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ABSTRAKT

Hydrogely na bazi biopolymerti jsou v dneSni dob¢ Siroce zkoumany v souvislosti
s tkanovym inzenyrstvim, konkrétné s 3D biotiskem. Proto se tato prace zabyva tvorbou
chemicky sitovanych hydrogelii z kufeci Zelatiny s cilem dosdhnout vhodné kompozice pro
3D tisk. Pro uspésSny biotisk je nutné, aby mél dany materidl vhodné vlastnosti nejen
z hlediska biokompatibility, ale také mechaniky a tokového chovani. Bylo provedeno métfeni
viskozity, na jehoz zéklad¢ prob¢hl uzsi vybér geli pro extruzi. Jako tiskovy model
poslouzila poérovita miizka. Ptesnost vytisku byla diskutovana s ohledem na charakter
polymerni sit¢ a mechanické namahéani béhem tisku. Bylo prokazano, ze dany systém je
mozné pouzit pro extruzni 3D tisk. Na zéklad€ vysledkt této prace je mozné pokracovat ve

vyzkumu tohoto materidlu s potencialni aplikaci v biotisku.

Kli¢ova slova: 3D tisk, 3D biotisk, hydrogely, zelatina, oxidovany dextran
ABSTRACT

Hydrogels based on biopolymers are nowadays widely studied in connection with tissue
engineering, specifically with 3D bioprinting. Due to this, the current work deals with the
formation of chemically cross-linked hydrogels from chicken gelatin in order to achieve a
suitable composition for 3D printing. For successful bioprinting, it is necessary that the
material has suitable properties in terms of biocompatibility, but also mechanical and flow
behavior. Viscosity measurement was conducted, and the results were used for fine selection
of materials for extrusion. A porous grid served as a printing model. The accuracy of the
print was discussed with respect to characteristics of the polymer network and the
mechanical stress during printing. It has been proven that the system can be used for
extrusion 3D printing. Based on the results of this work, it is possible to continue the research

of this material with potential applications in bioprinting.

Keywords: 3D printing, 3D bioprinting, hydrogels, gelatin, oxidized dextran
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UvVOD

Tato bakalarska prace pojednava o materialech vyuzitelnych v 3D biotisku, ktery je posledni
dobou ¢im dal vice rozSitenou technologii. Vdé¢éi za to hlavné svému potenciadlu v

biomedicinskych aplikacich.

Hlavnim cilem 3D biotisku je vytvofit vhodné implantaty, které by byly schopny napodobit
prirozené tkanové vlastnosti. V posledni dobé vzhledem k potencialu do budoucna probiha
po sveété vyzkum materiall a jejich riznych kombinaci, které by vedly k vytvoreni idealniho
bioinku. K tomuto cili vede dlouhd a slozita cesta, nebot’ materidl musi spliiovat spoustu
vlastnosti, napt. nesmi byt toxicky, musi byt biokompatibilni, aby ho télo pfijalo, a také musi

mit tokové vlastnosti umoznujici snadny tisk zvolenou metodou.

Tato préace se zabyva ptipravou hydrogeld, konkrétné hydrogell na bazi Zelatiny, které jsou
sitovany pomoci oxidovaného dextranu pomoci Schiffovych vazeb. Tento postup je
vyhodny diky nizké toxicité sitovaciho systému. Navic jsou tyto vazby za specifickych
podminek reverzibilni. UvaZuje se o tom, Ze reverzibilita umoZiiuje snadny tok materialu pfi

velkém smykovém napéti, a proto mohou mit velky potencidl z pohledu extruzniho tisku.

3D tisk extruzni metodou pfedstavuje zna¢né namahani materidlu tokem. Charakterizace
hydrogelt z pohledu tokovych vlastnosti, zejména pak viskozity, je nutnd pro nalezeni
idedlnich podminek pro tisk. Viskozitu Zelatinovych hydrogeli miiZze ovliviiovat fada
parametrll, mimo jiné i zptisob rozpousténi polymeru. Kvalita vytisku je pak dana souhrnem

vnitinich vlastnosti gelu a vnéjs$ich parametrti 3D tisku.

Bakalaiska prace je sestavena z teoretické a experimentalni ¢asti. Teoreticka Cast se sklada
ze tif kapitol. V prvni kapitole nalezneme souhrn jednotlivych metod 3D tisku. Druha
kapitola pojednava o hydrogelech, konkrétné jejich rozdéleni na zaklade¢ sitovani. Jsou zde
1 nastinény hydrogely na bazi syntetickych a pfirodnich polymerQ. Tieti kapitola stru¢né
uvadi védni obor reologie, princip rotani reometrie a naristani za hubici. V praktické ¢asti
se nachazi nadefinované cile préce, popisy provedenych experimentli, zhodnoceni vysledka

veéetné diskuze.



I. TEORETICDKA CAST



1 3DTISK

3D tisk, aditivni, nebo také inkrementalni (pfirtistkovd) vyroba, je metoda, ktera vyuziva
principu postupného horizontalniho nandseni materialu vrstvu po vrstvé. Vysledkem tohoto
procesu je vytvoreni trojrozmérného pevného objektu. Touto technologii 1ze vytisknout

objekty v milimetrovych velikostech, ale také napt. rodinny dim. [1], [2]

Napln 3D tiskarny, maze byt plast (tiskova struna), kov (ve formé prasku), sklo, keramika
atd. Napln tiskdrny muze tvofit i organicky material, napi. biopolymerni hydrogely. [1],
[3]

Dulezitym krokem pii tvorbé 3D objektli je piedchozi vymodelovani virtudlniho objektu
v programu (napt. Inventor, 3D builder), poptipadé lze objekt vytvofit pomoci 3D skeneru.
Na zéklad¢ tohoto modelu pak tiskarna nanasi jednotlivé vrstvy budouciho trojrozmérného

objektu.[4]

Doposud je 3D tisk vyuzivan pievazné v prumyslu pro prototypovani a vyvoj vyrobkd.
Zaroven ale dochéazi k prudkému rozvoji 3D tisku pfedevSim s ohledem na objevovani

novych oblasti vyuZiti této technologie, napt. v medicing. [1], [4]
1.1 TECHNOLOGIE 3D TISKU

1.1.1 Technologie stereolitografie

Za jednu z prvnich metod aditivni vyroby je povaZovéana stereolitografie (SLA), kterou
vyvinul a nechal si patentovat Charles Hull v roce 1986. Obecnym principem SLA je
selektivni vytvrzeni matrice pomoci laseru. Matrice se sklada ze smési monomerd, iniciatord
a dalgich slozek umoziujici polymeraci. Castym piistupem v SLA je radikalova polymerace.
Radikalova polymerace miliZze byt zahdjena naptiklad pomoci fotoiniciatoru, ktery absorbuje
dopadajici fotony a produkuje volné radikaly, které spoustéji polymeraéni reakci. VéEétSina
béznych fotoiniciator ma absorpéni délku v oblasti ultrafialového zareni (UV), jejich vybér
je proto nutné ptizplsobit rozsahu vlnovych délek laserového zdroje, aby se zajistila

efektivita provozu.

K iniciaci fetézové reakce na vrstvé roztoku pryskytice, nebo monomeru se vyuziva UV
nebo elektronovy paprsek. Po aktivaci (radikalizaci) je nutné pfevést monomery na
polymerni fetézce. Oblibenymi monomery jsou zejména ty, které jsou na akrylové ¢i
epoxidové bazi, jelikoz jsou UV aktivni. Néslednym zaméfenim zafeni na urcité misto

dochazi ke vzniku vrstvy Caste¢né vytvrzeného polymeru. Tloustku kazdé vrstvy ovliviiuje



zejména energie svételného zdroje a doba expozice. Nezreagovana pryskyftice se odstrani po

dokondeni tisku.

Vyhodou této metody je, ze SLA tiskne kvalitni soucasti s rozliSenim od 10 um. Dale se da
vyuzit i pro vyrobu forem napf. pro vstiikovani. Naopak nevyhodou je nizka rychlost tisku,

omezené mnozstvi vhodnych materiala a slozitost procesu vytvrzovani. [5]

Zatizeni sméfuijici
laserovy paprsek (vosachX a'Y)

Laser

Nosna deakaﬁj\’E : Zarovnavaci niz

II; zaviena i —— Tisknuta soucast
omora |
: - i
Fotopolymer : i w3
(polotovar) i i Pl TN

Obr. 1: Schéma fotopolymerace pii SLA [6]
1.1.2 Technologie Fused Deposition Modeling

Technologie Fused Deposition Modeling (FDM) je jedna z nejrozsifenéjSich technologii
aditivni vyroby. Zafizeni se skladd z modelovaci desky a vytlacovaci hlavy. Napla 3D
tiskarny tvoii termoplast ve form¢ strun, ktery je namotany na civce. Tento termoplast je
postupné davkovan do vytlaCovaci hlavy, ve které dochéazi k zahfivani daného materidlu a
nasledné nastava faze vytlacovani materialu vrstvu po vrstvé na modelovaci desku. Typicka
FDM tiskarna se sklada z tiskové hlavy, ktera je schopna se pohybovat ve sméru os X, Y.
Dalsi soucasti je modelovaci deska, ktera se pohybuje ve sméru osy Z. Dle pozadavka na
vytistény produkt l1ze vyuzit kombinaci dvou a vice materidlti béhem tisku, kde jeden mé za
ukol fesit geometrii tisku a druhy se stard o vertikdlni podpora tiSténého produktu, aby

nedoslo k jeho zhrouceni. [7]



Materialy, z kterych se tiskne mtizou byt rizn¢ barevné, ale zavisi to na fyzikalnim a
chemickém slozeni. Nejcastéji se vyuzivaji ktisku nésledujici  polymery:
akrylonitrilbutadienstyren (ABS), kyselina polymlééna (PLA), polykarbonat/akrylonitril-
butadien-styren (PC-ABS). [7]

Vyhodou metody FDM je jednoznacné efektivita prace s tiskdrnou, malé mnozstvi odpadu,
dale siroka dostupnost termoplastickych materiald a v neposledni fad¢ nizké finanéni
naklady. Mezi nevyhody se fadi pomérn¢ velka tloustka tiSténé vrstvy, déale nutnost
povrchové Gpravy a omezena presnost. Dals$i nevyhodou, kterou mé 1 metoda SLA, je, Ze po
vytisknuti je potieba vyuzit Setrnou metodu pro odstranéni podpor tak, aby nedoslo

k poruseni vytisténé¢ho produktu. [7]

Vyhiivana hlava

> Vrstva materialu

"Modelovaci deska

Obr. 2: Schéma technologie FDM [8]

1.1.3 Technologie selektivni laserové sintrovani

Technologie selektivni laserové sintrovani (SLS) je metoda aditivni vyroby, ktera byla
vyvinuta v osmdesatych letech panem Carlem Robertem Deckardem, ktery si néasledné

metodu nechal patentovat. [9]

Typicka tiskarna SLS se sklada ze tfi komor umisténych vedle sebe. Bo¢ni komory slouzi
k davkovani materidlu a prostfedni komora slouzi k vytvéafeni 3D modelu. Déle se sklada
z vélecku, ktery nanasi vrstvu materialu do prostfedni komory, a také laseru a sady zrcatek.

Nejcastéji pouzivanym materialem je praSkovy nylon nebo polyamid. [9]



Zdrojem energie je laser, ktery spece vrstvu prasku, kterd klesne o jednu tloustku vrstvy a
valecek privede dalsi tenkou vrstvu materidlu, ktery se ptisobenim laseru spece. Tento postup
se opakuje, dokud nedostaneme findlni model, ktery je obalen v nylonovém prasku. Prasek

1ze jednoduse ocistit Stéteckem, popiipadé za pomoci vzduchu. [9]

Vyhodou této metody je, ze nylonovy prasek, ktery neni slinuty, funguje zaroven jako
podpirny materidl. Vysledkem je ziskani pln¢ funkénich pohyblivych sestav s velmi
jemnymi detaily, kde neni potieba tisknout rtizné soucasti a nasledné je sestavovat. DalSimi

vyhodami je tuhost, pevnost, chemicka odolnost, nebo rychlost tisku. [9]

Nevyhodou je vznik poréznich povrchi, které se daji riznymi postupy utésnit napf.

povlaky.[9]

1.2 3D BIOTISK

3D biotisk je metoda, pfi které dochazi k ukladani biomateriala a zivych bun€k na podlozku,
kterou muze byt pevny povrch, napt. laboratorni sklicko nebo Petriho miska. Nasledné nam

vznikd 3D struktura, kterd cerpa data z 3D modelu, ktery je nahrany v tiskarné.[10]

Jako napln do biotiskarny se pouzivaji specidlni materialy, téZ zvané ,bioinks*, které jsou
nejcastéji tvofené kombinaci polymert a zivych bunék. Idedlni ,,bioink* by mé¢l spliiovat
urcité parametry, jako jsou mechanické vlastnosti, tisknutelnost (vhodna viskozita a dobré
sitovaci mechanismy). Dal§im parametrem bioink1 je bioaktivita (biokompatibilita, vysoka

Zivotaschopnost bunék a podpora bunécéné adheze). [11]

3D biotisk je posledni dobou velice roz§ifenym odvétvim, zejména diky svému velkému
potencialu, jmenovité v regenerativni medicin€. Pfedpoklada se, ze v budoucnu bude mozné

vytisknout dlouhodobé Zivotaschopné organové a tkanové struktury.

1.2.1 Pocatky 3D biotisku

Koncem 19. stoleti se lord Rayleigh zabyval studiem zplsobu pronikani nepfetrZitého
proudu vody a nestabilitou trysek. [12] Vysledek jeho prace byl velice ptinosny, polozil

teoretické zaklady pro budouci vyzkum inkoustovych tiskaren.

Na zaklad¢ jeho teorie vznikla technologie neptetrzitého inkoustového tisku a pozdé&ji se
objevily systémy drop-on-demand. Inkoustovy tisk umoznuje vysunuti kapicek inkoustu a

pfipojeni na substraty, a to zcela bezkontaktné. Inkoustova technologie poskytuje vysoké



rozliSeni a v roce 2018 byla vyuzita pro komer¢ni Gcely svétovymi spole¢nostmi, konkrétné

Hewlett-Packard (HP) a Canon. [13]

Védci ziskali spoustu zkuSenosti a piisli na to, ze metoda drop-on-demand se da vyuzit pro
piesné vzorovani biomateriala, a také diky moznosti bezkontaktniho tisku se mimo jiné
eliminuje kontaminace jiz zmiflovanych biomaterial. Inkjet ndm umoziuje bezkontaktné
dodat buiiky na potfebna mista, a tim se otvird moznost tvorby slozitych struktur. Velikou
vyhodou je pramér trysek inkoustového zatizeni, ktery byva ¢asto 50 um, stejného fadu je i
velikost bun¢k. Koncem 20. stoleti, diky vSem perspektivnim poznatkiim vstoupil mezi

Sirokou veftejnost pojem inkjet bioprinting, ktery posouva vyzkum v oblasti biotisku. [13]

1.2.2 Technologie biotisku
Metoda zaloZena na tryskani

Jednim z ptikladi metod 3D biotisku je jetting-based bioprinting, v pfekladu metoda na bazi
tryskéni, kterda spadd do kategorie inkjet. Tato technologie se dostava ¢im dal vice do
povédomi svéta zejména diky svému vyuziti ve 3D biotisku, kde slouzi k vyrob¢ scaffoldu,
nebo biomedicinskych zatizeni. Metodu zaloZenou na tryskédni mizeme rozdélit do dvou

skupin, a to piezoelektricky a termélni typ.[14]

Piezoelektricky typ funguje na nasledujicim principu: tiskova hlava zpiisobi aktivaci
piezokrystalu, ktery nasledné vysle pulz zptisobeny elektrickym vstupem, a tak je vytla¢ena

mala kapka materialu.[15]

Termalni inkoustova biotiskarna vyuziva ohiivac, ktery ma za ukol lokalné zvysit teplotu
materidlu, ¢imZ se zapfi¢ini vznik a rozpindni bublin a nasledné vyslani kapky na
poZzadované misto.[15]

Hlavni vyhodou metody zaloZené na tryskani je jednoznacné nizka cena a vysoké rozliseni

v fadech vétsich nez 20 pm. Jedna se o bezkontaktni metodu 3D biotisku.

Nevyhodou je mozZnost volby materidlu, kterd je omezend na materidly s nizkou

viskozitou.[14], [15]
Extruzni 3D Biotisk

V posledni dobé se t€8i pozornosti metoda na zdklad¢ vytlaCovani, ktera otvira nové
moznosti a vyuziti 3D biotisku v praxi. Metoda zalozena na vytlatovéni, je pomé&rné novou

metodou, kterd byla komercializovdna roku 2002 spole¢nosti Envisiontec Inc. [16]



Typicka tiskarna zalozend na metod¢ vytlacovani se sklada z automatizovaného robotického
systému, dale pak z tiskovych hlav, které se pohybuji podél os X a Y, a vytapené podlozky
schnopné se pohybovat svisle nahoru a dolii. Samotny tisk pracuje na zéklad¢ dat
z pocitacového modelu (CAD) modelu jako je napi. tvoieni raznych struktur (miizek),

formovani scaffoldii atd.[17]
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Obr. 3: Schématické zndzornéni moznosti tisku zalozené na vytlacovani. A-pneumatické
vytlatovani, B-pistové, C-Sroubové [18]

Obecné muzeme fict, ze vytlacovaci hlavy v biotisku maji jeden spole¢ny cil, a to je
vytlacovani materialu, ktery je naplnény napt. ve stiikacce, pfes mikrotrysku, ktera mize
mit rizny tvar, napf. jehla, nebo konicka Spicka. RozliSujeme tfi druhy tiskovych hlav:
pneumaticka, pistova a Sroubova. [19]

Pneumaticka vytlacovaci hlava

Material, ktery je ve stfikacce pneumatické hlavy je vytlaovan vzduchem. Nevyhodou této
hlavy je niZsi spolehlivost vytlacovani materidlu, kterd je zpiisobena zpozdénim posunu
vlivem stlaceného plynu (vzduchu). Na druhou stranu jejich funkénost je vhodnéjsi pro
vysoce viskozni latky.[19]

Pistova vytlacovaci hlava

V ptipad¢ pistové vytlacovaci hlavy je materidl naplnény ve stiikacce vytlacovan tlakem

plisobicim seshora na pist stiikacky. Tento pistovy zptisob je efektivnéjsi z pohledu kontroly

nad pritokem a vytlaovanim materialu napf. hydrogel z trysky. [19]



Sroubova vytlacovaci hlava

Sroubovéa vytlacovaci hlava funguje na principu rotace Sroubu, ktery nasledné vytlacuje
materidl. Je vhodna spiSe pro prostorovou kontrolu a pro vytlaCovani zejména znacné

viskoznich hydrogelii.[19]

Vyhodou techniky zalozené na vytlacovani je jednoznacné tisk velkého mnozstvi materiali,
tzv. bioinkd, dale také bunécnych agregatt ¢i hydrogelti obsahujici buiiky. Dalsi vyhodou je
cenova dostupnost a Siroka nabidka technologii biotisku. Tato technika mimo jiné umoziuje

tisknout slozité porézni konstrukty.[20]

Nevyhoda této techniky je, Zze pfi tisténi vétSich konstrukti dochazi ke snizovani
zivotaschopnosti bun¢k vlivem ¢asoveé narocného biotisku. RozliSeni se pohybuje v fadech

nad stovku mikrometrii, tudiZ je oproti jinym metoddm pomérné nizké.

Jedna z omezujicich véci této techniky spociva ve zpracovatelském oknu materialu, které
nas limituje pfi uplatnéni vétsiho mnozstvi hydrogeld, a je dano rychlosti gelovaténi a
tuhnuti. V praxi to znamena, Ze je tfeba vénovat pozornost nastaveni vhodného procesu

tuhnuti materialu. [20]



2 HYDROGELY

Hydrogely jsou obecné fidce sesitované polymerni fetézce, které absorbuji vodu ve velkém
mnozstvi. Vlivem toho dochazi ke zvétSovani hmotnosti, tzv. bobtnaji. V posledni dobé se
hydrogely staly pfinosem v tkdniovém inzenyrstvi, kde se daji vyuzit v aplikacich napf. jako

nosice pro bunky. [21], [22]

2.1 SloZeni hydrogeli

Jako zékladni materidly lze zvolit pfirodni ¢i syntetické polymery. StéZejni soucasti reakcni
smési pro piipravu hydrogell jsou monomer, iniciator a sitovaci ¢inidlo, které se pouziva
v piipad¢ chemického sitovani. Bézné se daji hydrogely vyrobit riiznymi metodami napf.
polymeracni reakci emulzni, suspenzni, které musi vést k sitovani polymeru. Také je mozné
jako vychozi latky pouzit polymerni fetézce schopné tvofit sit’ na fyzikalnim ¢i chemickém
principu. Typ a hustota sitovani a chemicka podstata geli jsou vyznamné pro jejich vysledné

chovani. [23]
2.2 Rozdéleni podle zpisobu sit’ovani

2.2.1 Fyzikalni sitovani

Hydrogely vzniklé na zakladé fyzikélniho sitovani mizeme rozdélit do tii kategorii podle
mechanismu vzniku sité - tepelna kondenzace, iontové interakce a na zdkladé self-assembly.

[21]

V ptipadé¢ fyzikalniho sitovani je vyhoda v tom, Ze neni potfeba sitovaci €inidlo, protoze
hydrogely situji na zakladé fyzikalnich interakci. V ptipadé tepelné kondenzace je vznik

takovych interakci indukovan zménou teploty. [21]

Dalsi moznosti fyzikadlniho sitovani je gelace na zéklad¢ self-assembly, kde dominuji
zejména vodikové vazby, ¢i elektrostatické interakce. Do této kategorie fyzikalniho sitovani
spadaji napiiklad ne¢které hydrogely na bazi proteint. [21]

pritomnosti elektrostatickych naboji. Do této kategorie spadaji tzv. polyelektrolyty, které
vynikaji svymi elektrostatickymi vlastnostmi. Ptikladem mulze byt poly(L-lysin), nebo

alginat. [21]



2.2.2 Chemické sitovani

Z pohledu chemického sitovani lze pripravit hydrogely, které vynikaji lepsi stabilitou,
rychlosti a lepsi kontrolovatelnosti gelace oproti fyzikalnimu sitovani. Jak jiz bylo zminéno,
z pohledu chemického sitovani je mozné hydrogely pfipravit riznymi mechanismy,

napiiklad kondenzaci, ozatfovanim aj. [23]

Zajimavou moznosti chemického sitovani jsou Schiffovy vazby, které se ziskavaji reakci
mezi aldehydovymi a nukleofilnimi aminovymi skupinami, tedy spadaji do oblasti
kondenzacnich reakci. Jedna o iminy, hydrazony a oximy, které jsou dilem, jiz zminovanych
kondenzacnich reakci. Hydrogely, které obsahuji takové vazby maji napiiklad skvélou

biokompatibilitu, a také vynikaji vyraznou citlivosti na pH. [24]

V ptipadé sitovani hydrogeli pomoci iminovych vazeb je nutna ptitomnost aldehydovych
skupin. Jejich vzniku je mozné docilit oxidaci polysacharidovych fetézcl. Takto vzniklé
polyaldehydy vynikaji vyrazné nizsi toxicitou oproti jinym sitovacim ¢inidlim na bazi
aldehydi (napi. glutaraldehyd) Oxidaci zprostfedkovava oxidacni ¢inidlo napf. jodistan

sodny. Vhodnym materidlem pro tuto upravu je napi. dextran. [24]
Dextran a jeho oxidace

Dextran spada do skupiny polysacharidu, ktery se ziskavéa kondenzaci jednoduchého cukru-
glukozy. Obsahuje vice nez 95 % a-1,6 vazeb a vykazuje nizky stupenn rozvétveni.
aplikacich, ¢emuz vdeci praveé a -1,6 vazbam diky nimz mé pomalej$i hydrolyzu zptisobenou

télnimi enzymy. [25]



|
a{1-6) vazba

OH 5 1/
OH— OH
L3
OH 5 3

?
OH— OH

_a{1-4)  oH "
misto propojeni o !

/{ 3 OH
iy f’:‘,@«
misto propojeni =/0H
o) °ﬁﬁ§,
misto propojenioH— OH 0

Obr. 4: Struktura dextranu poukazujici na glykosidické vazby v hlavnim fetézci véetné
moznych menSich vétvi fetézch [26]
Oxidace dextranu za pomoci jodistanu probiha ve vodném prostredi bez katalyzy. V principu
funguje tak, ze jodistanovy iont atakuje dioly. Nasledné zbytky o - 1,6 vazeb v dextranu
napadaji vazby uhlik-uhlik, coz zpisobuje vznik aldehydovych skupin. Tyto aldehydové
skupiny maji reaktivni povahu vzhledem k N-nukleofiltim, pfikladem nukleofilt jsou aminy.

[25]
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Obr. 5: Popis tvorby iminti [27]
V poslednich letech se vytvareji a zdokonaluji moznosti vyuziti hydrogeld, které obsahuji

buiiky zejména k testovani, zda by se daly vyuzit v regenerativni medicin€.[21], [28]

2.3 Hydrogely na bazi syntetickych polymeri

VSeobecné mulzeme fict, Ze kvalifikovany pracovnik ve vyzkumu dokaze spravné
syntetizovat polymerni sit¢ a kontrolovat ur¢ité parametry jako je hustota sitovani, nebo
biologicky rozklad, poptipadé také rizné chemické ¢i mechanické vlastnosti. Proto je pro

fadu aplikaci vhodné volit syntetické biomaterialy. [29]



2.3.1 Polyethylenglykol

Jednim z ptikladl syntetickych hydrogelt je polyethylenglykol (PEG), ktery ma velky
potencial pro biomedicinské aplikace nejen ve formé hydrogelu. Vzhledem ke svym
vlastnostem neuvoliuje toxické latky. Dalsi vlastnosti vyhodnou pro uplatnéni PEG v

biotisku je biokompatibilita. [30]

2.3.2 Kyselina polymlééna

Jednim ze syntetickych polymeri schopnym tvoftit hydrogely je PLA, ktera patii do skupiny
nazyvané poly-alfa-hydroxykyseliny a spada do polyestert. Jednou z vlastnosti PLA je, Ze
nevaze vodu, je tzv. hydrofobni. PLA se vyrabi syntézou z kyseliny mlééné. PLA je pomérné
tepelné stabilni. Teplota skelného pfechodu se pohybuje v rozmezi 60°C -70°C, teplota tani
130°C —180°C. [31], [32]

2.4 Hydrogely na bazi prirodnich polymeru

Hydrogely na bazi ptirodnich polymerd maji posledni dobou velky potencial konkrétné
v biomedicinskych aplikacich. Jejich potencidl spo€ivd vtom, Ze jsou velmi dobie
biokompatibilni a také biologicky rozloZzitelné. Je nutné podotknout, Ze samotny Cisty
ptirodni hydrogel ma ¢asto Spatné mechanické vlastnosti. V dusledku toho se provadi uprava
hydrogelii na bazi ptirodnich polymeri, které tyto negativni mechanické vlastnosti

eliminuji.[33]

2.4.1 Alginat

Alginat spadd do kategorie piirodnich polysacharidi. Ziskava se z moiskych tas. Jeho
potencial spociva v tom, Ze z n¢ho lze pomérné jednoduse vytvofit iontoveé vazany hydrogel,
ktery nachézi uplatnéni v regenerativni mediciné. Vyhodou sitovani nemodifikovaného
alginatu je jednoznacné rychlost a nizka cena sodné soli kyseliny alginové. K sitovani se
vyuziva sitovaci ¢inidlo obsahujici Ca?*, nebo jiné vicemocné ionty kovii. Vzhledem k jeho
snadnému tvofeni gelti a biokompatibilité se stidle nabizi jeho hlavni uplatnéni zejména

k enkapsulaci bunék.[19], [34]

2.4.2 Kolagen

Kolagen je nejzndmé;jsi bilkovina, ktera se vyskytuje v téle vSech savcil. Je obsazen v téle v
mnozstvi zhruba 30 %. [35] Tento polymer vykazuje hydrofilni a iontovy charakter. Kolagen

typu I je schopny tvofit gely v pomérné nizkych koncentracich (méné nez 10 %). [36]



Dulezitou vlastnosti kolagenovych hydrogeltl je mira hydrofility, kterd ovliviiuje napiiklad
rychlost bobtnani. V regenerativni mediciné je prioritni znat mechanické vlastnosti, napf.

elasticita, pevnost.[36]

Dilezitym poznatkem u kolagenu je jeho pfinos v biologickych aplikacich, ale je nutné brat
v potaz, ze kolagen je potieba obohatit o slozky jako jsou elastin, nebo fibrinogen. V ptipadé,
ze bychom brali 100 % Ccisty kolagen, mohl by zpisobovat nezadouci U¢inky v podobé
Spatného presunu bunék, ktery je zptisoben silnou adhezi bun€k. V ptipad¢ pouziti hydrogela
jako implantat je nevyhodou vylucovani vody, coz vede ke smrsténi a zhorSeni funkce
implantatu. Z diivodu obtizného zpracovani nativniho kolagenu se v praxi ¢asto pouZzivaji
zelatiny, které vznikaji jeho hydrolyzou. Tomuto vyznamnému materidlu pro vyrobu

biokompatibilnich hydrogell se vénuje kapitola nasledujici nize. [19], [36]
2.5 Hydrogely na bazi Zelatiny

2.5.1 Zelatina

Zelatina spada do kategorie piirodnich polymerti a je odvozena od kolagenu jeho
hydrolyzou. Zelatinu je mozné ziskat z riiznych zdrojti, jednou z moznosti je ze zvifat napf.
z ktize, pojivové tkan€, kuteci nohy, nebo také je mozné ziskat zelatinu z ryb. RozliSujeme
zelatinu typu A, kterd se vyrabi naptiklad pomoci kyseliny chlorovodikové, obecné za
pouziti kyselin, a Zelatinu typu B, kterou lze vyrobit alkalickym zpracovanim, piipadné

enzymatickou cestou. [37], [38]
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Obr. 6: Chemicka struktura zelatiny[39]



Hydrogely na bazi zelatiny vytvareji gely pomoci sitovani pomérné jednoduchého principu-
tvorba vodikovych mistkd za nizSich teplot nez 35°C — 37°C. Z této vlastnosti plyne
nevyhoda, ze teplota tani zelatinovych gell je blizka télesné teploté. To snizuje samotny
pocet aplikaci Zelatiny, proto se zelatina rizn¢€ kombinuje s jinymi proteiny, nebo polymery.

[19]

Zelatina mize byt kombinovana napiiklad s hyaluronanem, alginatém, nebo chitosanem.
Tyto kombinace vykazuji skvélé vlastnosti, jmenovité biokompatibilitu a efektivni

biologickou rozlozitelnost, pro vyuziti v medicinskych aplikacich.

Zelatina se mize mimo jiné chemicky sitovat tfeba také oxidovanym dextranem, ktery je
podrobné popsan v teoretické ¢asti viz vyse.

Nejzajimavéjsi aplikaci hydrogell na bazi zelatiny z hlediska potencialu pro budoucnost je
urcité¢ medicinsky vyzkum. Hlavnim diivodem jejich pouziti je kontrola nad kinetikou

bobtnani a velké mnozstvi zadrzované vody.[19], [37]



3 CHARAKTERIZACE HYDROGELU

3.1 Reologie

Reologie je védni obor, ktery se zabyva vlastnostmi materiali. Popisuje, jak material teCe
v zavislosti na deformaci za ptuisobenti sily. Reologie byla pfedstavena svétu jiz v roce 1929.
Je dulezité podotknout, Ze kazdy material teCe, ale mira teCeni zavisi na tom, jak velkou silu
pouzijeme, jak dlouho na dany material ptisobime, a také na vlastnostech daného materialu.
Reologie nam poskytuje uzitecné data, které nadm udavaji, jak se bude material deformovat

v zavislosti na sile, ¢ase a prostorové orientaci.[40]

3.1.1 Dynamicka viskozita

wewvr

Kdyz uvazujeme material, ktery je idealn€ viskozni, tak ndm pro te¢né napéti plati Newtoniv

zakon, ktery je definovan podle vzorce:

du
r=n-a=n-D

n= je dynamicka viskozita, kterd charakterizuje vnitini tfteni kapaliny [Pa-s]
du= nam vyjadfuje vzdalenost rychlosti pohybu rovin vzdalenych o dx [m-s™']
D= nam udava rychlost deformace [s™']

Dynamicka viskozita je zavisla na teploté. V piipad¢ plynii ndm s rostouci teplotou roste a

u kapalin nam klesa.[41], [42]

3.1.2 Kinematicka viskozita

Kinematicka viskozita je vyjadiena jako podil dynamické viskozity ku hustoté.

Obdobn¢ jako u dynamické tak 1 kinematicka viskozita vyjadiuje odpor kapaliny viii tecend,

v

ale v pfipad¢ kinematické viskozity na kapalinu neptisobi Zadna vné&;jsi sila kromé gravitaéni.



3.1.3 Pseudoplastické materialy

Pseudoplatické materidly spadaji do kategorie tzv. nenewtonskych kapalin, a mohou mit

podobu napft. roztokd, suspenzi, nebo polymernich tavenin.
Charakterizuje je obdobny vztah:

T=mn-'D
n=je zdanliva viskozita, ktera je zavisla na rychlosti deformace

U pseudoplastickych kapalin ndm v pfipadé rostouciho gradientu rychlosti dochazi ke
snizovani zdanlivé viskozity. Z toho divodu jsou pseudoplastické materialy vyznamné pro

uplatnéni v extruznim 3D biotisku. [41], [42]

3.1.4 Princip rota¢ni reometrie

Jednou z metod méfeni viskozity kapalin je rota¢ni reometrie. Rota¢ni reometr nam
umoziuje testovani reologickych vlastnosti materiali ve formé past a geld, suspenzi, emulzi,

roztoku atp.

Rota¢ni reometrie pracuje na principu takovém, ze vzorky jsou vlozené mezi dva méfici
prvky, jmenovité rotor a stator. Vzorky je vhodné béhem méfeni temperovat. K samotné
kontrole teploty slouzi stator. OtaCenim rotor pusobi na vzorek silou a zpiisobuje jeho
deformaci. Diky zméfeni to¢ivého momentu a thlové rychlosti rotoru ziskame smykové
napéti a smykovou rychlost. Dynamicka viskozita je ddna jako pomér smykového napéti ku

smykové rychlosti.
Pomoci rotaéni reometrie mizeme stanovit naptiklad jednoduché kiivky viskozitniho toku.

Zde popsany rotacni reometr byl v experimentalni ¢asti pouZzit pro méteni tokové kiivky

ptipravenych hydrogelt. [43], [44]

3.1.5 Narustani za hubici

Die swell, neboli v piekladu nartistani za hubici je jednou z charakteristik ovliviujici
ptesnost tisku. Je to jeden z problémil nastavajici pfi extruzi. Pfi této vyrobni technologii
mame material, ktery je naplnény ve stiikacce a nasledné ho vytlaCujeme pies mikrotrysku.
Vytlacovanim pies mikrotrysku nam dochazi ke zvySovani rychlosti proudu polymeru.
Takto namahany materidl ztraci sviy sféricky tvar a diky zvySené rychlosti proudéni se

prodluzuje. Vlivem pominuti smykového napéti pii opusténi mikrotrysky dochéazi ke



zvétsovani na jeho pivodni objem. Proto je prumér vytla¢eného materidlu vétsi nez primér
trysky. [45]

Pokud je k tisku pouzita Spicka, dochazi k postupnému nartistani smykového napéti po celé
délce. Oproti tomu v jehle je pribéh smykového napéti staly, coz dava Cas materialu

k relaxaci. Proto lze ptedpoklédat nizsi nartistani za hubici v ptipad¢ jehly. [45]

Obr. 7: Pribéh smykového napéti pti pouziti jehly a Spicky [46]



II. PRAKTICKA CAST



4 CILPRACE

Cilem této prace bylo vytvofit materidly na bazi biopolymert vhodné pro zpracovani
metodou extruzniho 3D tisku. Jako materidl byly zvoleny hydrogely na bazi Zelatiny
sitované oxidovanym dextranem na principu vzniku iminovych vazeb (viz teoretickd ¢ast,
kapitola 2.2.2 Chemické sitovani). Po nalezeni vhodné kompozice hydrogelu byl proveden
experimentalni 3D tisk a méfeni tokové kiivky. Dale byl sledovan vliv zplisobu rozpousténi

zelatiny na vysledné chovani hydrogelu.



5 PRIPRAVA MATERIALU

5.1 Pouzité chemikalie

K ptipravé hydrogelt byla pouzita Zelatina z kufecich b&éhakl pfipravend patentovanou
metodou [47] o molekulové hmotnosti (9 kDa, 32 kDa,210 kDa), ktery byl poskytnut doc.
Mokrejsem z Ustavu inZenyrstvi polymert FT UTB Zlin. Dale pak dextran o molekulové
hmotnosti 40 kDa, CAS:9004-54-0; jodistan sodny CAS: 7790-28-5; ACS reagent;
HNa,O4P, CAS: 7558-79-4, Cistota> 98,5 %; NaH>PO4, CAS: 7558-80-7, Cistota> 98 % byly
zakoupeny od firmy Sigma Aldrich. Cpavek 25 %, p.a.; hydroxid sodny, kvality pro analyzu;
hydroxylamin hydrochlorid, CAS: 5470-11-1 pro analyzu, byly zakoupeny od firmy Penta.

Pro piipravu demineralizované vody byl pouzit systém Milipore Direct-Q 3UV.

5.2 Oxidace dextranu

Nejprve probéhla ptiprava roztoku dextranu, ktery byl rozpustén ve vodé pfi teploté 50°C
po dobu 24 hodin. Koncentrace dextranu byla 13 % hm. Nasledné po 24 hodinach byla
pridana smés rozpusténého jodistanu do roztoku dextranu. Reakce probihala 4 hodiny. Poté
byla reakéni smés vloZena do dialyza¢nich membran (cut-off 12-14 kDa) a nechal se
dialyzovat proti demineralizované vod¢ po dobu 3 dnt. Vysledny produkt byl lyofilizovan.
Vytézek reakce byl 48,5 %. Nizky vytézek je zpusoben protrhnutim jedné dialyzacni

membrany.

5.2.1 Urceni stupné modifikace dextranu

Stupent modifikace dextranu se uroval podle hydroxylamin hydrochloridové metody. Tato

metoda probiha na zékladé nasledujici reakce:
Dextran-(CHO), + H2N-OH - HCI — dextran-(CH=N-OH), + H,O + HCI

Pro vypocet koncentrace aldehydovych skupin je proto nutné urcité mnozstvi vzniklé

kyseliny chlorovodikové, a to pomoci neutralizacni reakce.
HCI1 + NaOH - NaCl + H>O

Zvazené vzorky oxidované¢ho dextranu o hmotnosti cca 0,1 g. Byly rozpustény v 25 ml
0,25 N roztoku hydroxylamin hydrochloridu s pfidavkem methyloranze. Vzorky se nechaly
reagovat po dobu dvou hodiny. Nasledné byly titrovany pomoci 0,2 M roztoku hydroxidu
sodného na pH 4.



Pfesnd hodnota koncentrace hydroxidu sodného byla stanovena na 0,1 M kyselinu
Stavelovou. Timto pokusem bylo zjisténa koncentrace 0,228 M hydroxidu sodného. Pro
zlepSeni pfesnosti stanoveni byl pouzit automaticky titrator Titronic universal. Bylo

oxidovano 56,68 % glukozovych jednotek dextranu.
5.3 Pouzité pristroje

5.3.1 Cellink BioX

Tisk hydrogelt probihal na tiskdrné BioX od firmy Cellink. Pro experimenty byla pouZzita

pistova extruzni hlava.

Obr. 8 Tiskarna Cellink BioX
5.3.2 Reometr Kinexus

Stanoveni reologického chovani hydrogelti bylo provedeno na reometru Kinexus od firmy

Malvern.



KINEXUS

Obr. 9 Reometr Kinexus [44]

Pted méfenim vzorkl bylo provedeno nastaveni parametri reometru viz tabulka 1.

Tabulka 1: Parametry méteni tokovych kiivek

Pocatecni frekvence 0,1 [Hz]
Konecna frekvence 100 [Hz]
Smykové napéti 10 [%]
Teplota statoru 35 [°C]

Vzorky po dekadach [-]
Pracovni mezera rotoru [mm]

5.4 Testovani vhodného sloZeni reakéni smési pro tvorbu hydrogeli

Byla provedena pftiprava tii vzorkd hydrogell s riznym obsahem Zzelatiny (15 %, 25 %,

35 %). Jako rozpoustédlo byl pouzit fosfatovy pufr (PBS) pfipraveny v koncentraci 0,1 M a

pH 7,4.

Nejprve byl proveden vypocet navazky hydrolyzati pro patfi¢nou koncentraci, viz nazorna

ukazka vypoctu:

x
W0'15=E:x:O,15*1=0,159=15%




Po provedeni navazky pro koncentrace Zelatiny (15 %, 25 %, 35 %) byl ptidan roztok PBS,
a nasledné se nechaly takto pfipravené hydrolyzaty kufecich béhdku ve zkumavkach

rozpoustét v laboratorni susarné ptes noc pfii teploté 37°C.

Nasledny den byla provedena zkouska ztuhnuti gelu. ZkouSka se provadéla pro kazdy
hydrolyzat o ptislusné molekulové hmotnosti v nasledujicich pomérech zelatiny ku dextranu

(2 hm. %):

Tabulka 2: SloZeni reakcnich smési pro tvorbu hydrogeli

Molekulova hmotnost Mnoizstvi Mnoizstvi Mnozstvi ¢pavku

hydrolyzatu Pomér hydrolyzatu [ul] dextranu [ul] [mlI]
9 kDa 11 300 300 0,15

9 kDa 2:1 300 150 0,15

9 kDa 3:1 300 100 0,15
32 kDa 1:1 300 300 0,15
32 kDa 2:1 300 150 0,15
32 kDa 3:1 300 100 0,15
210 kDa 11 300 300 0,15
210 kDa 2:1 300 150 0,15
210 kDa 3:1 300 100 0,15

Vysledkem bylo ztuhnuti dvou gelt, konkrétné zelatina 210 kDa 25 % v poméru 1:1 s 2 %
roztokem oxidovaného dextranu a 210 kDa 35 % v poméru 1:1 s 2 % roztokem oxidovaného

dextranu. Tyto smé&si byly pouzity pro dal$i experimenty.

5.5 Postup pripravy hydrogeli pro tisk

Postup piipravy byl témét analogicky jako v kapitole (6.2 Postup ptipravy hydrogeli),
s jedinym rozdilem, ze po pfidani ¢pavku byl roztok natahnut do stiikacky, kde bylo
provedeno zbaveni bublinek vzduchu a nésledné se nechal ztuhnout. Takto pfipraveny
material byl pouzitelny k tisku. Byl testovan vliv rtizné teploty a ¢asu rozpousténi na
tisknutelnost materialti. Pro ob¢€ koncentrace probihalo rozpousténi pti teploté 35°C po dobu
18 hodin, po dobu ¢tyf hodin pii teploté 45°C a na zavér po dobu dvou hodin pii teploté
55°C.



6 VYSLEDKY

6.1 Méreni tokové kirivky
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Obr. 10: Zavislost viskozity (pramér ze tii vzorkl) pfi stejné frekvenci pro koncentraci
25 % (doba rozpousténi 2,4,18 hod.)

V tomto piipad¢ se jedna o zavislost viskozity na frekvenci pfi koncentraci hydrogela 25 %

viz Obr. 10.

Z Obr. 10 mizeme vidét, ze v porovnani 210 K _18h 25 % ku 210 K 2h 25 %, je viskozita
v piipad€ 210 K 2h 25 % téméf trojnasobné vétsi nez u hydrogeld 210 K 18h 25 %.
V ptipadé 210 K 2h 25 % ku 210 K _4h 25 %, je viskozita po dobu rozpousténi 2 hodin

dvojnasobné niZsi nez u doby rozpousténi 4 hodiny.
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Obr. 11: Zavislost viskozity (pramér ze tii vzorkl) pfi stejné frekvenci pro koncentraci
35 % (doba rozpousteéni 2,4,18 hod.)

V tomto piipad¢ se jedna o zavislost viskozity na frekvenci pfi koncentraci hydrogela 35 %

viz Obr. 11.

V ptipadé¢ Obr. 11, kdyz vezmeme porovnani 210 K 2h 35 % ku 210 K 18h 35 %, je

viskozita v ¢ase rozpousténi 2 hodiny skoro trojnadsobné nizs$i nez u 210 K 18h 35 %. U

hydrogelti 210 K _4h 35 % ku 210 K _18h_35 %, je viskozita dvojnasobné vyssi nez u 210

K_18h 35 %.
6.2 Vysledné vytisky miiZek

6.2.1 Parametry tisku

Pted zahajenim tisku bylo provedeno nastaveni parametrti tisku pro kazdy material, ze

kterého se podaftilo vytisknout miizku, viz tabulka 3.

Tabulka 3: Nastavené parametry pied zahajenim tisku pro uvedené vytisknuté miizky

Teplota Rychlost vytlacovani | Retract volume Rychlost pohybu

[°cl [ul-s] [p] hlavy [mm-s™]
Jehla210K 35 % 30 2,22 9,30 2,00
Jehla 210K 25 % 27,6 1,69 9,60 2,00
Spicka 210K 35 % 30,5 1,75 9,30 2,00
Spicka 210K 25 % 28,6 1,45 9,60 2,00




Byl proveden tisk na biotiskarn¢ znacky Cellink BioX, kde se podatilo vytisknout hydrogel
popsany vyse. Tisklo se za danych parametrt tisku viz kapitola (6.2.1 Parametry tisku).
K tisku byla vyuzita jehla o vnitinim priméru 0,41 mm a Spicka o vnitfnim praméru
0,41 mm.

Obr. 12: Vysledny vytisk miizky na tiskarné Cellink BioX za pomoci jehly 210 kDa 35 %



Obr. 14: Vysledny vytisk miizky na tiskdrn€ Cellink BioX za pomoci $picky 210 kDa
25 %



Obr. 15: Vysledny vytisk miizky na tiskadrn€ Cellink BioX za pomoci $picky 210 kDa
35 %

6.2.2 Urceni parametrii vytisknutych mrizek

Byl proveden vypocet parametru tisku P; pro kazdou vytisknutou mtizku[48]. Stanoveni
obvodu (/) a obsahu (a) bylo provedeno v programu ImageJ. Stanovoval se kazdy por
vytvoreny tiskem miizky. Nasledné byl proveden vypocet podle vzorce:

12

p =
" 16-a

Vzorovy vypocet P; levého horniho péru pro jehlu 210 kDa 35 % po dobu rozpousténi 18
hodin.

9,217

= .1073=0,90
"~ 16-5,892

Tabulka 4: Namétené hodnoty obsahu a obvodu p6rt pro miizku jehla 210 kDa 35 % doba
rozpousténi 18 hodin

Obsah | Obvod P, [1]
Levy horni por 5,892 9,217 0,90
Levy dolni por 4,983 8,850 0,98

Pravy horni pér 4,816 9,542 1,18
Pravy dolni por 5,692 9,100 0,91

Pramér 1,00
Smérodatna odychlka 0,13




Tabulka 5: Naméfené hodnoty obsahu a obvodu pért pro miizku jehla 210 kDa 35 % doba
rozpousténi 18 hodin

Obsah | Obvod | P:[1]
Levy horni por 6,380 9,698 0,92
Levy dolni p6r 5,653 9,134 0,92
Pravy horni pér 2,896 6,973 1,05
Pravy dolni por 5,449 9,115 0,95
Prlimér 1,00
Smérodatna odchylka 0,06

Tabulka 6: Naméfené hodnoty obsahu a obvodu pért pro miizku jehla 210 kDa 25 % doba
rozpousténi 18 hodin

Obsah | Obvod | P:[1]

Levy horni por 4,559 8,519 0,99
Levy dolni p6r 3,695 7,629 0,98
Pravy horni pér 4,086 8,540 1,12
Pravy dolni pér 3,818 8,239 1,11
Pramér 1,05

Smérodatna odchylka 0,08

Tabulka 7: Naméfené hodnoty obsahu a obvodu p6rt pro miizku $picka 210 kDa 25 %
doba rozpousténi 18 hodin

Obsah | Obvod | P:[1]
Levy horni por 2,219 5,691 0,91
Levy dolni pér 4,447 7,963 0,89
Pravy horni pér 3,935 7,568 0,91
Pravy dolni por 2,018 5,679 1,00
Primér 0,93

Smérodatna odchylka 0,05

Tabulka 8: Naméiené hodnoty obsahu a obvodu p6rti pro miizku $picka 210 kDa 35 %
doba rozpousténi 18 hodin

Obsah | Obvod | P:[1]
Levy horni por 2,421 8,575 1,90
Levy dolni por 2,086 6,257 1,17

Pravy horni por 2,882 7,301 1,16
Pravy dolni por 3,144 7,315 1,06

Prlimér 14
Smérodatna odchylka 0,4




Tabulka 9: Naméiené hodnoty obsahu a obvodu p6rt pro miizku $picka 210 kDa 35 %
doba rozpousténi 18 hodin

Obsah | Obvod | P:[1]
Levy horni por 2,026 6,314 1,23
Levy dolni por 2,070 7,152 1,54

Pravy horni pér | 1,999 7,275 1,65
Pravy dolni pér | 2,473 7,161 1,30

Prlimér 1,5
Smérodatna odchylka 0,3

6.3 Vyhodnoceni naristani za hubici

Vyhodnoceni narlistdni za hubici bylo provedeno pro materidly, ze kterych se podatilo
vytisknout mfizku. Stanoveni bylo uskute¢néno v programu ImagelJ. Pro kazdou koncentraci
bylo natoceno kratké video, kde se souvisle vytlacoval material z tiskové hlavy pomoci
jehly, nebo $pic¢ky. Nasledné bylo vytvoreno deset snimkl pro kazdou koncentraci a
probihalo samotné vyhodnoceni, viz (Obr. 16: Nazorna ukazka stanoveni nartstani za

hubic).

Obr. 16: Nazorna ukazka stanoveni narustani za hubici 210 kDa 25 %



6.3.1 Postup vyhodnoceni v programu ImageJ

Ve vzdalenosti 0,5 mm od usti jehly (viz Obr. 16) byla zméfena Sitka vytlacovaného
hydrogelu. Timto zpisobem probihalo vyhodnoceni pro kazdy snimek a kazdou koncentraci,

s jedinym rozdilem, kdy v ptipadé¢ Spicky byl vnéjsi prumér 0,81 mm.

Vzorovy vypocet nartstani za hubici (Ds)

Ds= Narustani za hubici
Dsk= méfena $itka
Doe= nominalni Siika (jehly/Spicky) = 0,41 mm

Tabulka 10: Namétené a vypoctené hodnoty pro jehlu 210 kDa 25 % doba rozpousténi

18 hodin

Dsk [mm] Ds
1 0,54 1,32
2 0,56 1,37
3 0,61 1,49
4 0,4 0,98
5 0,53 1,29
6 0,4 0,98
7 0,43 1,05
8 0,4 0,98
9 0,53 1,29
10 0,4 0,98
Pramér 1,18

Smérodatna odchylka 0,2




Tabulka 11: Namétené a vypoctené hodnoty pro jehlu 210 kDa 35 % doba rozpousténi

18 hodin
Ds [mm] D;
1 0,61 1,49
2 0,62 1,51
3 0,68 1,66
4 0,54 1,32
5 0,58 1,41
6 0,53 1,29
7 0,45 1,10
8 0,54 1,32
9 0,58 1,41
10 0,6 1,46
Pramér 1,4
Smérodatna odchylka 0,16

Tabulka 12: Namétené a vypoctené hodnoty pro Spicku 210 kDa 25 % doba rozpousténi

18 hodin
Dsk [mm] D
1 0,63 1,54
2 0,7 1,71
3 0,74 1,80
4 0,66 1,61
5 0,63 1,54
6 0,68 1,66
7 0,85 2,07
8 1,55 3,78
9 0,71 1,73
10 0,54 1,32
Pramér 1,9
Smérodatna odchylka 0,7




Tabulka 13: Namétené a vypoctené hodnoty pro $picku 210 kDa 35 % doba rozpousténi

18 hodin

Ds [mm] Ds
1 0,73 1,78
2 0,81 1,98
3 0,75 1,83
4 1,39 3,39
5 1,26 3,07
6 0,77 1,88
7 1,45 3,54
8 1,1 2,68
9 0,99 2,41
10 0,71 1,73

Pramér 2,5

Smérodatna odchylka 0,7




7 DISKUZE

7.1 Tokové krivky

Z porovnani vysledki pti koncentraci 25 % a 35 % je patrné, Ze vyssi koncentrace zpusobuje

narust viskozity, coz neni ptekvapivy vysledek vzhledem k literatuie. [49]

Z vysledkt lze fict, ze doba rozpousténi hydrolyzati Zelatiny ma vliv na jejich vyslednou
viskozitu a to takovy, ze ¢im déle probiha rozpousténi tim nizsi viskozity dosdhneme a
naopak. Tento trend lze pozorovat pro koncentraci 25 % i 35 %. Lze usuzovat, Ze toto
chovani je dano pomalym uvoliiovanim fyzikéalnich vazeb mezi molekulami zelatiny. Na
zaklad¢ méfeni bylo zjisténo, ze dostatecny ¢as rozpousténi nelze snadno nahradit zvySenou
teplotou. Pouziti delSiho ¢asu rozpousténi nebylo vyuzito pti vyssSich teplotach v disledku

mozné degradace materialu.

7.2 Extruzni 3D tisk

Vyhodnoceni péri miizek bylo provedeno na zakladé metody, kterou nastinil Ouyang.[48]
V tomto ptipadé byl vyhodnocen parametr tisknutelnosti, P; viz kapitola 6.2.1 Parametry
tisku.

Pr=1 Pr<1 Pr>1

Obr. 17: Ukéazka vyhodnoceni vysledkt P; na dany tvar pori

V ptipadé¢ Obr.12 je vysledny vytisk miizky téméf dokonaly. Pii nanaSeni vrstev
nedochazelo k vyraznému propadnuti spodnich vrstev. V tomto ptipad¢ se P, = 1. Na zéklad¢
vysledku rovnajiciho se jedné miZeme tvrdit, Ze se s timto hydrogelem za definovanych
podminek podafila vytisknout idedlni ¢tvercova miizka. Hydrogel mél idealni podminky

gelovaténi, tzn. doslo k vytlacovani hladkych a rovnomérnych vlaken.



Z Obr. 13 muzeme vidét, ze nanaseni vrstev neni tak plynulé jako v pfipadé Obr. 12, coz
muze byt pfisuzovano nizsi koncentraci, respektive nizsi viskozit€¢. To vedlo k nutnosti
nastavit vyssi rychlost vytlacovani. V disledku silné nanesené vrstvy hydrogelu je viditelné
mirné zborceni spodni vrstvy. Vzhledem k vysledku P; >1,05 mél hydrogel vyssi stupen

gelace, tzn. dochazi k 1améni a tazeni hydrogelu disledkem ¢ehoz je nepravidelnost vldken.

Z Obr. 14 lIze vidét, ze nanesené vrstvy nejsou rovnoméerné navazané na sobe€, coZ je
zpusobeno nanesenim velké vrstvy, kde v ptipad¢ Spicky dochazelo k prudkému vytlacovani
hydrogelu, ktery se nedal tak dobfe redukovat jako v ptipad¢ tisku s jehlou. Vysledek
P:<0,93, na zaklad¢ toho lze usoudit, ze stupen gelovaténi byl nizsi. V disledku nizSiho

stupné dochazelo na $picce k tvorbe kapicek, coz mohlo ptispét k vytvoreni velké vrstvy.

Pii pohledu na Obr. 15 mizeme vidét, ze v piipadé vytlacovani Spickou dochézi jeste
k vétSimu vytlacovani hydrogelu, nez u koncentrace 25 %. Takto mohutné naneseni
hydrogelu zptsobilo propadnuti spodnich vrstev, ¢imz doslo ke snizeni velikosti pori.

Vysledek P >1,4 z ¢ehoz vyplyva, ze stupen gelace byl v tomto piipadé vyssi.

Dale je potfeba upozornit na omezeni hodnoceni tisknutelnosti podle Ouyang a kol.[48]. To
spociva predevsim v tom, Ze tato studie byla provedena na fyzikalnim hydrogelu a jeji zavéry
proto nemusi byt zcela relevantni v chemicky sitovaném systému. Dal$i nevyhodou je fakt,
ze postup vyhodnocuje pouze tii stavy gelu vzhledem k vysledkiim méfeni — nedostatec¢na
gelace, idedlni gelace a nadmérné gelace. Pii pouziti riznych geometrii tiskové hlavy je vSak
potieba pifihlédnout i k pribé¢hu smykového namahéni. Z toho divodu byl parametr P:

doplnén o méteni nardstani za hubici.

7.3 Narustani za hubici

V porovnani naméfenych vysledki pro vytlacovani jehlou oproti Spicce lze fict, Ze v piipadé
pouziti jehly vykazuje hydrogel mensi narust za hubici. Jednim z hlavnich faktort, ktery ma
vliv na vy$§i narust za hubici je jednoznaéné mensi prostor pro relaxaci hydrogelu v ptipade
pouziti Spicky. V piipad¢ Spicky smykové namédhani hydrogelu neustile roste, kdezto
v pripad¢ jehly ma hydrogel vétsi moznost relaxace diky konstantnimu priabe&hu napéti, coz
pravdépodobné zplisobuje jeho nizsi vykazani narustu za hubici. PfestoZe pouZiti jehly vede
k lepsi presnosti vytisku, zaroven dochazi k vy$sSimu smykové napéti na st€nach, coz zvysuje

nebezpeci k poruSeni bunék v pfipadném 3D biotisku.



ZAVER

Pro tuto studii byly k dispozici tfi typy kuiecich Zelatin liSicich se molekulovou hmotnosti.
Z experimentu bylo zjisténo, ze gelaci umoznila vyssi molekulovd hmotnost. Navic bylo
nutno pouzit relativné vysokou koncentraci zelatiny (25 %, 35 %), a nejvyssi z testovanych

objem sitovaciho ¢inidla, tj. roztoku oxidovaného dextranu. Uspé&$né vytvotené hydrogely

byly dale charakterizovany z pohledu aplikace v extruznim 3D tisku.

Zékladni charakteristikou materialu pro extruzni tisk je jeho tokova kiivka. Pii vyhodnoceni
tokovych kiivek bylo zjisténo, Ze Cas rozpousténi zelatiny ma vliv na viskozitu vyslednych
hydrogelti. Cim delsi &as rozpousténi Zelatiny je, tim mensi je viskozita gelu. Zvy3eni teploty
pfi kratSim Case rozpousténi nevede ke stejné vyraznému snizeni viskozity. Viskozitni

kiivky poslouzily k vybéru vhodnych materidlt pro tisk.

Vybrané hydrogely byly pouzity k extruznimu 3D tisku mifizek, a byla vyhodnocena
presnost tisku, a to pomoci parametru tisknutelnosti P;. Nejvyssi presnost tisku vykazoval
hydrogel obsahujici Zelatinu o molekulové hmotnosti 210 kDa 35 %, vytlacovani probihalo
za pomoci jehly. V tomto ptipad€ vysla primérnd hodnota P,=1, coz znaci ideélni stupeii
gelace. Parametr P ma jisté nedostatky, proto bylo navic vyhodnoceno nartstani za hubici.
Bylo prokéazano, ze v piipad¢ vytlacovani hydrogelu pomoci jehly nastdva mensi nartistani
za hubici nez v pifipad¢ vytlaCovani za pomoci Spicky. Pfedpokladanou pficinou je, Ze

v ptipadé€ jehly ma hydrogel vétsi moznost relaxace nez v ptipad¢ Spicky.

V této praci se podatilo uspésné vytisknout hydrogely skladajici se z kufeci zelatiny, které
byly sitované oxidovanym dextranem pomoci Schiffovych bazi. Vzhledem k ptirodnimu
puvodu materidli je pravdépodobné, Ze by se v budoucnu daly vyuzit pro tisk s zivymi
bunikami, coz by rozsifilo moZnosti biotisku. Proto lze na tuto praci navazat dalSim

vyzkumem v této oblasti.



SEZNAM POUZITE LITERATURY

[1]

2]

[3]

[8]

[10]

[11]

“3D  tisk  (technologie, materidly a  pouziti) —  lukashavlina.cz.”

https://lukashavlina.cz/3d-tisk-uvod/ (accessed Jan. 25, 2021).

E. Kluska, P. Gruda, and N. Majca-Nowak, “The Accuracy and the Printing
Resolution Comparison of Different 3D Printing Technologies,” Trans. Aerosp. Res.,

vol. 2018, no. 3, pp. 69—-86, 2018, doi: 10.2478/tar-2018-0023.

T. Coviello, P. Matricardi, C. Marianecci, and F. Alhaique, “Polysaccharide
hydrogels for modified release formulations,” J. Control. Release, vol. 119, no. 1, pp.

5-24, 2007, doi: 10.1016/j.jconrel.2007.01.004.

C. Lee Ventola, “Medical applications for 3D printing: Current and projected uses,”

P T, vol. 39, no. 10, pp. 704-711, 2014.

T. D. Ngo, A. Kashani, G. Imbalzano, K. T. Q. Nguyen, and D. Hui, “Additive
manufacturing (3D printing): A review of materials, methods, applications and
challenges,” Compos. Part B Eng., vol. 143, no. December 2017, pp. 172—-196, 2018,
doi: 10.1016/j.compositesb.2018.02.012.

“OFRIl.com - 3D tisk - 3D scan - 3D model.”
http://3d.ofrii.com/index.php?id=3d_technologie (accessed May 20, 2021).

J. Safka, F. Veselka, M. Lachman, and M. Ackermann, “Rapid prototyping
technology for special pressure vessels,” Mater. Sci. Forum, vol. 919, pp. 222-229,
2018, doi: 10.4028/www.scientific.net/MSF.919.222.

L. N. Y. Cao and D. Y. H. Pui, “Real-time measurements of the particle geometric

surface area by the weighted-sum method on a university campus,” Aerosol Air Qual.

Res., vol. 20, no. 7, pp. 1569-1581, 2020, doi: 10.4209/aaqr.2019.12.0621.

H.Lee, C. H.J. Lim, M. J. Low, N. Tham, V. M. Murukeshan, and Y. J. Kim, “Lasers
in additive manufacturing: A review,” Int. J. Precis. Eng. Manuf. - Green Technol.,

vol. 4, no. 3, pp. 307-322, 2017, doi: 10.1007/s40684-017-0037-7.

L. G. Zhang, J. P. Fisher, and K. W. Leong, “3.2 Definition and Principles of 3D
Bioprinting,” 3D Bioprinting and Nanotechnology in Tissue Engineering and
Regenerative Medicine. Elsevier, p. 58, 2015.

A. Parak, P. Pradeep, L. C. du Toit, P. Kumar, Y. E. Choonara, and V. Pillay,



[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

“Functionalizing bioinks for 3D bioprinting applications,” Drug Discov. Today, vol.

24, no. 1, pp. 198-205, 2019, doi: 10.1016/j.drudis.2018.09.012.

F. R. . Rayleigh, “On the Instability of Jets,” Proc. London Math. Soc., vol. 14, no.
June 1873, pp. 413, 1878.

X. Li et al., “Inkjet Bioprinting of Biomaterials,” Chem. Rev., vol. 120, no. 19, pp.
10793-10833, 2020, doi: 10.1021/acs.chemrev.0c00008.

R. Suntornnond, J. An, and C. K. Chua, “Bioprinting of Thermoresponsive Hydrogels
for Next Generation Tissue Engineering: A Review,” Macromolecular Materials and

Engineering, vol. 302, no. 1. 2017, doi: 10.1002/mame.201600266.

Y. J. Seol, H. W. Kang, S. J. Lee, A. Atala, and J. J. Yoo, “Bioprinting technology
and its applications,” Eur. J. Cardio-thoracic Surg., vol. 46, no. 3, pp. 342-348, 2014,
doi: 10.1093/ejcts/ezul48.

S. C. Ligon, R. Liska, J. Stampfl, M. Gurr, and R. Miilhaupt, “Polymers for 3D
Printing and Customized Additive Manufacturing,” Chem. Rev., vol. 117, no. 15, pp.
10212-10290, 2017, doi: 10.1021/acs.chemrev.7b00074.

L. Ning and X. Chen, “A brief review of extrusion-based tissue scaffold bio-printing,”

Biotechnology Journal, vol. 12, no. 8. 2017, doi: 10.1002/biot.201600671.

S. Derakhshanfar, R. Mbeleck, K. Xu, X. Zhang, W. Zhong, and M. Xing, “3D
bioprinting for biomedical devices and tissue engineering: A review of recent trends
and advances,” Bioact. Mater., vol. 3, no. 2, pp. 144-156, 2018, doi:
10.1016/j.bioactmat.2017.11.008.

A. Atala and J. J. Yoo, Essentials of 3D Biofabrication and Translation. 2015.

I. T. Ozbolat and M. Hospodiuk, “Current advances and future perspectives in
extrusion-based bioprinting,” Biomaterials, vol. 76, pp. 321-343, 2016, doi:
10.1016/j.biomaterials.2015.10.076.

Richards et al., “Hydrogel-based 3D bioprinting: A comprehensive review on cell-
laden hydrogels, bioink formulations, and future perspectiv,” Physiol. Behav., vol.

176, no. 5, pp. 139-148, 2018, doi: 10.1016/j.apmt.2019.100479.Hydrogel-based.

B. Lemons, A. Ratner, F. Hoffman, and J. Schoen, Biomaterials Science An

Introduction to Materials in Medicine, 1 st. San Diego: Academic Press, 1997.



[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

E. M. Ahmed, “Hydrogel: Preparation, characterization, and applications: A review,”

J. Adv. Res., vol. 6, no. 2, pp. 105-121, 2015, doi: 10.1016/j.jare.2013.07.006.

J. Xu, Y. Liu, and S. hui Hsu, “Hydrogels based on schiff base linkages for biomedical
applications,”  Molecules, vol. 24, mno. 16, pp. 1-21, 2019, doi:
10.3390/molecules24163005.

J. Maia, R. A. Carvalho, J. F. J. Coelho, P. N. Simdes, and M. H. Gil, “Insight on the
periodate oxidation of dextran and its structural vicissitudes,” Polymer (Guildf)., vol.

52, no. 2, pp. 258-265, 2011, doi: 10.1016/j.polymer.2010.11.058.

A. Ammar and M. Sherif, “Production of dextrans and their applications in human

health and nutrition— Review,” Eur. Acad. Res., 2016.

“Reaction with Primary Amines to form Imines - Chemistry LibreTexts.”
https://chem.libretexts.org/Bookshelves/Organic_Chemistry/Supplemental Modules
_(Organic_Chemistry)/Aldehydes and Ketones/Reactivity of Aldehydes and Ket

ones/Reaction_with Primary Amines to form Imines (accessed May 20, 2021).

A. K. Yu Shrike Zhangl, “Advancess in Engineering Hydrogels,” Physiol. Behav.,
vol. 176, no. 3, pp. 139-148, 2019, doi: 10.1126/science.aaf3627.Advances.

N. A. Peppas, J. Z. Hilt, A. Khademhosseini, and R. Langer, “Hydrogels in biology
and medicine: From molecular principles to bionanotechnology,” Adv. Mater., vol.

18, no. 11, pp. 1345-1360, 2006, do1: 10.1002/adma.200501612.

A. Basu, K. R. Kunduru, S. Doppalapudi, A. J. Domb, and W. Khan, “Poly(lactic
acid) based hydrogels,” Adv. Drug Deliv. Rev., vol. 107, pp. 192-205, 2016, doi:
10.1016/j.addr.2016.07.004.

J. Lunt, “Large-scale production, properties and commercial applications of poly
lactic acid polymers,” Polym. Degrad. Stab., vol. 59, no. 1-3, pp. 145-152, 1998, doi:
10.1016/s0141-3910(97)00148-1.

T. Casalini, F. Rossi, A. Castrovinci, and G. Perale, “A Perspective on Polylactic
Acid-Based Polymers Use for Nanoparticles Synthesis and Applications,” Front.
Bioeng.  Biotechnol., vol. 7, mno. October, pp. 1-16, 2019, doi:
10.3389/fbi0e.2019.00259.

Z. Bao, C. Xian, Q. Yuan, G. Liu, and J. Wu, “Natural Polymer-Based Hydrogels

with Enhanced Mechanical Performances: Preparation, Structure, and Property,” Adv.



[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

Healthc. Mater., vol. 8, no. 17, pp. 1-11, 2019, doi: 10.1002/adhm.201900670.

J. L. Drury, R. G. Dennis, and D. J. Mooney, “The tensile properties of alginate
hydrogels,” Biomaterials, vol. 25, no. 16, pp. 3187-3199, 2004, doi:
10.1016/j.biomaterials.2003.10.002.

G. A. Di Lullo, S. M. Sweeney, J. Korkko, L. Ala-Kokko, and J. D. San Antonio,
“Mapping the ligand-binding sites and disease-associated mutations on the most
abundant protein in the human, type I collagen,” J. Biol. Chem., vol. 277, no. 6, pp.
4223-4231, 2002, doi: 10.1074/jbc.M110709200.

S. Dinescu, M. Albu Kaya, L. Chitoiu, S. Ignat, D. A. Kaya, and M. Costache,
“Collagen-Based Hydrogels and Their Applications for Tissue Engineering and
Regenerative Medicine,” no. January, pp. 1643—-1664, 2019, doi: 10.1007/978-3-319-
77830-3 54.

S. Petros, T. Tesfaye, and M. Ayele, “A Review on Gelatin Based Hydrogels for
Medical Textile Applications,” J. Eng., vol. 2020, pp. 1-12, 2020, doi:
10.1155/2020/8866582.

P. Mokrejs, P. Mrazek, R. Gal, and J. Pavlackov4, “Biotechnological preparation of
gelatines from chicken feet,” Polymers (Basel)., vol. 11, no. 6, pp. 1-14, 2019, doi:
10.3390/POLYM11061060.

S. Kommareddy, D. B. Shenoy, and M. M. Amiji, “Gelatin Nanoparticles and Their

b

Biofunctionalization,” Nanotechnologies Life Sci., no. September, 2007, doi:

10.1002/9783527610419.ntls0011.

P. A. Janmey and M. Schliwa, “Quick guide Rheology,” Curr. Biol., vol. 18, no. 15,
pp. R639-R641, 2008.

“Jaky je rozdil mezi dynamickou a  kinematickou  viskozitou?”
https://www.cscscientific.com/csc-scientific-blog/whats-the-difference-between-

dynamic-and-kinematic-viscosity (accessed May 10, 2021).
R. Holubova, “Zaklady Reologie a Reometrie Kapalin,” pp. 1-50, 2014.

“Rotacni reometr - Istec CNR.” https://www.istec.cnr.it/en/research/technological-
laboratories/colloidal-property-laboratory-of-interface/rotational-rheometer/

(accessed May 10, 2021).



[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

A. Hill, “Introducing rotational rheology and Kinexus,” Malvern Panalytical, vol.

2017, no. May, 2017.

P.C. Lodge, T.P., & Hiemenz, Polymer Chemistry,2nd ed., vol. 6, no. 11. CRC Press,
2007.

X. Lan, A. Adesida, and Y. Boluk, “Addressing rheological issues at the micro-
extrusion and layerstacking stages of collagen bioprinting,” SSRN Electron. J., no. 10,

pp. 1-91, 2019, doi: 10.2139/ssrn.3455072.

P. Mokrejs, R. Gal, and P. Mrazek, “Biotechnology-based production of food gelatine
from poultry by-products,” CZ 307665, 2019.

L. Ouyang, R. Yao, Y. Zhao, and W. Sun, “Effect of bioink properties on printability
and cell viability for 3D bioplotting of embryonic stem cells,” Biofabrication, vol. 8,

no. 3, 2016, doi: 10.1088/1758-5090/8/3/035020.

GMIA, “Gelatin Handbook,” pp. 1-25, 2012.



SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ABS Akrylonitril-butadien-styren
CAD Computer aided design
FDM Fused deposition modeling
HP Hewlett-Packard

PBS Fosfatovy pufr

PC-ABS Polykarbonéat/akrylonitril-butadien-styren

PEG Polyethylenglykol

PLA Kyselina polymlécna

SLA Stereolitografie

SLS Selektivni laserové sintrovani

uv Ultrafialové (zatfeni)



SEZNAM OBRAZKU

Obr. 1: Schéma fotopolymerace pii SLA [6]....cccuieeiiieeiiieeiieeeie et 12
Obr. 2: Schéma technologie FDM [8] .....coouiiiiiiiiiiiiieiieeitcee ettt 13
Obr. 3: Schématické znazornéni moznosti tisku zaloZzené na vytlaCovani. A-pneumatické
vytlacovani, B-pistove, C-SToubove [18]...cc.iiiiiiiiiiieieeiiee e 16
Obr. 4: Struktura dextranu poukazujici na glykosidické vazby v hlavnim fetézci véetné
moznych mensSich VEtVI TRtEZCT [26] ...oovveeiieiieiiieiieeie ettt 20
Obr. 5: Popis tvorby imint [27].....eeeeeveeeeiieeeiie e e et et teeeevee e e e e sereeesraeeesnneeeeneas 20
Obr. 6: Chemicka struktura Zelatiny[39] .......ccvoeviiiiieiieeieee et 22
Obr. 7: Pribéh smykového napéti pii pouziti jehly a Spicky [46] ...ccoeevveeeeiieeiiieeieeee, 26
Obr. 8 Tiskarna Cellink BioX .......c.coiiiiiiiiieriieieeieeee et 30
Obr. 9 Reometr KINeXUS [44] ....oouiiiiieiie ettt ettt ettt 31
Obr. 10: Zavislost viskozity (pramér ze tfi vzorkl) pti stejné frekvenci pro koncentraci 25 %
(doba rozpousSteni 2,4, 18 NOA.) .....eeeuiiiiiieeeie e 33
Obr. 11: Zavislost viskozity (pramér ze tii vzorkl) pti stejné frekvenci pro koncentraci 35 %
(doba rozpousSteni 2,4, 18 NOA.) .....eeeuiiieiieeeiee e e 34
Obr. 12: Vysledny vytisk miizky na tiskarné Cellink BioX za pomoci jehly 210 kDa 35 %
............................................................................................................................................. 35
Obr. 13: Vysledny vytisk miizky na tiskarné Cellink BioX za pomoci jehly 210 kDa 25 %
............................................................................................................................................. 36
Obr. 14: Vysledny vytisk mfizky na tiskdrné Cellink BioX za pomoci $pi¢ky 210 kDa 25 %
............................................................................................................................................. 36
Obr. 15: Vysledny vytisk miiZky na tiskarné Cellink BioX za pomoci Spi¢ky 210 kDa 35 %
............................................................................................................................................. 37
Obr. 16: Nazorna ukédzka stanoveni nartstani za hubici 210 kDa 25 %........cccceeeeeniennee. 39

Obr. 17: Ukéazka vyhodnoceni vysledkli Pr na dany tvar port..........cccevvveveeninicneencnnnene 43



SEZNAM TABULEK

Tabulka 1: Parametry méfeni tokovych KFiveK........cccveeviieeiiiieieeceeceeeee e 31
Tabulka 2: Slozeni reakénich smési pro tvorbu hydrogel...........ccceeeevierieeiiieniieiieiieeee 32
Tabulka 3: Nastavené parametry pied zahajenim tisku pro uvedené vytisknuté mtizky ....34

Tabulka 4: Namétené hodnoty obsahu a obvodu pori pro miizku jehla 210 kDa 35 % doba

TOZPOUSEENT 18 NOAIN ... .iiiiiiiieiiecee e e e e e e e e e e 37
Tabulka 5: Namétené hodnoty obsahu a obvodu pori pro mtizku jehla 210 kDa 35 % doba
TOZPOUSEENT 18 NOAIN.....iiiiiiiiciie e e e e e eae e e 38
Tabulka 6: Namétené hodnoty obsahu a obvodu porii pro mtizku jehla 210 kDa 25 % doba
TOZPOUSEENT 18 NOAIN ... .iiiiiiiieiie e e et e e eae e e eaee e 38
Tabulka 7: Namétené hodnoty obsahu a obvodu porti pro miizku Spicka 210 kDa 25 % doba
TOZPOUSEENT 18 NOAIN ... .iiiiiiiiiiiecee e e e e e e e e 38
Tabulka 8: Namétené hodnoty obsahu a obvodu porti pro miizku Spicka 210 kDa 35 % doba
TOZPOUSEENT 18 NOAIN.....iiiiiiiiiiiecee e e e e 38
Tabulka 9: Namétené hodnoty obsahu a obvodu porti pro miizku Spicka 210 kDa 35 % doba
TOZPOUSEENT 18 NOAIN.....eiiiiiiiiiiiccee e e et e e e e 39
Tabulka 10: Naméfené a vypoctené hodnoty pro jehlu 210 kDa 25 % doba rozpousténi
L8 MOMII ettt e e e e e e et e e e e e e e e et aaaaeaeeer e ————————aaaaraaa 40
Tabulka 11: Naméfené a vypoctené hodnoty pro jehlu 210 kDa 35 % doba rozpousténi
L8 MOMII ettt e e e e e e et e e e e e e e e et aaaaeaeeer e ————————aaaaraaa 41
Tabulka 12: Naméfené a vypoctené hodnoty pro Spicku 210 kDa 25 % doba rozpousténi
L8 OMII et e e e e e e et e e e e e e e e et —aaaaeaeeer e ————————aaaaraaas 41

Tabulka 13: Namétené a vypoctené hodnoty pro $picku 210 kDa 35 % doba rozpousténi
I8 NOMIN .ttt ettt ettt et e bt ateebeenaeeenne 42



