkl je vhodny poklepovy rezim, protoze poskytuje
dostateén¢ vysoké rozliSeni bez naruseni povrchu a zaroven vzorek nenarusi. Lze tak
charakterizovat vzorky deponované na substratu v prostiedi vzduchu nebo kapaling. [57]
V ptipadé¢ fibrilarnich proteinii umoZiiuje charakterizovat agregaty ¢i samostatna vlakna na
molekularnim rozliSeni. Je to efektivni metoda pro charakterizaci samostatnych molekul a
samoorganizaci hedvabného fibroinu. V dostupné literatuie byly studovany zejména BMF
ve vodnych roztocich anorganickych iontd. Byly pouzity nizké koncentrace v fadech pg.ml
!, protoZe pii vy$sich koncentracich by vysychanim mohlo na povrchu slidy dojit k tvorbé
filmu. V zavislosti na koncentraci a pfipravé lze charakterizovat rizné samoorganizace

struktur jako jsou fibrily, kulové struktury, fetizkové agregaty a dalsi. [59-62]

ntresiod

=

Obr. 11 AFM snimky samoorganizovanych struktur BMF o koncentraci 15 mg.ml”
riiznych teplotdach (Cerné Sipky ukazuji protofilamenta a bilé protofibrily)
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3.2.5 Dynamicky rozptyl svétla

Dynamicky rozptyl svétla (DLS) je metoda vhodnd pro méfeni velikosti Castic
v submikronové oblasti. Zakladem je meétfeni fluktuace intenzity rozptyleného svétla
z laserového zdroje. Tyto fluktuace souvisi s interferen¢nim zeslabovanim a zesilovanim
svétla rozptyleného na nestaciondrnich Césticich disperzni faze, podléhajicich Brownovu
pohybu. DLS je bézné pouzivano k detekci agregace polymernich molekul v roztoku, ke

stanoveni velikosti proteint, nukleovych kyselin a komplext. [63]
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II. PRAKTICKA CAST
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4 PRIPRAVA ROZTOKU BMF

4.1 Pouzity material

Regenerovany Bombyx mori fibroin v lyofilizované formé byl pfipraven na Univerzité
Bayreuth. Surové hedvabné kokony byly zbaveny sericinu varem v 0,02 M Na>COs. Poté
byly rozpustény v roztoku LiBr pfi zvysené teploté (60 °C) po dobu 4 h. Po rozpusténi byly
nezéddouci ionty odstranény dialyzou. Po centrifugaci a filtraci byl vytéZeny fibroin

lyofilizovan.

Jako rozpoustédlo byl v experimentu pouzit hexafluoroisopropanol p.a. (HFIP); 99 % (abcr

Gmbh).

4.2 Cisténi pouzitych nadob

Z divodi minimalizace biologické a chemické kontaminace bylo veskeré pouzivané sklo
umyto pomoci sérii lazni. Prvni lazen tvofila kyselina sirovd, nésledoval oplach v
destilované vodé, dalsi 1azen tvofila kyselina chlorovodikova, poté nasledoval opét oplach v
destilované vodé. Posledni lazni byl roztok peroxidu vodiku. V kazdé lazni bylo sklo

ponechdno minimalné¢ 20 minut. Sklo bylo nésledné oplachnuto destilovanou vodou,

acetonem, destilovanou vodou a etanolem. Poté néasledovalo suseni v suSarn¢ pii 120°C.

Pfed provedenim kazdého experimentu byly pouzivané ndboby promyty c¢istym
rozpoustédlem. Nadoby, ve kterych bylo provaddéno rozpousténi proteinu, byly promyty
trepanim cistého rozpoustédla na tfepacce po dobu 1 hodiny. Eppendorfovy nadoby, v nichz
bylo provadéno fedéni pfed deponovanim na slidu pro charakterizaci pomoci AFM, byly

vymyty tiepanim po dobu 1 minuty na vortexu.

4.3 Cistota rozpoustédla

Déle byla zkontrolovéna Cistota pouzivaného rozpoustédla ze zasobni lahve. Jak Ize vidét na
Obr.12, rozpoustédlo neobsahuje vyznamné necistoty. Na povrchu slidy je patrné minimalni
mnozstvi ¢astic, které by mohly rusit organizaci BMF nebo zkreslovat vysledky. Pro filtraci
byly pouzivany specidlni filtry Anotop® od firmy Whatman® odolné vic¢i HFIP. S ohledem
na HFIP, které patii mezi silna polarni rozpoustédla, byla dale posouzena vhodnost pouziti
plastové ¢i sklenéné stfikacky. Na povrch cisté slidy bylo deponovano rozpoustédlo

z plastové a posléze ze sklenéné stiikacky. Podle vysledkt patrnych na Obr. 13 byla zvolena
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k praci sklenéna stiikacka, kterd na rozdil od plastové neuvolnila zddné nezadouci Castice,

které by mohly komplikovat samoorganizaci proteinu.

4 nm

0

0
Obr. 12 snimek AFM: A) cista slida B) cisté rozpoustédlo deponované na slidu (plocha

10 X 10 um
80 nm
- 4 nm
0 0

Obr. 13 snimek AFM: A) plastova strikacka B) sklenéna strikacka (plocha 10 X 10 um)

4.4 Priprava roztoki BMF

Pro pfipravu fedénych roztokd byl piipraven 2% zasobni roztok rozpusténim
lyofilizovaného fibroinu v HFIP na tiepaéce po dobu 21 hodin pii 25 °C. Redéni zésobniho

roztoku probihalo nasledovné:

a) fedénim HFIP v poméru 1:1000,1:10000 a 1:1000000. Tyto roztoky byly dale
filtrovany pfes stiikackovy filtr Anotop® od firmy Whatman® s velikosti port 0,2

pum,

b) fedénim HFIP v poméru 1:1 000 000 a zahiivanim v susarné po dobu 2 hodin pfi

teploté 30 °C, 35 °C, 40 °C a 50 °C,

¢) fedénim HFIP v poméru 1:1 000 000 a zahtivanim na TFFC zafizeni pfi teplotnim

spadu,
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d) fedénim demi-vodou v poméru 1:1 000 000 a zahiivanim na TFFC zafizeni pii

teplotnim spadu.

4.4.1 TFFC zaFizeni pro definované rozpousténi polymernich roztoku

Pro ptipravu roztoki HA v teplotnich spadech bylo pouzito zatizeni zkonstruované na
UFMI, UTB ve Zlin¢. Toto zatizeni slouzi pro definované rozpousténi polymernich systémii
v teplotnich spadech. Pouzity pfistroj se skladd z kontrolni a napdjeci jednotky a Ctyt
pracovnich podjednotek, viz. Obr. 14. Klicovou funkci zafizeni je zajisténi rovnomérného
pfenosu z nebo do rozpousténého polymerniho roztoku. [64] Upravovany vzorek se vklada
mezi topnou a chladici desku v Petriho misce s vickem zajisténym parafilmem, aby bylo
minimalizovano odpatovani rozpoustédla. BMF byl v TFFC zatizeni modifikovan po dobu

1-2 hodiny.

Obr. 14 Zarizeni pro definované rozpousténi a) Sestava zarizeni s hlavnimi funkcnimi ¢astmi
b) pracovni jednotka, 3 - horni chladici deska, 4 - spodni topna deska. Podrobnéjsi popis
zarizeni je uveden v praci A. Minarika a kol. [64]
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Obr. 15 Schéma pripravy vzorkit BMF v HFIP
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5 METODY CHARAKTERIZACE

5.1 Mikroskop atomarnich sil (AFM)

Touto metodou byly studovany agregacni a schopnosti BMF deponovaného na povrch slidy
z HFIP roztoki. Pro méfeni byl pouzit mikroskop atomérnich sil AFM — INTEGRA Prima
(viz Obr.16) od spole¢nosti NT-MDT. M¢éteni probihala rychlosti 0,5 Hz s rozliSenim
512 x 512 pym. Pro méfeni byly pouzity kiemikové sondy NSGO1 od spole¢nosti NT-MDT.
Me¢tena plocha byla 10 X 10 pm, 5 X 5 um a 2 X 2 pm. 10 pl pfipraveného roztoku BMF
bylo deponovéno na povrch Cerstvé odStipnuté slidy a po odpateni rozpoustédla byl povrch

dosusen proudem vzduchu.

Obr. 16 Mikroskop atomarnich sil INTEGRA Prima
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5.2 Dynamicky rozptyl svétla (DLS)

Touto metodou byla charakterizovéana velikost ¢astic v roztoku. Métfeni bylo provadéno na
pristroji Zetasizer Nano od firmy Malvern Instruments. Méteni bylo provadéno pii 25 °C a
rozptylovém uhlu 173°. Pro méfeni byla pouzita sklenénd kyveta, do niz bylo umisténo 1,5

ml vzorku. Kyveta byla ptikryta vickem, aby bylo zamezeno vyparovani rozpoustédla.

Obr. 17 Pristroj Zetasizer Nano [65]
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato prace je vénovana charakterizaci fibrilarnich proteind, a to konkrétné hedvabnému
fibroinu druhu Bombyx mori. Jak jiz bylo zminéno, fibroin v zavislosti na typu pouzitého
rozpoustédla zaujimé rizné konformace. Ve vodnych roztocich ma tendenci k agregaci a
gelaci. Pro minimalizaci tohoto jevu bylo jako rozpoustédlo vybrano HFIP, v némz je
agregace fibroinu nizsi. [32, 36] Cilem prace bylo prostudovat a charakterizovat agregacni
a samoorganizacni schopnosti Bombyx mori fibroinu v HFIP v zavislosti na procesnich
podminkach piipravy jeho roztokd. Studovanymi proménnymi byly vliv koncentrace

(fedéni), teploty a teplotniho spadu.

Prvni ¢ast experimentalni ¢asti je vénovana studiu vlivu koncentrace fibroinu v roztoku,
vlivu teploty pii fedéni a teplotniho spadu pomoci AFM. V literatute je prostudovan vliv

koncentrace a teploty pouze u vodnych roztokt fibroinu [59, 61, 62].

Druhd c¢ast je veénovana studiu vlivu koncentrace fibroinu na velikost castic
charakterizovanou pomoci DLS. Jak jiz bylo zminéno vySe, problematika Mw a velikosti
¢astic fibroinu neni dostateéné prostudovéna. V minulosti byl vyzkum zaméfen pouze na

vodné roztoky a roztoky kyseliny mravenci. [39]
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6.1 Vliv koncentrace

Z literatury je znamo, Ze pii nizkych koncentracich fibroinu v roztoku dochazi k jeho
organizaci do podoby vlakennych agregatii. Nutno podotknout, Ze byly studovany vodné
roztoky, v nichz se, jak je zminéno vySe, fibroin chovd mirn¢ odliSn€¢ nez v roztocich
organickych rozpoustédlech. Proto bylo zvoleno postupné fedéni vychoziho roztoku po
definovanych krocich. Vychozi roztok fibroinu, jehoz koncentrace odpovidala 20 mg.ml™! (2
hm%), byl natedén HFIP v pomé&ru 1:1 000, 1:10 000, 1:100 000 a 1:1 000 000. Ve vychozim
roztoku nejsou znatelné zadné utvary ani samostatnéd vlakna, jak ukazuje snimek AFM na
Obr.18. V zavislosti na fedéni dochéazelo k postupné organizaci na fibrily, které byly nejlépe
viditelné pii fedéni 1:1 000 000, jak miZeme vidé€t na Obr.18. U fedéni 1:1 000 nebyl
viditelny zadny utvar (Obr. 19 A). Se snizujici se koncentraci BMF v roztoku je patrna
ptitomnost vlaknitych agregatii, zejména pii fedéni 1:10 000 (Obr. 19 B) a 1:100 000 (Obr.
19 C).

Z porovnani profilovych fezl (viz Obr.18) 2 hm% koncentrace a fedéni 1:1 000 000 vyplyva,
ze dosSlo k mirnému sniZeni vysky tUtvard, coz je znatelné i ze srovnani hodnot R, a R,
Hodnota R, piivodni koncentrace byla (0,255 £+ 0,002) nm a fedéni 1:1 000 000 (0,18+0,02)

nm.

Pozn.: Parametry R; a Ra byly ziskdny z minimalné¢ 10 profilovych fezli ptes plochu

zobrazenou pomoci AFM. Pro zpracovani dat z AFM byl pouzit program Gwyddion.

cvwr

profilu, R, je stfedni aritmetickd odchylka vySkového profilu
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Obr. 18 Srovnani AFM obrazku a profilovych rezit BMF na povrchu slidy z A) Fedéného
roztoku 1:1 000 000 B) zasobniho roztoku 2 hm%.

Roztoky byly dale podrobeny filtraci ptes stiikackovy filtr Anotop® od firmy Whatman®
s velikosti pora 0,2 um. Pfi porovnani roztoki pied a po filtraci na Obr.19 mizeme vidét, ze
dochazi k rozpadu plivodni struktury a reorganizaci na novou, a to i u fedéni 1:1 000 Obr.
19 A, u néhoz plivodné nebyly viditelné Zadné organizované utvary. Nejzajimavéjsi zmeéna
nastala u fedéni 1:100 000, Obr. 19 C, kdy po filtraci vznikl utvar podobny siti. Naproti tomu
u nejvetsiho fedéni doslo k rozpadu vldken, které se jiz zpét neorganizovaly. Naopak u fedéni

1:10 000 19 B je reorganizovana struktura nejvice podobna fibrildm.

Z méteni vyplyva, Ze se snizujici se koncentraci dochdzi k postupné organizaci BMF do
podoby fibril, které miizeme pozorovat pii velmi nizkych koncentracich fibroinu, viz. Obr.
19 D (vlevo). Smykové namahani BMF roztoku v HFIP zapfi¢inéné filtraci ma za nésledek

ptechod BMF do jinych typt struktur.
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Obr. 19 BMF na povrchu slidy deponovanych z flitorvané a nefiltrované roztoku redéného
vpomeru: A) 1:1000 B) 1:10 000 C) 1:100 000 D) 1:1 000 000 (snimand plocha 5 X 5 ym)

6.1.1 Vliv prostiredi na samorganizaci BMF

V teoretické cast bylo rozebrano, jakou fibroin v zdvislosti na rozpoustédle zaujima
konformaci. Pro srovnani byl vychozi 2 hm.% roztok BMF v HFIP nafedén v poméru
1:1 000 000 deionizovanou (demi) vodou a stejnym postupem jako v predchozim

experimentu deponovan na slidu.
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Obr. 20 Srovnani AFM obrazkii a profilovych rezii BMF deponovaného na povrch slidy
z redeného roztoku 1:1 000 000 z A) HFIP B) vody

Fibrily ve vodném roztoku maji jemnéjsi strukturu nez fibrily v roztoku HFIP a ze snimki
AFM je znat, ze se vyskytuji spiSe ve vétSich agregatech, jak mizeme vidét na Obr. 20.
Naproti tomu, fibrily v HFIP se vyskytuji bud’ samostatné€ nebo v mensich agregatech. Tato
skutecnost, odpovida teorii, podle niZ fibroin ve vodnych roztocich agreguje vice nez

v organickych rozpoustédlech.

V ramci experimentil byly pii fedéni HFIP 1:1 000 000 pozorovany fibrily riznych velikosti.
Vyskytovaly se samostatné nebo v agregatech, jak mizeme vidét na Obr. 18 a 20. Také byly
pozorovany velmi malé a jemné fibrily, které mizeme vidét na Obr.21. V tomto piipadé byl
roztok BMF deponovan bezprostfedné po natedéni, zatimco ve vyse uvedenych ptipadech

byl roztok ponechan dvé hodiny pfi laboratorni teplot¢.
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Obr. 21 AFM obrazkii a profilovych rezit BMF deponovaného na povrch slidy z redéného
roztoku 1:1 000 000 bezprostiedné po naredeni

6.2 Vliv teploty

Teplota je jednim z hlavnich faktor ovliviujicich strukturu a samoorganizaci fibrildrnich
proteintll. Pro tento experiment byly pouzity roztoky BMF s fedénim 1:1 000 000, které byly
pii teplotach 30 °C, 35 °C, 40 °C a 50 °C ulozeny v nadob¢ Eppendorf Tubes® 3810X na 2

hodiny do laboratorni susarny.

Jak mizeme vidét na Obr. 22 A, pii 25 °C (laboratorni teplota) se zformovaly podobné
fibrily, které mizeme vidét vySe v oddilu 6.1. Pii vyssich teplotdch doslo k agregaci do
objemn¢jSich utvart. Pfi srovnani profilovych fezti miizeme vidét, ze pii 30 °C doslo k
poklesu velikosti struktur oproti roztoku, ktery nebyl vystaven zvySené teploté. Naproti tomu
pti 35 °C velikost vzrostla a vytvotily se vétsi agregaty. Pti 40 °C a 50 °C nastal podobny
nariist. Z toho lze vyvodit, Zze se zvySenou teplotou se BMF organizuje do podoby

agregovanych struktur, jejichZ velikost s teplotou narlsta.
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Obr. 22 Snimky AFM a profilové rezy pro BMF na A) vychoziho roztoku (1:1 000 000)
temperovaného na 25°C B) 30°C C) 35 °C D) 40 °C E) 50 °C (snimana plocha 5 X 5 ym)
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6.3 Vliv teplotniho spadu

Roztoky s fedénim 1:1 000 000 byly dale vystaveny t¢inktim teplotnimu spadu mezi dvéma
deskami TFFC zafizeni, jehoZ princip je popsan v praci A. Minafika a kol.[64] Ucelem
tohoto zafizeni je vyvolat ve vrstvé kapaliny teplotni spad, ktery zapfic¢ini vznik
organizované¢ho proudéni kapaliny v podobé Bénard-Marangoniho bun¢k. Uvniti téchto
bun¢k mize dochazet, za urcitych limitnich podminek, ke zméné¢ konformace polymerniho

systému v dusledku smykového namahani jednotlivych makromolekulérnich klubek.

Pozn.: Teplotnim spadem se rozumi rozdil teplot mezi spodni topnou a horni chladici
plochou v pouzitém TFFC zafizeni. Uvedené teploty byly méfeny na téchto plochach.
Teploty v roztoku nebyly stanovovany, aby nedosSlo ke kontaminaci charakterizovaného

systému.

5 A R, = (0,54 +0,07) nm
B R, = (5,68 +1,03) nm

& R, = (28 +0,6) nm
x[pm]
Obr.

23 Srovnani snimku z AFM a profilovych rezu (plocha 2 X 2 um) A) nefiltrovaného a B)
filtrovaného roztoku BMF vystaveného teplotnimu spadu 50 °C /10 °C



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 44

Na Obr. 23 jsou srovnany AFM snimky a profilové fezy vzorku, jejichZ roztok byl vystaven
teplotam 50 °C na spodni desce a 10 °C na horni desce po dobu 1 hodiny a nasledné filtrovan
pies vyse uvedeny stiikackovy filtr. Teplotni spad zpusobil rozpad ptivodnich fibril a vzriist
velikosti agregovanych struktur podobné jako v pfipad€ experimentli vénovanych vlivu
sttedni teploty roztoku, viz. predesly oddil 6.2. Néslednou filtraci doslo k rozruSeni
agregovanych struktur a jejich reorganizaci do podoby sitovych struktur, viz. porovnani

Obr. 23 A a B.

Pti teplote horni desky 40 °C a spodni desky 10 °C taktéz doslo k vytvotreni nové struktury.
Po 1 hoding ptisobeni teplotniho spadu doslo ke vzniku agregovanych struktur kulovitého
tvaru (Obr. 24 A), bez vyznamného zvyseni jejich vysky. Naproti tomu po vystaveni roztoku
teplotnimu spadu po dobu 2 hodin (Obr. 24 B) doslo k narastu velikosti kulovych struktur a
zaroven k jejich ubytku. Na Obr.24 jsou srovnany profilové fezy roztoku vystaveného
teplotnimu spadu po dobu 1 a 2 hodin. Na Obr. 25 jsou detailni AFM snimky agregatu
vzniklého po 2 hodinach.

R,=(2,8+0,5)nm

g
=1 R,=(40+5)nm
@
g A R, = (1,10 + 0,14) nm
g . A R.=(12+3)nm
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 35 4 4,5 5
% [um]

Obr. 24 Srovnani AFM snimku a profilovych rezit BMF deponovaného na povrch slidy z
roztoku vystaveného teplotniho spadu 40 °C /10 °C po dobu A) 1 hodiny B) 2 hodin
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plocha: 5 X 5 um plocha: 2 X 2 um

Obr. 25 Detail agregovanych struktury BMF vzniklych pri teplotnim spadu 40 °C/10 °C
po 2 hodinach

Pti nizs$i stfedni teploté v roztoku a mensim teplotnim spadu, kdy byla teplota horni desky
30 °C ateplota spodni desky 10 °C udrzovana po dobu 1 hodiny, mizeme vidét, Ze v roztoku
se nachazely zbytky fibril, které svou velikosti odpovidaly ptivodnimu stavu uvedenému na
Obr. 26 A. Zaroven dochézelo ke vzniku velkych agregovanych struktur, jejichz detailni
AFM snimky mizeme vidét na Obr. 27. Po 2 hodinach ptisobeni teplotniho spadu doslo ke
zformovani struktur, které se podobaji strukturam vzniklych pfi teplotnim spadu 40 °C/10
°C po jedné hodiné. Jejich velikost je dvakrat tak nizsi, nez je tomu po 1 hoding, jak lze vidét

z porovnani uvedeného na Obr. 26 A a B,

B R, = (0,24 + 0,06) nm

' | R,=(43+08)nm

A
R, = (1,1+0,15) nm
R,=(15,1+1,8) nm

o 05 1 15 2 2,5 3 3.5 4 4,5 5

S nm

8 nm

X [uml

Obr. 26 Srovnani AFM snimkut a profilovych rezit BMF deponovaného na povrch slidy z
roztoku vystaveného teplotniho spadu 30 °C /10 °C po dobu A) 1 hodiny B) 2 hodin
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Obr. 27 Detail agregatiu BMF vzniklych v diisledku piisobeni teplotniho spadu 30 °C/10
°C po dobu 1 hodiny

Pti teploté spodni desky 50 °C a teploté horni desky 40 °C, dochazi po jedné hodiné k
rozpadu vldken a ke zformovani velkych kulovitych agregat. Ptiklad takové struktury
muizeme vidét na Obr. 29. Vyska téchto agregath se pfrili§ nelisi od pivodniho roztoku
pripravovaného bez piisobeni teplotniho spadu pfti teplotach 40 az 50 °C viz. Obr. 22 D a E.
Naproti tomu po dvou hodinach dochazi az k az desetindsobnému nartstu jejich vysky, jak

plyne z porovnani uvedeného na Obr. 28 A a B.

g R, = (0,361 + 0,005) nm
2 R,=(33+05)nm
g R, = (5,34 + 0,20) nm
- R, =(39,5+0,6) nm
= =z et T,
- =]

[v] 05 1 L5 2 25 3 15 A 4.5 5
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Obr. 28 Srovnani AFM snimku a profilovych rezit BMF deponovaného na povrch slidy z
roztoku vystaveného teplotniho spadu 50 °C /40 °C po dobu A) 1 hodiny B) 2 hodin
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20 nm

Obr. 29 Priklad vyse agregované struktury vzniklé pri teplotnim spadu 50 °C/40 °C po 1
hodiné. AFM obrazek vyskovych zmen o rozméru 5 X 5um

Teplotni spad oproti konstantni teploté zapticinuje v agregaci fibroinu. Tato skutecnost je
v souladu s literarnimi poznatky [59, 66] o plsobeni teploty a smykového namahéni na
proteinové systémy. Agregacni schopnost BMF nartista nejen se zménou teplotniho spadu,

ale rovnéz s narastem teploty spodni (topné) plochy TFFC zatizeni.

6.3.1 Vliv rozpoustédla na samoorganizaci BMF pfi teplotnim spadu

Stejné jako v oddilu 6.1.1. byl vychozi 2 hm.% roztok BMF v HFIP nafedén v poméru 1:1
000 000 deinozovanou vodou a vystaven dvéma teplotnim spadim. Prvni teplotni spad byl
pii teploté spodni desky 50 °C a horni desky 10 °C a druhy pfi teploté spodni desky 40 °C a
horni desky 10 °C.

Na rozdil od vySe popsanych experimenti s HFIP, se fibroin ve vodé¢ vlivem teplotniho
spadu nezformoval do Zadné vyrazngjsi struktury. Struktury vzniklé ve vodé pii obou
teplotnich spadech si jsou velmi podobné, jak je patrné z porovnani profilovych fezti na Obr.

30.
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Obr. 30 Srovnani AFM snimkii a profilovych fezii BMF na povrchu slidy z vodného
roztoku vystaveného teplotniho spadu A) 50 °C /10 °C B) 40 °C/10 °C (plocha 5 X 5 uym)

6.4 Vliv skladovani na samoorganizaci BMF z filtrovanych roztoku

Filtrované roztoky s fedénim 1:100 000 byly skladovany po dobu 7 dnti pfi teploté 5°C. Po
této dob¢ byl skladovany roztok opétovné deponovan na povrch slidy. Jak mizeme vidét
z porovnani uvedeného na Obr. 31, doslo k rozpadu sitové struktury vyvolané piisobenim
smykové sily na BMF fetézce prochazejici ptes filtracni membranu. Z toho Ize usoudit, Ze
filtraci vyvolané struktury jsou Casové nestabilni a po Case se systém vraci do pivodniho
konformaéniho uspotadani. V ptipadé pouziti koncentrovanéjsich roztokl takovéto chovani

neni tak zfetelné. viz. srovnani Obr. 31 a 32.
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Obr. 31 Srovnani BMF na povrchu slidy z filtrovanych roztoku (1:100 000) bezprostredné
po filtraci a po tydnu skladovani pri 5 °C. AFM obrazek 5 X 5um

bezprosti‘edné po filtraci

po tydnu skladovani
T -y -y

13 nm 15 nm

Obr. 32 BMF na povrchu slidy z filtrovanych roztokii (1:1000) bezprostredné po filtraci a
po tydnu skladovani pri 5 °C. AFM obrazek 5 X 5 um

6.5 Vliv redéni na distribuci ¢astic charakterizovanou pomoci DLS

Vliv koncentrace BMF v HFIP na zménu velikosti agregatli v roztoku byla studovana
pomoci méfeni dynamického rozptylu svétla (DLS) a to konkrétné u netedéného vychoziho
roztoku BMF o koncentraci 2 hm. % a roztoku s fedénim 1:1 000, 1:10 000, 1:1 000 000.
Jak miiZeme vidét na Obr. 33 A u plivodni koncentrace se velikost ¢astic pohybuje v rozmezi
7,531 — 24,360 nm, pfi¢emz nejvyssi zastoupeni maji ¢astice s velikosti 11,7 nm. Nafedénim
doslo k posunu nejvice zastoupenych ¢astic k nizSim hodnotam a rozsifeni jejich distribuce,
jak je patrné z Obr. 33 B-D. Redénim v poméru 1:1000 doslo ke sniZeni velikosti ¢astic na
rozsah 2,696 — 18,17 nm, ktery je nejnizsi z métenych roztoki. Redénim na niz§i koncentraci
doslo ke zpétnému posunu k vysSim velikostem ¢astic, z ¢ehoz se da usuzovat, ze doslo k
agregaci ¢astic, jak mizeme vidét u fedéni 1:10 000 a 1:1 000 000. Rozsah velikosti ¢astic
u tfedéni 1:10 000 se pohyboval od 3,6 po 24,4 nm, pfi CemzZ cCastice s nejvysSSim

procentualnim zastoupenim maji 8,7 nm. Redéni s pomérem 1:1 000 000 posunulo velikost
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Obr. 33 Procentualni zastoupeni velikosti castic v zavislosti na jejich stFedni velikosti pro
BMF roztok pripravované pri 25 °C bez a s ndslednym redénim. A) vychozi roztok s 2
hm% BMF, redeni vychoziho BMF v pomeru: B) 1:1 000, C)1:100 000, D) 1:1 000 000.
Meéreni provedena pomoci DLS
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Obr. 34 Souhrné porovnani dat z DLS uvedenych na Obr. 33
Z porovnani distribuci €astic pro jednotlivé koncentrace BMF v roztoku, viz. Obr. 34
vyplyva, ze fedénim se distribuce velikosti ¢astic rozsifuje. Je zajimavé, ze se velikost ¢astic
s fedénim 1:1000 snizila, ale s dal§im fedénim na 1:10 000 a 1:1 000 000 mirn¢ vzrostla,
pticemz velikost ¢astic u 1:1 000 000 je srovnatelnd s pivodnim nefedénym roztokem. Pro
presnéjsi pochopeni téchto posuntl v rozlozeni a stfedni velikosti klubek a agregati BMF
bude nezbytné provést vétsi mnozstvi experimentti. Oproti tomuto srovnani je vliv teplotniho
spadu na BMF v roztoku HFIP zcela z4sadni. Po aplikaci teplotniho spadu 50 °C/40 °C
radove vzrostla stfedni velikost agregovanych BMF struktur v roztoku, viz. Obr. 35. Stejné
tak se rozSifila distribuce jejich velikosti na rozmezi 396—1718 nm. Toto pozorovani koreluje
s daty ziskanymi pomoci AFM, coz dokazuje, Ze pozorované utvary na povrchu slidy

pomoci AFM reflektuji stav proteinu v roztoku pied jeho depozici na pevny povrch.
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Obr. 35 Procentualni zastoupeni velikosti castic v zavislosti na jejich stredni velikosti pro
BMF roztok pripravované pri teplotnim spadu 50 °C/40 °C po dobu 2 hod. Vychozi roztok
reden v pomerul:1 000 000. Meéreni provedena pomoci DLS
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ZAVER

Byl studovan vliv koncentrace hedvdbného proteinu (BMF) v organickém
rozpoustédle (HFIP) a teploty na jeho agregacni schopnosti. Pro srovnani vlivu rozdilnych
typl rozpoustédel na chovani BMF byly provedeny srovnavaci experimenty s vodou.
Agregovan¢ BMF struktury byly studovdny na povrchu slidy pomoci mikroskopie
atomarnich sil (AFM). Velikost BMF c¢astic v roztoku HFIP byla studovana pomoci

dynamického rozptylu svétla (DLS).

Pro pozorovani izolovanych fibrilarnich tvari na bdzi BMF je nezbytné dostate¢n¢ snizit
koncentraci tohoto systému v roztoku. Se zménou koncentrace BMF v roztoku se méni jeho
agregacni schopnosti. Mimo to jsou tyto zmény podminiovany tepelnou historii pfipravy
vzorku. S rostouci teplotou se méni tvar a velikost agregovanych struktur. Tyto struktury lze
rozru$it pusobenim smykovych sil vyvolanych filtraci roztoku. Po delsi dob¢ skladovani se
takto rozruSeny systém vraci do pavodniho stavu. Z experimenti dale vyplynulo, ze
pusobenim koordinovaného smykového namahani pii vyssi teplot€ ma za nasledek vznik

radove vétsich BMF agregétii oproti ptipravé roztokii bez piisobeni teplotniho spadu.

Z kontrolnich experiment vénovanych studiu chovani BMF ve vodnych prostfedich se
potvrdily poznatky z odborné literatury spojené s odlisSnym chovani BMF v rtiznych typech
rozpoustédel. Pro tento typ disperzniho prostfedi nebyly pozorovany agregované struktury

jako v pripadé HFIP.

Data ziskana z DLS koreluji s vysledky z AFM. Z toho plyne, ze pozorované struktury
pomoci AFM na povrchu slidy reflektuji stav daného systému v roztoku pted jeho depozici

na pevny podklad a vysuSenim.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

BMF  Bombyx mori fibroin

Na>COs uhlic¢itan sodny

NaHCOs hydrogen uhli¢itan sodny
HFIP hexafluoroisopropanol

LiBr bromid litny

LiSCNkyanid litny

CaCl, chlorid vapenaty

TFA trifluoroaceton

HA  kyselina hyaluronova

PEG polyetylenglykol

PVA polyvinylalkohol

Mw  molekulova hmotnost

MwD distribuce molekulové hmotnosti
NaCl chlorid sodny

DLS dynamicky rozptyl svétla

RTG Rentgenovo zéfeni

NMR nuklearni magneticka resonance

AFM mikroskopie atomarnich sil
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