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ABSTRAKT

Diplomova prace pojednavd o potencidlu technologie 3D tisku v tkanovém
inZzenyrstvi a zdravotnim primyslu. Teoreticka cast této prace seznamuje Ctenare
s pouzivanymi technologiemi aditivni vyroby a moznostmi jejich vyuziti v biomedicing.
Pozornost je vénovana zejména technologii bio-tisku, pouzivanym materialim a konkrétnim
aplikacim. Experimentalni ¢ast se zaméiuje na samotny proces tisku, vybér vhodného
materidlu ajeho naslednou charakterizaci. Prace se zaméfuje na materialy ptirodniho
puvodu, jako jsou bilkoviny (kolagen, zelatina) a polysacharidy (alginat sodny). Ptirodni
materidly se vyznacuji dobrou bio-kompatibilitou, c¢asto nicméné disponuji hor$imi
mechanickymi vlastnostmi. Cést prace se vénuje procesu sitovani danych materiali, ktery

muze mechanické vlastnosti vylepsit.

Kli¢ova slova: aditivni vyroba, bio-tisk, kolagen, Zelatina, alginat sodny

ABSTRACT

The diploma thesis deals with the technologies of 3D printing having the potential of
practical application in tissue engineering and healthcare. Theoretical part of this work gives
a brief overview of the additive manufacturing technologies and their applications in
biomedicine. The focus here is on bio-printing, namely materials that are being used
and application. Experimental part focuses on printing process, selection of suitable
materials and their characterization. Natural polymers such as peptides (collagen, gelatine)
and polysaccharides (sodium alginate) were studied. Natural materials are biocompatible but
may have insufficient mechanical properties. Part of the work is devoted to the process of

crosslinking the materials, thus improving its mechanical properties.

Keywords: Additive Manufacturing, Bio-printing, Collagen, Gelatine, Sodium
Alginate
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UVOD

Aditivni vyroba predstavuje relativné jednoduchy zplsob vyroby vrstvenim
materialu na sebe. Jedna z technologii aditivni vyroby je 3D tisk. Jeho vznik je datovan do
roku 1984. Jednoduchost a financni dostupnost umoziuji jeho pouziti ve vétSiné
pramyslovych odvétvi, od designu k potravindiskému priimyslu, az po vyrobni primysl.
Zdravotni primysl je jednim z odvétvi, jez technologii 3D tisku za¢ind noveé vyuzivat.
V soucasné dobé se pfedevsim zamétuje na tisk kloubnich a kostnich néhrad, chirurgickych
nastrojii, vyukovych modelli a trenazerii pro doktory (studenty). AvSak vySe zminéné
aplikace jsou pouze pocatkem cesty. Potencial 3D tisku spociva v piipravé umélych tkéni
a organu. Tkanové inzenyrstvi patii mezi obory vénujici se této problematice. Nékdo by si
mohl polozit otdzku, z jakého ditvodu je dilezité tisknout organy? Odpovéd’ je jednoducha,
seznam cekatelll na transplanta¢nich listindch je dlouhy. Naopak seznam darcu je pfilis
kratky. Budoucnosti mediciny je lé€ba pacienta na miru, s vyuzitim jeho vlastnich bunék.
Rozsah pouziti tiskovych metod se vztahuje u ¢loveéka na jedenact orgdnovych soustav, dale
na testovani lékatskych postupti a G¢innosti 1é¢iv. V budoucnu by mohlo dojit k zastaveni
provadéni pokusti na zvifatech. V mnohych aspektech jsou vnimany jako nehuméanni.
Komeréné dostupné technologie bio-tisku tvoii vyborny zaklad pro dalsi rozvoj a uplatnéni
vyse zminénych vizi. Nicméné pokud se zamyslime nad komplexnosti a slozitosti lidské
soustavy, je ziejmé, ze uplynou dlouha desetileti, nez budeme schopni vize bio-tisku naplnit.
Soucasné technologie jsou neustdle podrobovany dalSimu vyvoji scilem dosdhnout

co nejvyssi kvality a piesnosti tisku. '

Smyslem této prace je seznamit s hlavnimi technologiemi 3D tisku, které nachazi
uplatnéni ve zdravotnim primyslu a biomedicin€. Dalsi kapitoly jsou vénovany bio-tisku,
konkrétnim aplikacim a pouzivanym materialim. Experimentalni ¢ast diplomové prace
se vénuje vybéru vhodného materialu k tisku. Pfirodni polymerni materidly nabizi mnoho
vyhod, jako jsou biologické rozlozitelnost a biokompatibilita. V rdmci prace se zamétujeme
na pfirodni protein (kolagen, Zelatina) a polysacharid (alginat sodny). Pfirodni polymery
disponuji vyhodami, ale i nevyhodami. Jejich slabina je pfedevs§im niZ§i mechanicka pevnost
ve stavu hydro-gelu, kterd je zapfiCinéna vysokym obsahem vody v jejich struktuie.
Nezbytnosti je spravné sitovani hydro-gelu a vybér vhodného ¢inidla. Hlavnim cilem je

pfipravit vhodny systém material a sitovaci ¢inidlo, jeZ budou vykazovat vhodné vlastnosti
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pro piipravu scaffoldu. To jsou predevSim viskozita systému, mechanické vlastnosti

(schopnost drzet tvar a strukturu), porozita systému a odolnost viiéi difuzi rozpoustédla. '~
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I. TEORETICKA CAST
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1 ADITIVNI VYROBA

Aditivni vyroba, pfedstavuje ¢ast priimyslové revoluce Industry 4,0. Pod samotnym
nazvem aditivni vyroba (AM, additive manufacturing) si lze ptedstavit soubor vyrobnich
technologii, zalozenych na principu sklddani vrstev materidlu na sebe. Timto zplisobem
vznikd kompaktni objekt. Ve vefejném minéni je AM znama, diky technologii 3D tisku.'*
V soucasné dob¢ technologie RP pronikd do vSech odvétvi, piesahuje vEétsi moznosti
nez jen tvorby prototypu pro vyrobu. Oblast pouziti zahrnuje automobilovy primysl,
strojirenstvi, obranny prumysl, design a zdravotni primysl. Mezi nejCastéji pouzivané
materialu k tisku se fadi kovy, keramika, kompozitni materialy a polymery. *> Primyslové
odvétvi aditivni vyroby zazilo tak rychlou expanzi, Ze bylo nutné standardizovat pouzivanou
terminologii, aby nedochazelo ke dvojznaénému vykladu. Dle piesné definice
ISO/ASTM 52900-15 je aditivni vyroba oficialné uznavana definice pro vSechny procesy,
které jsou v protikladu k subtraktivnim procesim. Pod pojmem subtraktivni technologie
si mizeme predstavit procesy zpracovani materidlu postupnym ubirdnim, jako je tieba

obrabéni. 3¢

1.1 Historie

Pocatky 3D tisku sahaji do 90 let minulého stoleti. MySlenka je zaloZena na skladani
materidlu ve vrstvach na sebe, s cilem vytvofit vysledny objekt. Autorem konceptu této
technologie je Charles Hull. Jednalo se konkrétn€ o stereolitografii (SLA), pracujici
s fotopolymery vytvrditelnym za pomoci UV zéafeni. Objev materidlu schopného foto-
polymerizace a vytvoreni tuhé vrstvy se datuje do roku 1984. Dva roky poté si SLA nechal
Charles Hull patentovat. 7 Ve stejném obdobi byla vyvinuta a nasledné patentovana metoda
selektivniho laserového slinovani praski (SLS, selective laser sintering). Princip byl navrzen
Carlem Deckardem. Dalsi technika 3D tisku znama jako modelovani depozici taveniny
(FDM, fused deposition modeling) ptisla v roce 1989, diky vynalezci Scottu Crumpovi. Cca
od roku 2000 doslo k vyrazngjsimu rozsifeni 3D tisku mimo primyslovou sféru mezi tzv.
,hobby uZzivatele, zejména diky niz§im pofizovacim nakladim a tim i dostupnosti 3D
tiskdren a tiskovych materidlti. Zaroven se jednd o obdobi pocatku vyvoje dalSich 3D
tiskaren a novych technik. Dal$im vyznamnym milnikem je pfichod projektu s ndzvem
RepRap, tj. idea 3D tiskarny, kterd je slozena zco moznd nejvétsiho mnozstvi dild

vyrobenych pomoci 3D tisku — ,rodicovska* tiskarna vyrabéjici dily pro dalsi tiskarny.
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Uzivatel si pouze zakupuje licenci. >*1° 3D tisk od po¢atku svého vzniku zasadné ovliviuje
mnoho oblasti v technickych védach, ale v soucasnosti se nasly ptistupy, jak rozsitit aplikaci
3D tisku jako takového i do zdravotnictvi. Jednéd se piedevsSim o tisk biokompatibilnich
materiald a bio 3D tisk. Vroce 2003 byla navrzena technika bunétného bio-tisku,
kterd vychazela ztradi¢ni dvoudimenziondlni inkoustové techniky. Prvni komeréné
dostupné bio-tiskarna na trhu byla Organovo Novogen MMX Bioprinter ™. Tato tiskarna

funguje na principu extruze materialu. %!

1.2 Princip

Jako jiz bylo zminéno, vyroba probiha po tenkych vrstvach (15 az 500 pm),
které jsou tvarovany v roving (x, y). Tteti rozmér (z) vznika sklddanim materidlu na sebe,
proces vyroby se odehrava zdola nahoru. Je nutno podotknout, ze z-soufadnice neni tvoiena
souvislou vrstvou, vybér vhodného typu materidlu, zajistuje spravnou adhezi vrstev.
Aditivni vyroba lze rozdélit do nékolika kroktl, které nasleduji po sobé. Prvni z nich
je vytvoreni modelu pomoci software CAD (computer aided design). Nasleduje vytvoreni
algoritmu tisku za pomoci sliceru. Vysledkem je soubor ve formatu g-kodu, ktery se posle

do tiskarny. Princip bude diikladné&ji popsan v kapitole vénujici se bio-tisku.!*!?

1.3 Vyhody a nevyhody

Technologie aditivni vyroby umoziiuje vytvaret sloZité geometrie bez potieby
rozsahlych a slozitych vyrobnich systémii. Mezi pfednostni vyhody se fadi ptesnost
a reprodukovatelnost. Eliminace mnoZzstvi vzniklého odpadu pii vyrobé, v nékterych
ptipadech miiZe dojit ke snizeni odpadu az o 75 %. Za pomoci technologie AM je moZné
vytvofit odleh¢enou, a presto velmi stabilni konstrukei spliujici pozadovanou funkénost.
Samotny proces vyroby je jednoduchy, nenarocny na obsluhu. Aditivni vyroba ma pievazné
uplatnéni v malosériovych procesech, kde dochéazi k vyrazné uspoie finan¢nich nakladt
spojené s nakupem drahych nastrojii a forem. Tato technologie ma rozséhlou oblast pouziti

od vyroby prototypu pro vyrobu, az k p¥ipravé zdravotnich potieb. >*13

Nevyhody aditivni vyroby spocivaji v rychlosti vyroby produktu v porovnani
s konven¢nimi metodami, na zdkladé toho je jeho uplatnéni pfevazné v tvorbé prototypti
a malosériovych vyrobcich. Dalsi problém 3D tisku je snizend adheze mezi vrstvami

ve smeru 0sy z, jez neni spojity. To zhorSuje mechanické vlastnosti vyrobku, pfitomnosti
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rezidudlnich napéti. Piesnost vyrobku je déna nastavenymi parametry, jako je tloustka

vrstvy a kvalitou 3D tiskarny. 2°

1.4 Prehled technik

V pribéhu nékolika let zazilo toto odvétvi rychlou expanzi ve vyvoji,
je znamo mnoho desitek komercnich systémtt AM. Ty jsou rozdéleny do sedmi kategorii dle

procesu vyroby a normy upravujici terminologii ISO/ASTM 52900-15. 2314
e Tryskani pojiva (binder jetting):
o 3D printing,
o Ink-jetting,
o S-print,
o M-print.
e Rizena energeticka depozice (direct energy deposition):
o Direct metal deposition,
o Laser deposition,
o Laser consolidation,
o Electron beam direct,

o Melting.

Vytla€ovani materidlu (material extrusion):
o Fused deposition modeling,
o Fused filament fabrication,

o Robocasting.

Tryskéani materidlu (material jetting):
o Polyjet,
o Ink-jetting,

o Termojet.

Slinovani praski (powder bed fusion):
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o Selective laser sintering,
o Selective laser melting,
o Electron beam melting.
e Listova laminace (sheet lamination):
o Laminated object,
o Ultracinic consolidation,

o Manufacture.

e Objemova foto-polymerizace (vat photopolymerization):

o Stereolithography,

o Digital light processing. >
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2 VYBRANE TECHNIKY ADITIVNI VYROBY PRO MEDICINSKE
APLIKACE

2.1 Metody zaloZené na vytlaCovani

Materidlova extruze je znama pod nazvem ME-AM (material extrusion additive
manufacturing). Funguje na principu modelovani 3D objektu z roztavené nebo zmékcené
vrstvy materidlu v rezimu kontinudlniho tisku. Mezi nejznamé;jsi techniku se fadi FDM
(fused deposition modeling), kterd zpracovava piedevsim termoplasty a jejich kompozity.
Scott Crump vymyslel v roce 1989 pravé metodu FDM, jez dala vzniknout spole¢nosti
Stratasys Inc. !> Ve srovnini sjinymi AM technologiemi je konstrukce zafizeni
pro vytlacovani materidlu nenaro¢na a levna. Tyto technologie jsou vhodné pro kombinaci
vice druhli materidlu, za pomoci vétsiho poctu vytlacovacich jednotek. Mezi dalsi zastupce
této skupiny patii extrusion based bioprinting (EBB), zndma i jako mikroextruze.
Tato technologie se neomezuje pouze na termoplastické materialy, ale zahrnuje i zpracovani

dalgich typt materialti jako jsou hydro-gely a pasty. 2416

2.1.1 Fused deposition modeling FDM

Jedna se o prvni nejrozsifené;si aditivni technologii, jez zné kazdy z nas. Dlvod
tak rychlého rozsifeni je nizka cena tiskaren. Princip FDM technologie spoc¢iva v protaZeni
materidlu pfes vyhfivanou trysku. Zde dochazi k zahtivani nad teplotou tani. Zmé&knuty
materidl (viskoelastickd tavenina) je potom tvarny a nanasi se po vrstvach na platformu.
Jednotliveé vrstvy se skladaji na sebe, okamzité za¢inaji tuhnout. Primér vytlaceného vldkna
odpovida tloust’ce trysky, zpravidla 0,4 mm. V piipad¢ tisku komplikovanych tvart
a previsi je nutné soucasné tisknout i podpéry (nosnou strukturu). Které se posléze odstrani
vylamanim, poptipadé rozpusténim. '8 Pro Gsp&$ny proces tisku je nutné spravné nastavit
parametry tisku jako je typ vlakna, teplota, rychlost, rastrovaci thel, orientace, CAD model
a rovnovahu reologie polymerni taveniny. Na zéklad¢ téchto parametru je zpracovatelské
okno termoplastti uzké. Zpracovavaji se predevsim termoplastické materidly s polymernimi
pfisadami, jako jsou plniva, pigmenty, atd. Hlavni nevyhodou FDM technologie
tvoii neschopnost udrzet rovnomérnou disperzi castic plniva ve vytlaovaném vlakné,

moznost zpracovavat pouze ur¢ité druhy termoplasti. 161
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FDM technologie umoziuje tvorbu slozitych objektii s obtiznymi tvary, vysokou

mechanickou pevnosti, tepelnou odolnosti. 2°

Obr. 1. FDM tiskarna navrzenda Scottem Crumpem, skladajici se z vertikalné
posuvné platformy (a), temperované tiskové hlavy (b), tistenym objektem (c),
druhou tiskovou hlavou zajistujici tisk podpér z jiného materialu (d), plnici

zénou materidlem. '

Konstrukce tiskarny se skladd z ramu a drzakt, extrudéru nebo jejich soustavy,
vlakna, tiskové desky (platformy), systému fadi¢l a posuvnych list, motoru zajist'ujici
pohon, topnych téles zajistujici ohfev. |7 Rozliseni tisku v komeréné dostupnych tiskarnach
se pohybuje okolo 100 um. ** U FDM technologie se miizeme setkat se tiemi typy
vytlacovani materialy, a to jsou za pomoci pistu, $neku a struny. Na nasledujicim obrazku

jsou jednotlivé typy technologii znazornény. *
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Obr. 2. FDM typy technologie zpracovani za pomoci pistu (a), filamentu (b) a Sneku
(©.*

2.1.1.1 Vytlacovani materidalu za pomoci pistu

Za pomoci této technologie se zpracovavaji profily (ty€e) zkovového
nebo keramického prasku, kde jako systém pojiv funguji termoplastické materialy
s vysokym stupném plnéni. Tisk materidlu je mozny v okamziku plastikace polymerniho
pojiva. Mékky material se hromadi v zasobniku, posléze se nanasi po vrstvach na platformu
za pomoci mechanicky pohonného systému (pist). Néasleduje proces slinovani vytisténého
objektu, s cilem ziskat lepSi mechanické vlastnosti. Jako prasky se vétSinou pouzivaji

nerezové oceli, karbidy, slitiny hliniku, mé&di, nastrojové oceli, magnetické kovy. +*!

2.1.1.2 Vytlacovani materidalu za pomoci filamentu (viikna)

VytlaCovani vldken a néasledné modelovani je komeré¢né zndme jako technologie
FDM. V soucasné dob¢ lze takovy nézev pouzit i pro jiné technologie aditivni vyroby,
jez vytlatuji materidl. Z tohoto divodu byla zavedena alternativni terminologie,
jako je vyroba taven¢ho vlakna (FFF, fused filament fabrication). Jednd se o jednu
z nejrozsifengjSich technologii vytlacovani. Popularita roste s nizkou cenou tiskaren
a jednoduchosti tisku. Princip technologie spociva ve vytlaCovani vlakna pies trysku,
které je nasledné 1 taveno nad teplotou tani. Zméknuté vldkno se nana$i na platformu
umisténé v komote. Vyhfivand komora je temperovana pod teplotou tani materidlu,
aby dos$lo k ztuhnuti vytisknuté vrstvy. Zaroven teplota musi byt vys§i nez v mistnosti
pro podporu pfilnavosti jednotlivych tisténych vrstev. Tato technologie umoziuje tisk

materialu i bez vyhiivané komory a platformy. **!
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Vlékno je v pribehu tisku taZzeno pies hnaci systémy k trysce, kde je namahano
na tah, stfih a tfenim. Vlakno musi vykazovat pozadované mechanické vlastnosti,
aby nedoslo k poskozeni kontinualniho vlakna v prabéhu tisku. Musi byt zaroven flexibilni
pro moznost navijeni do civek. Pouzivané polymerni materidly: ABS, PLA, ASA, PA, PC

a dalsi. #
2.1.1.3 Vytlacovani materidalu za pomoci Sneku

Existuji materialy, jez neni mozné zpracovavat vySe uvedenymi technologiemi.
Nabizi se, technologie vytlaCovani za pomoci $neku, se schopnosti vyvinut vyssi smykové
sily. Samotny materidl se zpracovava ve form¢ pelet. Rota¢ni Snek usnadnuje pohyb
materialu v komote, jeho taveni a zajiStuje homogenni tok. Zpracovavané materialy

jsou ABS, PEKK, PEI, PPS. 4%!

2.1.2 Extrusion based printing EBB

Metoda pracuje v kontinualnim mechanismu, jinymi slovy tiskne material spojité
v jednotlivych vrstvach. Diky zajiSténi neustdlého toku materidlu, se nabizi potencial
pro pouziti v lidském méfitku. Extruzni tisk se pouzivd pro zpracovani termoplastickych
polymert a kompozitnich polymert. Tiskarna se sklada ze zasobniku obsahujici bio-inkoust,
trysky zajist'ujici vytlaGovani materidlu a substratu. "**2° Z hlediska viskozity tisknutelného
bio-materidlu, ma Siroky rozsah pouziti 30 az 6 x 10’ mPas. Diky tomu je mozno tisknout
1 vysoce viskdzni bio-inkousty. Viskozita systému je hlavni klicovy parametru pro tisk. Bio-
inkoust musi byt v kapalné fazi, aby byl tisknutelny a omezil se nezadouci jevy (ucpani
trysky). V pribéhu zpracovani je mozné viskozitu upravit, za pomoci zmény teploty
nebo smykového namahéni. Mezi velké vyhody této metody, patii moznost tisku s vysokou
hustotou bunék, kterd odpovida pfirodnim tkanim. Rychlost zpracovani v pribéhu tisku

je piijatelna, zarovet je zajisténa homogenni distribuce bungk. 7222427

Na druhou stranu 3D bio-tisk pomoci extruze nese 1 ur€ité nevyhody. Jako je rozliSeni
(okolo 100 pm). Rozligeni by mohlo byt vylepseno zmensenim priméru trysky. Cimz dojde
ke sniZzeni Zivotaschopnosti bun¢k. PouZitim bio-inkoustu s vys$si viskozitou, dochazi
k narustu smykového namdhani v pribchu tisku. Vznikajici vysokd smykova sila
by mohla poSkodit buiiky. Dalsim dutlezitym parametrem tisku je tlak v pribéhu
vytlaCovéani. Pouzitim pfili§ vysokych hodnot tlaku, dochazi ke zkreslovani vysledkl

(poruSeni bunéénych membran). Zivotaschopnost buné€k po tisku, zavisi na pouzité viskozité
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bio-inkoust, koncentraci bunék a velikosti priméru trysky. Pfiblizn€ je v rozsahu 40 az 95 %.

V piipadé pouziti vysokého tlaku a smykového namahéni, v prubéhu tisku je platna nizsi

hranice. 7?24

Tato metoda se déli dle typu davkovéani do trysky na pneumatickou (vyuziti

vzduchové sily nebo cerpadla), dalsi metody jsou zalozeny na pouziti mechanické sily

pistovou a $nekovou (§roubovou). 2328

EBB

Pneumaticky
pohon

Pistovy pohon Snekovy pohon

Diagram 1. Schéma metod provedeni pro extruzni metodu bio-tisku (EBB). *3?

U pneumatického davkovani materidlu hnaci silu tvofi tlak vzduchu. Metoda
davkovani mize byt provedena s nebo bez konfigurace ventilu. V ptipad¢ konfigurace
pomoci ventilu, 1ze dosdhnout vyS$siho rozliSeni. Vzduch zajiSt'ujici pohon samotného tisku
je nutno sterilizovat pro minimalizaci kontaminaci vzorku. Mechanické davkovani materialu
svou povahou provedeni, nabizi moZnost tisku vice viskéznich systémi. Snekové
a pistového davkovani vyuzivd vys§i smykové a normalové sily. Kvili zvySenému
namahani, dochazi k poskozeni bun¢k. Na obrazku uvedeném nize mizeme graficky vidét

jednotlivé metody ddvkovani. 22282

A B C
|

Obr. 3. EBB s pohonem pneumatickym (a), pistovym (b), snekovym (c). >



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 23

2.2 Metody asistované laserovou technologii

Mezi metody asistované laserovou technologii, se fadi slinovani praska — selektivni
laserové slinovani (selective laser sintering SLS). Dale technologie aditivni vyroby
vyuzivajici jevu foto-polymerizace — Stereolitografie (SLA). Technologie zastupujici bio-

tisk lasser assisted bioprinting (LAB). 2?2

2.2.1 Stereolithografie SLA

Stereolitografie je metoda aditivni vyroby vyuzivajici jevu foto-polymerizace.
Na zakladé nekterych publikaci se fadi mezi techniky bio-tisku. SLA technologie byla jedna
z prvnich 3D technologii tisku materialu. !'*° Pracuje s foto citlivymi polymernimi roztoky,
vétSinou na bazi kapalnych pryskyfic. Které vlivem plisobeni svétla, jsou schopny zahajit
polymeracni reakce (sitovani). Pro zajisténi sitovaci reakce pryskyfic s vysokou piesnosti,
je zapotiebi nékolik slozek v kapalné smési. Jako jsou oligomer/monomer, fedidlo, foto-
iniciator, ¢inidlo. Kapalna smés se umist'uje do zasobniku, polohové naprogramovany laser,
pracujici dle algoritmu tisku, skenuje povrch pryskyfice. Tim dochazi k zah4jeni
polymeracénich reakci. Hlavnim projevem je ptechod z kapalného na pevné skupenstvi.
Proces se opakuje vrstvu za vrstvou. Kvalita tisku zavisi na parametrech tisku (intenzita

a expozice laserového paprsku, doba vytvrzovéni, rychlost skenovéni, rozliseni tisku). %%

SLA technika mlZe pracovat ve dvou pohybech platformy, a to shora dolt (top-
down) nebo zdola nahoru (bottom-up). Technologické provedeni jsou znazornéna
na nasledujicim obrazku. Konstrukce tiskarny je tvofena pohyblivou platformou, nadrzku
s kapalnou pryskyfici, zdrojem laserového paprsku. Bottom-up funguje na principu
vytvofeni tenké vrstvy vytvrzené pryskyfice. Stavebni platforma se posune dolu o tloustku
odpovidajici jedné vrstvé. Top-down vyznacujici odliSnou konstrukei a umisténim
laserového paprsku na dno nadrze, vyZaduje se pfitomnost soustavy CoCek a zrcadel
usmérnujici laserovy paprsek. Vytvrzena vrstva pryskyfice je nasledné vyzvednuta. U obou
technik se zminény princip opakuje vrstvu po vrstveé. Existuje nckolik vyhod fadici
technologii provedeni top-down do poptedi. Jedna z nich je bezpecnost prace, eliminaci

rizika zasazeni operatora laserovym paprskem. Proces vytvrzovani probiha v uzavieném
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prostfedi (nadrzce s kapalnou smési). Nedochazi tak k inhibici kysliku béhem foto-
polymerizace. Pryskyfice se doplituji automaticky do zasobniku. *°

A B

Laser S / /,— Pohyblivé platforma l

/ Zasobnik

Sklenéna
deska

Cotka

Zrcadlo D —

—

Obr. 4. Schéma zndzoriujici SLA techniku bottom-up (a), top-down (b). 3°

UV zéfeni patfi mezi nejcastéjsi zdroje laserového paprsku. Pro bio-tisk se jedna
o velkou nevyhodu. Zdroj UV svétla je skodlivy pro bunky, dochézi k trvalému poskozeni
a ztrat¢ zivotaschopnosti. Oblast viditelného svétla neni pro buiky Skodlivd, nabizi
se jako moznost nahrady UV zafeni. Technologie se vyznacuji vysokou kvalitou tisku
a rychlosti. Mnozi védci hledaji kombinace materiall, jez jsou schopny vytvrdit za pomoci
viditelného svétla. Wang a kolektiv vyvinuly smés PEGDA, GeIMA a erosinu Y. Jedna se o
hydro-gel se schopnosti vytvrzeni za pomoci viditelného svétla s minimalnim poskozenim
bungk. ?**! Mezi nejcastéji pouzivané porézni ledeni patii pryskyfice poly-(D,L-laktidové)
a  poly-(D,L-laktid-co-co-kaprolaktom).?> Dals§i omezeni SLA je nedostatek
biokompatibilnich a biologicky rozlozitelnych polymert. Fotocitlivé c¢inidla vétSinou

vykazuji toxické uginky pro buiiky, s neschopnosti tipIného odstranéni nosné struktury. >

Hlavni vyhody SLA je pfesnost a rozliSovaci schopnost. Komeréné dostupné
3D tiskarny pracuji s rozliSenim 50 az 200 pm. V ptipadé SLA je to i pod 20 pm. Vysoka
rozliSovaci schopnost technologie je zprostfedkovana pomoci prostorového a ¢asového
fizeni fotont, cileného zamétrovani paprsku. V ptipad¢ pouziti dvou fotonovych laseru
se posouva rozliSeni tisku na nano-rozmér. Old World Laboratory sestrojili tiskarnu
pracujici s rozliSenim az 100 nm. Absence tiskové hlavy omezuje riziko ucpani. I tato
technologie ma sva omezeni, jako je naptiklad korkové schodisté. Pti¢inou je schopnost
tiskarny vyrabét pouze rovné vrstvy a ostré hrany. V souCasné dobé se toto omezeni fesi
moznosti rotujiciho skenovani laserovym paprskem. Proces tisku je vyrazné zpomalovan

nizkou rychlosti polymera¢nich reakci, diskontinualni povahou procesu. Vyzadujici,
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aby kapalné pryskyftice byla dopliiovana do zasobniku po malych objemech. Diky tomu
se proces tisku jest¢ vice zpomaluje. Samotny vytisknuty povrch neni dostatecné pevny
a musi byt vytvrzen v UV komofte. Jesté pfedtim je nutno zbavit objekt zbytku pryskyfice.
Dalsi nevyhodou je nutnost stavby podpér u komplikovanych modeli, jez se po procesu
vytvrzeni musi vylamat. Z toho plyne, ¢asovd naro€nost technologie tisku. Zaroven

je technologie finan¢né nakladna. 2171930

2.2.2 Selective laser sintering SLS

Zaklady metody selektivniho laserového slinovani, dale uz jen SLS, byly poloZeny
vroce 1989 Deckardem. SLS technika tisku vyuzivd laserového paprsku pro slinovéni
materidlu ve formé praskii. Metoda pracuje na principu nandSeni praSkového materialu
po vrstvach, pficemz béhem nénosu kazdé vrstvy dochézi k procesu slinovani. Proces tisku
je znazornén na obrazku &islo 5. Tloustka jednotlivych vrstev je 100 az 200 um. > Mezi
nejcasteji pouzivané lasery patii CO: s velikosti laserového bodu paprsku 0,1 az 0,4 mm.
Intenzita penetrace laserového paprsku ma vyrazny vliv na kvalitu tisku (pfesnost). Vazebny
mechanismus tvorby vrstev, 1ze rozdélit do tii kategorii. Prvni z nich je solid-slinovani (solid
state sinterig), jednad se o tepelny proces odehravajici se mezi polovinou teploty tani
a teplotou tani daného materialu. Materidly obtiZzné slinovatelné, se zpracovavaji za pomoci
spékani kapalné faze (liquid phase assisted sintering). Kapalnou fazi nebo matrici tvofi
polymerni materidly, jez se postupné rozkladdaji (Casem vymizi). Posledni tfeti kategorie
je plné tani (full melting). Vyuziva se pro kovové a keramické prasky. V jednom kroku
dochazi k plnému roztaveni praSku za pomoci laseru. Tato technologie byva oznaCovana

jako selective laser melting SLM. ¥

Mezi zpracovavané materidly se fadi kovy, keramiky, polymery. Struktura zrn
praskového materialu je kliCovy parametr pro vysledné vlastnosti vyrobku. Jako idedlni
velikost ¢astic se povazuje 10 az 150 um. Piicemz distribuce velikosti ¢astic a procesni
nastavené parametry (tloustka vrstvy, teplota, hustota energie laseru), vyrazné ovliviiuji
pfitomnost rezidudlnich napéti. Dal$im negativnim projevem miiZze byt i porozita,
kterd je zplisobena Spatnym slinutim ¢éstic. Vlivem toho dochdzi ke zhorSovani
mechanickych vlastnosti. V mnohych aplikacich to mize byt vnimdno jako negativum,
nicméné v piipad€ aplikace bio-tisku, miZe byt 1 pozitivum. Tvorba poréznich struktur
je klicova pro oblast pouziti v tkanovém inzenyrstvi. Cilend tvorba poréznich struktur

lze dosdhnout nastavenim rychlosti laserového skenovani. Cim pomalejsi laserové
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skenovéani, tim se prodluzuje doba interakce mezi praskem a laserovym paprskem. Zvysuje
se intenzity slinovani. Naopak pokud proces laserového skenovéani urychlime, snizi
se tak doba slinovani, coz vede k vétsi porozité. Tloustka vrstvy ovliviiuje intenzitu
slinovani. Plati pravidlo, ze pokud bude materidl nandSen v menSich tloustkach, bude
dochdzet k intenzivnéjSimi slinovani praskového materialu. Eliminuji se vznikajici porézni

struktury. 23334

Aplikace techniky SLS ve zdravotnim pramyslu spociva v torbé zdravotnich
nastrojii, implantatu pro pacienta. Zpracovavané¢ polymerni termoplastické materialy
vykazuji amorfni a semi-krystalicky charakter. Vlastnost urcujici pouziti daného
polymerniho materidlu jsou teplota skelného ptfechodu a teplota tani. Z ptirodnich
polymernich materialii se pouziva celuloza, ze syntetickych PCL. Déle se zpracovavaji
keramické materidly ve formé prasku, kase a kalu. Kde muze dochazet k jevu aglomerace.
Jedna se o tvorbu shluku ¢astic, jez maji negativni vysledek na proces slinovani. Patii jsem
zejména bioaktivni keramiky jako jsou hydroxyapatit a kfemicitan vapenaty. Pro tisk je Casto
vyuzivana i samotnd kombinace keramického prasku s polymernim pojivem. Keramicky
praSek mé dominantni zastoupeni. PouZzité polymerni pojivo funguje jako obétni Cast,
ktera se posléze roztavi. Vysledkem je porézni struktura, sloZena pouze ze slinovaného
keramického praSku. Mezi materidly vykazujici vysokou pevnost v tlaku a odolnost
vuci tnave patii kovy. Kovové prasku jsou vybornym zdrojem pro tvorbu biokompatibilnich
nahrad. Ve zdravotnim primyslu se nej€astéji zpracovavaji kovové prasky jako je titan,
tantal a jejich slitiny. Nicmén¢ zde existuje riziko uvoliovani kovovych iontl, jeZ mohou
v téle vyvolavat neZzadouci uCinky. Z tohoto diivodu se kovové implantaty potahuji
bioaktivni keramikou. I v tomto pfipadé€ je tvorba poréznich struktur zadouci, z divodu

odleh¢eni hmotnosti a sniZeni finanénich naklada. 33
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Systém vychylovani paprsku

w. % | Zdroj paprsku
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Systém nanaSeni pragku

7tracen¥ nragek

Obr. 5. Schéma konstrukce tiskdarny SLS. 3*

2.2.3 Laser assisted bioprinting LAB

Laserové asistovany bio-tisk byl pivodné vyvinut pro modelovani kovi (Ag,
BaTi0s3) s vysokym rozliSenim jako technologie SLS. Aplikace spocivala zejména v procesu
vyroby poéitatovych ¢ipti, kondenzatort, rezistorti a obvodovych prvkl pro vodice. 723
V soucasném provedeni technologie LAB vyuziva ptedevS§im bio-tisk. Metoda pracuje
v bezkontaktnim rezimu a bez tryskovém tisku. Cimz se vyhradné li§i od jinych metod.
Absence tiskové hlavy rozsifuje potencial eliminaci negativnich dopadl. Zejména se jedna
0 moznost ucpani tiskové hlavy, nehomogenni tok materidlu a mechanickému namahani
buné&k. Rozsah pouzitych viskozit bio-inkoustd je 1 az 300 mPas. "¢ Vyhody LAB spocivaji
v presném tisku a vysoké rozliSovaci schopnosti. Tisk jedné bunky na produkovanou
kapicku, fadi metodu do poptedi. Pouzivané bio-inkousty mohou diky tomu obsahovat vyssi
hustotu bun€k. Vysokd reprodukovatelnost vzniklych 3D struktur je klicovy parametr
umoziujici aplikaci v biomedicinském inZenyrstvi, jez metoda LAB umoziiuje. %33
Povaha metody a zpisob provedeni, zapficinuji nedostatky u tvorby slozitych konstrukta.
Metoda je vhodna pro modelovani v oblasti bunéénych mikro-prostfedi, jehoz aplikace
metodami. Pfiprava pasku materidlu na tisk je ¢asov€ narocna, avSak samotny vyrobni
proces (tisk) je rychli. V soucasné dobé nejsou provedena diikladné studie o vedlejSich

¢incich laserového paprsku na bufiky. 73+

Konstrukce tiskarny (obr. €. 6) se skladd ze zdroje laserového paprsku, vrstev

zajiSt'ujici pfenos energie laserovych paprski, obsahuji bio-inkoust a substrat zajiSt'ujici sbér



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 28

vznikajicich kapicek bio-inkoustu. Laserovy zdroj generuje zafeni je vysoce
monochromatické a koherentni. Laser umoziluje pracovat v rezimu pulznim
nebo kontinualnim. Princip spoc¢iva, v dopadu laserového paprsku na vrstvu kovového
materidlu (zlato, titan). Jez je potazena tiskovym materidlem umisténym na dné. Kovova
vrstva ma za ukol absorbovat energii dopadajiciho zéfeni a nasledné ji prenaset do vrstvy
materialu obsahujici bio-inkoust. Odpafenim bio-inkoustu vlivem energetického stimulu
dojde k vytvoieni bublinky. Vznikla bublinka nebo kapicka bio-inkoustu, klesa na spodni
sbérnou vrstvu (substrat), kde dojde k procesu sitovani. Tento krok se pravidelné opakuje

za vzniku 3D struktury. 733537

,. ‘__ Zrcadlo

Absorpéni
vrstva

Bio-inkoust —— \©

Vyti§téna
kapicka

Vznikajici
substrat

Obr. 6.Schéma konstrukce tiskarny technologii LAB. 3

Dle provedeni tisku mé tato metoda n€kolik variaci, zahrnujici laserem indukovany
doptedny ptenos LIFT, dale modifikovany AFA-LIFT s absorbujicim filmem, biologické
laserové zpracovani BioLLP, matricové pulzni laserové odpafovani MAPLE DW, laserem

piimé navadéni (navadéni s optickymi vlakny nebo bez nich) LG DW. %3

LAB

LIFT AFA-LIFT BioLP MAPLE DW LG DW

Diagram 2. Schéma metod pro laserové asistovany bio-tisk. %
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2.2.3.1 LIFT (laser induced forward transfer)

Metoda laserem indukovaného doptfedného pienosu, dale uz jen LIFT. Vyuziva
laserové pulzy k odstranéni malého mnozstvi materialu (2 az 1000 pl), naneseného v tenké
vrstve. Vlivem pisobeni laserového pulzu dochéazi k vypuzovani materidlu, bez zmény féaze.
Pfenosova vzdalenost je okolo 100 pm. %340 Syou technikou provedeni ma velkou miru
bunééné smrti vlivem tepelného poskozeni. Zivotaschopnost bunék je pod 85 %. Tepelné
poskozeni se da ovlivnit pouzitym laserem a zejména dobou (nano az femto-sekundy)
vystaveni vysoko energetickému zaieni. Pomoci této techniky se vytvari predevsim senzory,
bio-senzory, kondenzatory a rezistory. Bylo prokdzano, ze za pomoci této techniky je mozno

tisknout i molekuly DNA bez poskozeni s vyuzitim laseru o vlnové délce 248 nm. 23394142

2.2.3.2 AFA-LIFT (absorbing film assisted laser induced forward transfer)

Absorp¢nim filmem asistovana metoda indukovaného dopiedného prenosu, AFA-
LIFT, vznikla modifikaci techniky LIFT. VylepSeni spo¢iva v omezeni miry tepelného
poskozeni materialu. Dle nékterych studii miize dojit k zvySeni teploty vzorku az o nékolik
stovek stupiii celsia. Z toho plyne Ze mira poSkozeni biologického materidlu je vysoka.
Vylepsenim o absorpéni film dochdzi k eliminaci jiz zminéného negativniho jevu. *°
Laserova tiskové paska (vrstva) z prihledného materialu je potaZzena absorpénim filmem
kovu o tloust’ce 50 az 100 nm. Absorpcni vrstva zajiStuje usnadnéni ptrenosu laserového
paprsku, funguje jako takzvana obétni vrstva. Je nutno podotknout, Ze vrstva kovového
materidlu muize zplsobovat zvySenou cytotoxicitu. Vlivem pfitomnosti kovovych

nanodastic. 2340

2.2.3.3 BioLP (biological laser printing)

Dalsi modifikaci laserové asistovaného tisku ziskdme biologické laserové zpracovani
BioLP. Jedna se o techniku doptfedného pienosu za pomoci laserovych pulzii. Ter¢ se sklada
ze ti1 vrstev materidlu: UV transparentni vrstvou, tenkym povlakem zajist'ujici absorpci
svétla a biologickym materialem, ktery se bude tisknout. Transparentni (prihlednd) vrstva
ma za kol zaostfeni laserového paprsku spolené s absorpénim povlakem. Jedna se o obé&tni
vrstvy materialu, které podléhaji poskozeni energetickému zateni. Paprsek laserového zareni
je zaostten kamerou, diky tomu jsme schopni pfesné monitorovat proces prenosu v redlném
Case. Stejn¢ jako AFA-LIFT snizuje expozici laserového zéafeni na bio-inkoust pomoci

obétni vrstvy materialu, zajistujici pfenos a snizeni miry poskozeni bungk. >4-4
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2.2.3.4 MAPLE DW (matrix assisted pulsed laser evaporation direct write)

Tyto dvé techniky MAPLE a MAPLE DW jsou Uspésné techniky pro zrealizovani
tisku od biokompatibilnich materiali jako je PEG az po Zivé mikroorganismy. Je svou
technikou provedeni podobny AFA-LIFT. Na rozdil od téhle metody pracuje v oblasti nizko
energetického laserového zafeni. V porovnani s vyse zminénymi technikami vyuziva oblast
vlnovych délek zafeni UV. Interakce mezi laserovym paprskem a bio-materidlem
umoziuje smerové vypousténi materialu, skrze prostory rezervoaru (podpirny material)
na substrat. Pfenos mensiho mnozstvi materidlu a piesnéjsi depozice je hlavnim vylepSenim

technologie. Obétni vrstva materialu neni vyrobena z kovu, ale bio-polymerniho materidlu.
23,46-48

2.2.3.5 LG DW (laser-guided direct write)

LG DW funguje na principu, vznikajiciho laserového paprsku rozptylem svétla
na mikrocasticich a umoznuje tak vznaseni kapi¢ek. Pomoci této metody je mozno tisknout
kapalné a aerosolové suspenze, které vykazuji vétsi index lomu ¢astic nez okolni tekutina.
Za pomoci této metody lze pomérné snadno tisknout vice druhli materidlu, s presnosti
ukladani materidlu + 5 um. Technika vyuZiva nizkoenergetické zafeni, slabé zaostfeny
paprsek v oblasti vinovych délek okolo 800 nm. Technika LG DW miize byt modifikovana
s pomoci navadénim optickych vldken. Laserovy paprsek je spojen s dutym optickym

vlaknem pro zvyseni pracovni vzdalenosti laseru z 300 um na n&kolik mm az cm., 23:4%°

2.3 Metody zaloZené na tryskani materialu

Tyto technologie byly vyvinuty v 90 letech minulého stoleti, funguji na principu
tryskani tekutého nebo polotekutého materialu (pojiva). V ramci této kapitoly se budeme

vénovat technologii droplet based bioprinting (bio-tisku na bazi kapicek).

2.3.1 Droplet based bioprinting DBB

Kapic¢kovy bio-tisk vypuzuje kapicek malého objemu bio-inkoustu z trysky
na substrat. Jedna se o bezkontaktni metodu, kde jednotlivé vrstvy vznikajiciho materidlu
nejsou tvoreny souvisle. Tiskarna se sklad4d ze zasobniku obsahujici bio-inkoust, trysky
zajistyjici vytlacovani materialu a substratu. Miizeme jej rozdélit do dalSich kategorii mezi

néz se fadi inkoustovy tisk (inkjet bioprintig), elektro-hydrodynamicky bio-tisk
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(electrohydrodynamic jetting based bioprinting), akusticky bio-tisk (acustic bioprinting),

mikro-ventilovy nebo pneumaticky bio-tisk (microvalve bioprinting). 23

Bio-tisk na bazi

kapek
I
[ | | ]
. Elektro- . oo,

InkotL:;Eo;/JyI/)bm— hydrodynamicky Akusticky bio-tisk Mlkr;;)v_iir;'lc(llovy
! bio-tisk, EHD
I

| ]
Kontinualni bio- Drop on demand,
tisk, ClJ DOD

— Termicky DOD

Piezoelektricky
DOD

Elektrostaticky
DOD

Diagram 3. Schéma metod pro Bio-tisk na bazi kapek (DBB). %

2.3.1.1 Inkjet printing 1JP

Inkoustovy bio-tisk stoji na po€atku vzniku bunééného tisku, patent pochéazi z roku
2003. Vyvinula se z 2D inkoustové tiskarny. ! IJP nezaji§tuje nepietrzity tok materialu
v jedné vrstve, ale v takzvanych malych kapi¢kach. Tvorba malych kapicek bio-inkoustu
spoc¢iva v neustale se opakujici deformaci tiskové hlavy. I tato metoda si nese urc¢ita omezenti,
jako je Skala pouzitych viskozit. V ptipadé této tiskarny je nutno pouZivat pouze nizko
mechanicky systém zajist'ujici deformaci tiskové hlavy, neni schopen vytlacit material nad
15 mPas. Mohlo by dojit k ucpani tiskové hlavy a v krajnich pfipadech trvalému poskozeni.
Bezpecnostni hranice rozsahu viskozit je pod 10 mPas. Diky tomu je mozno tisknout pouze
bio-inkousty s nizkou hustotou bun€k. Ve srovndni s jinymi tiskovymi metodami je zde

nizkd presnost umisténi kapi¢ek a korekce jejich velikosti. *23° Mezi velké vyhody
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jsou nizké potizovaci naklady. Technika inkoustového bio-tisku umoznuje rychlou vyrobu
s opakovatelnym tvarem, rozliSeni tisku pod 50 um. Samotna zivotaschopnost bun¢k je vétsi
nez 80 %. Vhodna4 je pro tisk konstruktii kostni, chrupavcité, kozni, srdeni a nervové tkané.
22.23.35 Inkoustovy bio-tisk Ize klasifikovat do dvou kategorii, a to continuous inkjet jetting

(C1J, kontinualni inkoustovy bio-tisk) a drop on demand (DOD, kapka na vyzadani). 8223

Continous inkjet jetting C1J

Technika CIJ neboli kontinualni bio-tisk se fadi mezi metody zajist'ujici spojiti tok
materialu. Funguje na principu vypuzovani proudu bio-inkoustovych kapic¢ek. Vznikajici
nestabilitou Rayleigh-Plateau pii natlakovani trysky. Kapic¢ky jsou fizeny pomoci
magnetického nebo elektrického pole. Diky povaze procesu a neschopnosti zajistit stabilni

tok s piesnou kontrolou rozméru, je preferovana metoda drop on demand DOD. 232

Drop on demand DOD

Drop on demand, DOD, pracuje na principu vysilani kapicky bio-inkoustu pouze
na vyzadani nebo spusténi daného mechanismu. V piekladu se tato technika nazyva kapicka
na vyzadani. Kontrola rozméru a umisténi kapicek jsou presnéjsi nez u CIJ. Kvalita tisku
zavisi na tvaru kapky, rychlosti vypuzovani a znalosti tlakového proudu. Dle typu deformace

tiskové hlavy se dale déli na termicky (tepelny), piezoelektricky a elektrostaticky. 2332->4

Termicky DOD (tepelny)

Tepelny inkoustovy bio-tisk funguje na principu ohfivani bio-inkoustu, nasledné
se vytvoii bublinky par. Bublinky pary se rozpinaji a ptekonavaji silu povrchového napéti
bio-inkoust na Spicce trysky. Diky tomuto jevu dojde k vypuzovani jednotlivych kapicek.
Teplota v prib&hu ohievii mize dosahovat 200 az 300 °C. Samotné vystaveni materialu
vysokym teplotdm je okolo mikrosekund. V tiskové hlavé se zvysi teplota o 10 °C. Bylo
prokdzano ze zvysena teplota zplsobuje minimalni poSkozeni z hlediska zivotaschopnosti

bungk. 8%
Piezoelektricky DOD

Piezoelektrickd DOD obsadila dominantni postaveni na trhu. Tato technika vyuziva
zménu napéti pro vytvoreni pruzné deformace v piezoelektrickém materidlu (smrstovani
a expanze). Ten generuje tlakovy pulz v tekuting, nasledné se z tiskové hlavy vypudi kapicka
bio-inkoustu. Tvar kapky lze upravit velikosti aplikovaného napéti na piezoelektricky

material. Dle velikosti deformace, tiskové hlavy se d4 jednoduse ovlivnit parametr velikosti
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vznikajicich kapicek bio-inkoustu. Regulace velikosti kapicek a jejich rychlosti vypuzovani
1ze vylepsit akustickym zafenim v kombinaci s ultrazvukovym polem. Nelinearni hysterezni
chovani vedou k nepfesnostem, nestabilitim a obtiznostem s vykonem. Soucasné modely

hystereze pro eliminaci téchto vad jsou jednoduché pro zachyceni hysterezni dynamiky. 3%

57

Elektrostaticky DOD

Jako alternativa k témto technikam je elektrostaticky DOD, pracujici za pomoci
elektrického pole. V porovnani s tepelnou a mechanickou (piezoelektrickou) deformaci
tiskové hlavy se zde eliminuji nedostatky, jako jsou omezeni velikosti a hustoty tryskového
pole. Pracuje se zde s vysokym napétim, které je prilozeno na vychylujici desticku. Desticka
nasledné méni objem komory, dle velikosti napéti mezi vychylujici destickou a nabijeci
elektrodou. Diky tomuto mechanismu se z trysky vytlacuji kapicky bio-inkoustu. Zatizeni
umoznuje generovat sprej kapicek, kontinualni proud a diskrétni monodisperzni kapicky
materialu. Tisk je ovlivnén fyzikalnich vlastnostmi kapaliny (povrchové napéti, viskozita,

elektricka vodivost). 238
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Obr. 7.Schéma znazornujici technologie CIlJ, DOD (termicky, piezoelektricky,

elektrostaticky). %
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2.3.1.2 Elektrohydrodynamic jetting based bioprinting EHD

Elektro-hydrodynamicky tryskovy tisk, dale uz jen EHD, vyuziva elektrické pole
k vytvareni toku tekutiny pro vzorkovani materidlu na substrat s vysokym rozliSenim.
Funguje na principu aplikace rozdilného elektrického potencidlu mezi kladné nabitou
elektrodou (tryskou) a uzemnénou elektrodou (substratem). Pouzité¢ aplikované napéti
je v rozsahu od 0,5 do 20 kV. V okamziku, kdy aplikovana sila elektrického pole ptekona
viskoelastickou silu bio-inkoust a povrchové napéti, dojde k vypuzovani kapi¢ek. Béhem
tisku jsou na bio-inkoust aplikovany elektrostatické, hydrodynamické a kapilarni sily,
které umoznuji kontrolu nad tryskajicimi kapiC¢kami materidlu. Velikost vypuzovacich
kapicek je v rozsahu n¢kolika mikrometri az nanometri. Diky tomu ma vysoky rozsah
rozliSeni, maximalni dosazen¢ rozliSeni je okolo 100 nm. Elektro-hydrodynamicka tiskova
hlava (tryska) je schopna zpracovavat koncentrovanéjsi suspenze. Bezprostiedné po tisku
neni zivotaschopnost bun¢k ohrozena, nicméné dlouhodobé hledisko ukézalo, Ze tato metoda
muze zivotaschopnost bunék ovliviiovat kvuli pfilozenym vysokym napétim. Dalsi

nevyhoda tohoto tisku je nepfesné umisténi kapicek v prostoru pfi tryskani. 82339-62
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Obr. 8. Schéma zndzornujici technologii EHD. %3

2.3.1.3 Acustic jet printing

Jednd se o novy zplsob akustického bio-tisku, ktery vysel ze techniky DOD.
Akusticky bio-tisku umoziiuje fizené ukladani pikolitrovych mnoZstvi tisténé¢ho materidlu
s velmi pfesnym umisténim. Samotny bio-inkoust je umistén v nadrzce v jejichz stiedu
je umistén akusticky ovladac. Na Spicce trysky je pomoci povrchového napéti udrzovan bio-

inkoust. V okamziku aktivace akustického ovladace, osahujici piezoelektrické médium,
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se za¢nou generovat kruhové akustické viny. Povrchové viny jsou soustfedény do jediného
bodu (tiskové hlavy). Nasledn€, dojde k pfekonani povrchového napéti a vytlaceni bio-
inkoustu. Zivotaschopnost bunék je vétsi nez 90 %. Velka vyhoda této metody je eliminace
stresovych faktorti pro bunky jako jsou vysoka napéti, tlak a teplo. RozliSovaci schopnosti
okolo 40 um a vysoké rychlosti tisku (10 000 kapicek za sekundu). Velikost vznikajicich
kapicek je parametr ovliviiyjici se pouzitou frekvenci a nezavisi na geometrii tiskové hlavy.
Plati pravidlo ¢im vyssi frekvence, tim mensi kapicky. Primér vznikajicich kapicek
je ovlivnén viskozitou bio-inkoustu. V piipad¢é pouziti vysokych akustickych sil dochazi

ke sniZeni Zivotaschopnosti bungk, neni tedy mozné zpracovavat viskdzné&jsi roztoky. 236364

2.3.1.4 Microvalve bioprinting

Mikro-ventilovy nebo taktéz pneumaticky bio-tisk pracuje na principu elektro-
mechanickych mikro ventili. Kapicky jsou produkovany otevirdnim a zavirdnim ventilu
(0, 1 ms) za konstantniho pneumatického tlaku. Kapicky jsou vypuzovany pouze na zaklad¢
napétového impulsu. V okamziku, kdy pneumaticky tlak piekona viskoelastickou silu bio-
inkoust a povrchové napéti na Spicce trysky dojde k vypusténi kapicky. Nabizi fizené
ukladani vrstev materidlu o tloustce 1 az 2 pum, pfesné polohovéani bunck. Diky tomu
je moznost zpracovavat riizné kapalné materialy s viskozitou az 200 Pas. Zivotaschopnost
bunék je vyssi jak 80 %, bunky jsou méné nachylné k poSkozeni diky nizkym hodnotam
pneumatického tlaku. Maximalni mnoZstvi bun¢k je 106 na 1 ml, kvili problémim
se sedimentaci bunék, roste moZnost ucpani tiskové hlavy. Objem kapicek lze upravit

velikosti tlaku a dobou otevieni ventilu. Kontrola velikosti kapi¢ek a Zivotaschopnost bunék

je nizka. 36
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Obr. 9. Schéma zndzorijici pneumaticky (b) a akusticky bio-tisk (a). %
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3 BIO-TISK (BIO-PRINTING)

Smysl bio-tisku spociva v tvorbé podpiirného materialu scaffolda (IeSeni) pro bunky,
které jsou tiStény zaroven s nosnym materidlem. Scaffoldy maji vyznamné uplatnéni v oboru
tkanového inzenyrstvi. Spole¢nym cilem je snaha vytvofit nové tkané, organy, popiipadé i
regenerace jiz poskozenych orgdnl. Za pomoci biologickych a inZenyrskych principt. Pro
vytvoieni nové tkané je nutné poskytnout fyzickou oporu, kterd bude zajistovat vyslednou
interakci s bunikami, tomuto leSeni se fika ,,scaffold. Bio-tisk se fadi mezi metody umoziiuji
vytvofit fizené struktury. 229366-68 Hlayni diivod, pro¢ se zabyvat bio-tiskem je, Ze moznost
transplantace organu od jiného déarce nese sva omezeni a rizika. Transplantace organii
zahrnuje hrozby, jako jsou moznosti odmitnuti imunitniho systému piijemce organti od
darce. Déle je zde malé potencialni riziko nakazy od darce, nebo v nésledujicich dnech po
transplantaci. V neposledni fadé¢ ne vzdy je mozné potfebnému piijemci organ
transplantovat. Bud’ neni prokézana shoda mezi darcem a piijemcem, nebo poptavka po
darcich organu pfevySuje moznosti nabidky. Tkafové inZenyrstvi je jedna z moznych cest,

jak eliminovat jiz zminén4 rizika. 2>

3.1 Tkanové inzenyrstvi

Tkanové inZenyrstvi vyuZzivd poznatki z oboru biologie, fyziky, bio-materiald,
mediciny. SlouZzi pfedev§im k vyvoji biologickych néhrad, jejichZ cilem je plné nahradit
nebo obnovit funkce tkané nebo organu. 222> Zakladnim principem, jak popsat tkafiové
inzenyrstvi je nasledujici cyklus uvedeny na obrazku ¢islo 10. Mizeme zacit osobou, ktera
poslouZi jako zdroj bunék. U této osoby provedeme biopsii a ziskdme tak vzorek pozadované
tkané. Nasleduje izolace ziskanych bunék. Tyto bunky pak déale podstupuji proces kultivace
a proliferace. Cilem v pribéhu kultivace je wvytvofit vhodné prostiedi pro buiky
ve zkumavce, jako jsou v ndsledujicim organismu, kde budou umistény. Béhem kultivace
je bunkdm zajistén optimalni piisun kysliku, zivin a stalé prostiedi (vnitini homeostaza).
Proliferace bunék spociva v mnoZeni a vytvafeni skupin bun¢k s vysokou mitotickou
(bunéénym délenim) aktivitou. Jako dal§i moznost se pak nabizi vzit pfipraveny scaffold
a bunéénou kulturu, kterou se osadi. Nasledné¢ se bunkami osazeny scaffold vlozi
do bioreaktoru. Kde za pomoci mechanickych a ristovych stimulii se vytvoifi pozadovana
tkan. V ptipadé bio 3D tisku se nabizi moznost tisknout bio-material spolecné s buiikami.

Po vytiSténi scaffoldu dochéazi nasledné k procesu kultivace v bioreaktorech za specifickych
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podminek. Jako posledni krok, ktery cely cyklus uzavie je implantace noveé vzniklé tkané

pacientovi. !1:2270-73
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Kultivace bunek

Proliferace bun¢k

Obr. 10. Zdakladni princip tkaiiového inZenyrstvi.”

V tkanovém inZenyrstvi se pouzivaji tfi postupy (strategie) k nahrazeni poskozenych
nebo nefunkénich tkani. Prvni z nich je pouziti odebranych bun¢k, dale nasleduje vyuziti
biokompatibilnich bio-materiald a jako posledni z nich je kombinace dvou ptedchozich.
Posledni strategie je v dneSni dobé hlavnim pfedmétem vyzkumu. Bio-materidl s bunikami
slouzi jako jiz diive zminény scaffold. Kombinace bunék a bio-materialu do scaffoldu se fidi
procesem shora dolti nebo zdola nahoru. V ptipadé shora dolti se bunky osazuji fidce,
je obtizné u této metody zajistit homogenni distribuci bunék. Které nasledné nejsou schopny
vytvofit vhodnou extracelularni matrici (ECM). Naopak je tomu u zdola nahoru,
kde jednotky bunék a bio-materidlu jsou kombinovany za vzniku makro tkéni. Pomoci
pfistupu zdola nahoru je mozno vytvofit spravné prosttedi ECM. Metoda bio-tisku

je zaloZend pravé na ptistupu zdola nahoru. *°

Scaffold zajist'uje vysledny tvar materidlu a oporu pro buiiky, dale obsahuje riistové
faktory pro kontrolu a zvySeni ristu bun€k. Makro a mikro-architektura vysledného
scaffoldu vyrazné ovlivituje biologické procesy, jako jsou migrace a adheze bun¢k, jejich
dal$i mnozeni a udrzeni si diferencované funkce. Na zéklad¢ toho je patrné, ze scaffold musi
vykazovat spravné vlastnosti. Samotné vlastnosti scaffoldu se silné odvijeji od aplikace.
Obecné je lze rozdélit na fyzikalni, transportni (zajisténi dopravy) a biologické vlastnosti.
Mezi fyzikalni vlastnosti se fadi mechanismus tvorby gelu, mechanické vlastnosti scaffoldu
a jeho degradace. 2203666874 Geometrie scaffoldu, zejména zhlediska porovitosti
a propojenosti porti, umoziuje rast bunék a jejich migraci, transport zivin a odpadnich latek.

Zaroven v piipadé dosaZeni piili§ velké velikosti porit mize dojit k vyplaveni buné€k a tim
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se zhorSuji mechanické vlastnosti. Metoda 3D tisku umoziiuje fizenou tvorbu struktury, diky
tomu lze dosahnout vétsi hloubky penetrace bun€k. Mezi sledované mechanické vlastnosti
patii tuhost a pevnost sacffoldu. Tuhost ECM umoziuje reakci na vnéjsi zatizeni za pomoci
zmény prutoku tekutin a signalizaci mezi buiikami. Tuhost je zdvisld na porovitosti
a propustnosti scaffoldu. Zvysujici tuhost systému snizuje pdorovitost a propustnost. Adheze
bunc¢k na scaffold je siln€¢ ovlivnéna topografii (strukturou). Jedna se o vazbu bunky
na ECM, povrch substratu ¢i na jinou buniku. Zajisténi spravné adheze je podstatné, dochazi
k pfenosu a generovani signali mezi buitkami coZ usnadiiuje komunikaci. **” Scaffold musi
spliiovat diilezitd kritéria, jako jsou biokompatibilita pro zajisténi bunécné adheze,
diferenciace a proliferace. Biologickd rozlozitelnost neboli vlastni degradace scaffoldu,
které musi byt v souladu s tvorbou nové tkang. ’® Jedna z cest, jak se inspirovat pii ndvrhu
vhodné struktury sacffoldu a fyzikalnich vlastnosti leSeni je bio-mimeticky pfistup.
Na zakladé spravné struktury scaffoldu muze dojit k zajisténi maximalni interakci mezi
bunkami, podplirnym materidlem a vytvofenim vhodné ECM. Scaffold slouzi jako uméla
ECM tvorici vhodné prostiedi pro pfilnuti, migraci a proliferaci (mnoZeni) bunék, dale
dodava stimuly bunkam k produkci vlastni ECM, pokud by k tomuto jevu nedoslo tento

systém by se zacal rozkladat, 822356669

Je nutno podotknout, Ze soucasné techniky v oblasti tvorby tkanového inZenyrstvi
nejsou schopné téchto struktur dosahnout na irovni nano architektury. Samotné tkanoveé
inZenyrstvi je pouze na zac¢atku své cesty ve snaze vytvofit 3D strukturu. JeZ by byla podobna
nativni forme struktury a schopnosti tvofit celky dle dané hierarchie. Cilem je potom vytvofit

umély organ, ktery bude plnit stejnou funkci. 322-33:66.68.69

3.2 Charakteristika bio-tisku

Bio 3D tisk je aditivni metoda tisku, diky niZ je mozno kontrolovanou vyrobu.
Automatizovany proces je fizeny pocitacem za pomoci dat z digitdlniho modelu. Umoziiuje
prostorovou kontrolu umisténi buné€k, proteinti, DNA, riistovych faktorii a 1é¢iv, pfipadné
dalsich bioaktivnich latek.®®>7""8 Rozdil mezi klasickym 3D tiskem a bio-tiskem,
je ptitomnost zivého systému v tiSt€éném materidlu, jez vyZzaduje zvySena opatieni.
Predevsim se jedna o teplotu, mechanické napéti a naméahani v pribéhu tisku (vysoky tlak,
smykové napéti), pH, biokompatibilita okolniho prostfedi. Bio-inkousty zahrnuji kombinaci
zivych bunék, polymernich materidli, chemickych faktort (ristové faktory), biomolekul.

U klasického 3D tisku tomu tak neni. U téchto metod jsou stéle jisté podobnosti a ptistupy.
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23.24.63 Mezi vhodné substraty pro tisk patii pevné rovinné povrchy, jako jsou Petriho misky,

sklenéné podlozni sklicko, kultiva¢ni desticky. ¢

Na rozdil od jinych metod, zaméfenych na tvorbu scaffoldu jako je litografie,
elektrospinning atd., se bio 3D tisk vyznacuje vysokou flexibilitou z hlediska rozliSeni tisku
od 10 az 1000 pm. Tyto tradi¢ni metody pfipravy struktur pro tkanové inzenyrstvi
jsou vyrazné¢ omezeny kontrolou procesu piipravy, reprodukovatelnosti a piesnosti struktur.
Existuje riziko ztstatku pouzitych rozpoustédel béhem procesu zpracovani, které jsou

ve veétSing piipadu toxické pro bunky. Uméla tkan je nerealistickd z hlediska mikroprostiedi

vvvvvv

9,11,22,23,35

3.2.1 Principy bio-tisku

Hod Lipson zduraznuje deset zdkladnich principt 3D tisku. Diky nim byla snaha
opustit klasickou pfedstavu o tisku. Tyto principy vyrazné snizuji kliCové prekazky
v pribéhu tisku. Formovani zivych tkani za pomoci Lipsonovych principti posunuli bio-tisk.

63

1. Princip: fyzikalni replikace Zivého konstruktu ze souboru digitalniho modelu.

e Bio-tiskdrna pfijimd pocatecni udaje o vyrobnim procesu
z digitalniho modelu. Samotny digitdlni model slouzZi jako uloZzisté

informaci a fidi vyrobni ¢innost.
2. Princip: ptizptisobeni produktu s vysokou rozmanitosti funkci.

e Uzivatele tiskdrny mohou rozhodovat o specifickych vlastnostech

vvvvvv

3. Princip: strukturalné heterogenni produkt zahrnujici vice rozmért.

e Umoziluje tvorbu konstrukci se strukturnimi vlastnostmi lisici
se ve vice jak dvou rozmérech. Aplikace tohoto principu je snaha

napodobit ptirodni tkané a architekturu.
4. Princip: pfesné prostorové vzory.

e Jedna se o schopnost tisku ptesnych prostorovych vzorii ve dvou

a vice dimenzich. ¢
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5. Princip: minimalni manipulace s zivym systémem.

e Jedna se o zajisténi minimalniho mechanického a enviromentalniho
stresu pro zivé biologické systémy, ktery by mohl ohrozit bunky
amolekuly na Zivoté¢ a zahdjit fizenou smrt. Ovliviluje parametr

Zivotaschopnosti bunék. 3
6. Princip: vodivé mikroprostiedi pro bunky pied a po tisku.

e Bunkam musi byt poskytnuto vhodné prostfedi, aby se udrzely
na substratu a nedochazelo k jejich vyplaveni. Nesmi dojit v pribéhu
tisku ke zmén¢ zivotaschopnosti a funkce bunék. V ptipadé nutnosti
tisku, v néhoz prubéhu dochazi ke zménam funkce bunck, méla

by platit snaho o minimalni dopad. %
7. Princip: konstrukce musi byt stabilni pro nasledné operace.

e Tisténi konstrukt musi vykazovat chemickou, mechanickou

a biologickou stabilitu, aby byl pouzit v navazujicich aplikaci.®?
8. Princip: bio-tiskarny s minimalni asistenci obsluhy.

e Stroje by mély byt snadno ovladatelné, vstup operatora do vyroby
by mél byt eliminovan, jelikoz dochéazi k zvySené pravdépodobnosti
chyb. Tiskarna musi byt odolnd, aby bylo moZzné ji instalovat
1 v prosttedi nemocnic, zdivodu ekonomickych scilem snizit

néklady na vyrobu.®
9. Princip: bunéény konstrukt, uméla tkan a organ na pozadani.

e Digitalni technologie umoznujici specifikaci vlastnosti konstrukti
na vyzadani zédkaznika. Jedna se o tisk na mirti omezujici skladovani

vyrobku. ¢
10. Princip: opakovatelna a zajisténa kvalita tisténé struktury.

e Proces bio-tisku musi dosahovat maximalni pfesnosti v prabéhu tisku

a minimdlnich odchylek od digitadlniho modelu. Z hlediska struktury

je nutné zajistit reprodukovatelnost. ¢
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Nékteré soucasné technologie bio-tisku jsou schopny splnit vySe vyjmenované
principy tisku, dale je zde snaha neustale vylepSovat metody tisku. Je otdzka casu

a budoucnosti kdy dojde k sestrojeni tiskarny schopny splnit viech deset principi. ¢

3.2.2 Proces bio-tisku

Obecné se vyrobni Cinnost déli na tfi kroky piedzpracovani (pre-bioprinting),
zpracovani (bioprinting), nasledné zpracovani (post-bioprinting). V ramci kroku
predzpracovani je zde zahrnuto modelovani, vybér bio-inkoustu a metody tisku. Nasleduje
druhy krok samotny tisk, ten mize probihat soucasné se zabudovavanim bunck do vznikajici
konstrukce nebo bez nich. Posledni krok, zahrnuje vyvoj bio-mimetickych struktur,
biologickych a mechanickych (pruznost a pevnost struktury) funkei potiebnych pro zivou
tkan. V ramci posledniho kroku je zahrnuta i kultivace bunék. ® Z hlediska konstrukce bio
3D tiskarny se jedna o mechanickou platformu pracujici ve tiech oséach (x, y, z), ktera tidi
pohyb extrudéru dle nastaveného algoritmu. Algoritmus tisku je vytvofen ndvrhafem a
zpravidla je ulozen ve formatu souboru g-kéd. K tomu abychom vytvoftili soubor g-kodu
pfedchéazi nekolik krokt. Prvni z nich je ziskat model, moznosti jsou rtizné od vytvoteni
modelu ve vhodném softwaru CAD az po ziskani dat z tomografie (CT), magnetické
rezonance (MRI), ultrazvuku a laserového skenovani. Tyto metody ziskavajici data
pfevedena na STL soubor. Ten se nasledné zpracovava v softwaru zvany slicer, cilem
je rozdelit model do jednotlivych vrstev a vytvofit algoritmus tisku. Jedna se o posledni krok,
pii kterém se STL soubor pievede na g-kod, ktery se ndsledné nahraje do tiskarny. G-koéd

obsahuje prikazy urcujici rychlost tisku, procento vyplng, pozadavky na podptrnou strukturu
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a spoustu dalSich. Samotny tisk modelu probiha po jednotlivych vrstvach dle algoritmu.
9,11,22,79
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Obr. 11. Proces bio-tisku zahrnujici predzpracovani, zpracovani a nasledné

zpracovani. 238082

3.3 Soucasnost, vyzvy a budoucnost bio-tisku

Budoucnost této technologie spociva v dostupnosti pro klinickou 1écbu pacienta.
Soucasné technologie v bio-tisku jsou pouze na pocatku vyvoje. Piedchozi pfistupy
v klasickém tkanovém inzenyrstvi, jako je formovani a tvorba poréznich struktur,
nevykazuji schopnost integraci zivych a nezivych bio-materialti do hybridnich struktur. Diky
tomu dochézi k postupu a ptekondni pfedchozich nevyhod, znemoziujici tvorbu umélych
zivych tkani. Znacné Usili je vénovano vyvoji a zlepSovani principil tisku, prokazani jejich
proveditelnosti z hlediska Zivotaschopnosti bunécného systému. Nicméné pro Uspésné
klinické testovani je tfeba prokéazat platnost procesu in vitro (ve zkumavce) a in vivo
(v Zivém organismu) studii. Studie in vivo zahrnuje prokézani funk¢nosti daného scaffoldu
po implantaci. Prokézani platnosti in vivo studie, patfi pravé funkcionalizace téchto struktur,
mezi sledované parametry se fadi hustota bunék, heterogenita, vaskularizace, inervace,
mechanické vlastnosti. Dle vyjadieni mnoha odbornik, nejprve je nutné provést dikladnou

charakterizaci zékladnich procesnich mechanismi s cilem snizit ndklady. 636783
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Tvorba digitalnich modelt organt je klicova pro zrealizovani samotného tisku,
jelikoz data tidi samotny bio-tisk. Vyzvou budoucnosti bude tvorba vhodného softwaru
se schopnosti fidit architekturu a nastroje pro navrh tkanovych a orgdnovych systému. Nové
datové informace musi obsahovat vSechny potiebné informace o zivych systémech. Zejména
informace o umisténi bun¢k, bio-materialu, biologickych molekul v daném névrhu modelu.
Je oCekavatelné, ze takové modely budou komplikované. VSechny nasledné vyrobni operace
musi byt taktéz soucasti digitalniho modelu. Platforma pro softwarovy design ptinese piinos

a aplikaci bio-tisku ve vyzkumu a primyslu. !¢

Dostupnost bio-tisku je ovlivnéna i cenou vstupnich surovin pro zpracovani, a to jsou
pravé bio-inkousty, skladajici se z bio-materialii a dalSich biologickych slozek. Soucasné
pouZivané bio-materialy jsou mnohdy omezené a drahé. Samotné buiiky musi vykazovat
schopnost zapouzdfeni v nosném bio-materidlu a tvorba ECM. Z toho plyne, Ze Skala
pouzitelnych materidlti se opét zuzuje. Nejpouzivanéjsi bio-materialy jsou kyselina poly-
mlécna, kyselina glykolova (PLGA), kyselina ethylen poly-glykol-diacrylatova (PEGDA),
alginat vépenaty a dal$i. Bio-inkousty podstupujici vyvoj musi prokazat schopnost interakce
s bunikami. Déle je potfebné znat jejich reologické, mechanické a biologické charakterizace.
V ptipad€ mechanickych vlastnosti je kliCcovym parametrem elasticky modul. Pokud neni
dostate¢né vysoky dojde k selhani struktury vlivem vlastni deformace. Na zaklad¢ zjisténych
vlastnosti se ur¢i jejich specificka aplikace, pro jaky typ tkané nebo organové soustavy jsou

vhodné. 226383

Samotny tisk materialu mnohdy vykazuje nedostatek pifimého plnéni bunck
muset byt umistény do tiSt€éného materialu, aby bylo zajiSténa nasledna fyziologicka funkce.
Soucasné technologie jsou omezeny parametrem maximalni hustotou bun¢k
pod 10 miliont/ml v bio-inkoustu, protoze by doslo k velkému narustu viskozity
a neschopnosti zajisténi tisku. Pro vytvofeni organu, jako je srdce a jatra, bude tieba
50 az 100 miliéoni/ml. Coz vede k prodlouZeni doby tisku a potencialu narustu rizika usazeni
bunék v komote tiskové hlavy. Rovnomérna distribuce bunék v tis§téném systému je obtizna,
ne-li zcela nemozna. Prednostni uplatnéni zaznamenaji technologie schopny tisknou jednu

nebo dvé buiiky na kapicku. 983
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3.4 Metody bio-tisku

Mezi hlavni metody bio-tisku se fadi EBB (extrusion based bioprinting), DBB
(droplet based bioprinting) a LAB (laser based bioprintign) a SLA (stereolithography).
Kazdd ztéchto technik ma charakteristické vlastnosti a omezeni, zejména se lisi
rozliSovacimi schopnostmi, piesnosti, vyrobniho ¢asu. Kompletni pfehled technik a jejich

dalsich metod, 1ze naleznout v pfiloze &islo 1. 322248485

3.4.1 Srovnani metod

V téhle kapitole jsou srovnany nejCastéji pouzivané techniky bio-tisku. Vybér
vhodné techniky pro 3D bio-tisk zavisi na mnoha faktorech, jako jsou velikost tkané,
citlivost umisténi bunék, bio-materialu a biomolekul. V neposledni fadé na pozadovaném
rozliSeni tisku. Pro dany typ tkané a aplikaci je nutné vybrat spravnou metodu tisku. Hlavnim
souCasnym problémem vytisténych tkani je jejich funkcnost, vétSina z nich je schopna

vykézat pouze jednu z pozadovanych funkei. U nativnich tkani tomu tak neni, ty vykazuji

vice dimenzi funkénosti. Techniky jsou vzijemné srovnany v nésledujici tabulce. '8
Tab. 1.Srovnadni technik bio-tisku EBB, DBB, SLA a LAB. **%
Metoda EBB DBB SLA LAB
tisku
o Technika tisku
o Jednoducha bez vyuziti
tod trysek
metoda o  Tisk materialu 1yse . . i
o Schopnost ] o Doba tisku je o Vysoké
. .. s nizkou L., o
tisknout Sirokou . . nezavisla na rozliseni
o . viskozitou . .
i skalu bio- ) slozitosti o Tisk
Vyhody o o Vysoka rychlost .,
materialt ; struktury materialu
vyroby , ,
o Schopnost L, o Vysoka vV pevneé,
. , o Nizka cena J S .
tisknout vysoké , o, presnost kapalné fazi
. o Vysoké rozliSeni )
hustoty bunék o Vysoka
zivotaschopnos
t bunek
o Neschopnost
zajistit o Toxicita UV o Vysoka cena
nepfetrzity tok svétla pro o Poskozeni
o Plati pouze pro o Spatna tvorba buiky bunék vlivem
Nevyhody viskozni vertikalnich o Poskozeni pusobeni
kapaliny struktur bunék béhem laseru (doba
o  Nizka schopnost procesu pusobeni ns a
tisknout vysokou vytvrzovani 1)
hustotu bunkami
Rychlost o Pomald o Rychla o Rychla o Stredni

Cena o Pfijatelna o Nizka o Nizka o Vysoka
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Metoda

. EBB DBB SLA LAB
tisku
Moznost
vertikalniho o Dobra Slaba Dobra Stfedni
tisku
Zivotasch

tvotasehop (89 +3) % 80-95 % >90 % <85 %
nost bunék
Hustot

ustota o Vysoka Nizk4 Stfedni Stfedni
bunék
RozliSeni o 100 pm 50 um 100 pm 10 pm

~ 7 v
Viskozita 30az6x10 <10 mPa.s Bez limitu 1'az300
mPa.s mPa.s
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4 APLIKACE 3D TISKU VE ZDRAVOTNICTVI

Z hlediska pohledu aplikace ve zdravotnim primyslu se u 3D klasického tisku, tak
1 bio-tisku skryva obrovsky potencidl. V soucasné dobé se pouziva v biomedicinskych
aplikaci (I¢ékatské pfistroje, chirurgické nastroje), protézy, inertnich (pfizpisobenych)
implantat, anatomicky modelti pro chirurgické planovani zakroki, ptipadné vycviku.
Soucasné vyzvy a perspektivy bio-tisku jsou v tvorbé umélych tkani a organii, regenerativni
mediciny. Rozsah pouziti bio-tisku v lidském téle se vztahuje na 11 orgadnovych systémil
(soustav). Bio-tisku mize déale v budoucnu slouzit jako alternativni nahrada spojena
s testovanim lékatskych postupti ¢i jinych klinickych testech (testovani Gc¢innosti 1éciva,
toxicita) na zvitatech. 286 Zlepsenim rozliS§enim a kvality tisku dochézi k vyvoji novych
konstrukci s cilem pfesnéji napodobit nativni organy. Ve vétSin€é odbornych publikaci
a ¢lancich se mluvi o budouci aplikaci tisku, jako je tvorba umélych zivych organti. Nicméné
je tfeba znovu zdiraznit, Ze z4dnd z uvedenych technik v této praci neumoznuje prozatim
produkci komplikovanych syntetickych tkani. Soucasna aplikace 3D tisku spociva v tvorbe
modelll organii umoziujici Skoleni zdravotniho personélu a pochopeni ptipadné vyvojové
vady nebo nemoci pacienta. Testovani 1é¢iv a nemoci v oblasti patofyziologie jsou nova
odvétvi, kde dochazi k zavadéni téchto technologii. Dle odhadu uplynou dlouha desetileti,
nez budeme schopni transplantovat sloZzitéj$i organy jakou jsou plice a jatra, které¢ byly

vytvoreny 3D tiskem pacientovi na miru. >

4.1 Medicinské aplikace klasického tisku

Jednou z aplikaci klasického tisku ve zdravotnim primyslu zahrnujici metody jako
je FDM, SLS je ptiprava lékatskych nastroji, implantat.'*%” V roce 2008 byla vytisténa
prvni protéza FDM technologii. Ukdzkovy ptiklad protézy ve tvaru ruky je vidét na obrazku
¢islo 12. 20 Pomoci metod pracujici na slinovani prasku keramik, kovil a polymeru Ize
snadno pfipravit implantaty porézniho charakteru. Které posléze mohou sloZit jako nadhrada
kostni tkan€. Na nasledujicim obrazku cislo 12., Ize vidét piiklad vytvotené nahrady za

pomoci technologie SLM, jeZ je odvozena od technologie SLS. ¥’ Za pomoci FDM tisku
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bylo sestrojeno lidské ucho (obr. €. 13.), tento scaffold se skladal z porézniho polyurethanu,

jez vykazoval dobrou flexibilitu, biokompatibilitu s elastickym modulem. *%8

Obr. 12. Protéza pripravend pomoci technologie FDM (leva strana), kloubni nahrada

pripravend pomoci SLM (pravé strana. '*

(a) (b) ©
Obr. 13. Scaffold ucha pripraveny za pomoci FDM, kde (a) scaffold po tisku, (b)

scaffold po osazeni bunkami a transplantaci, (c¢) 12 mésicit po transplantaci.
88

Vroce 2014 bylo za pomoci FDM technologie pfipravena tableta s fizenym
uvolnovanim 1é¢iv. Za pomoci riznych polymernich matric je FDM technologie schopna
ptipravit tabletu s okamzitym a dlouhodobym modifikovanym uvoliiovanim 1é¢ivé latky.
V soucasné dob¢ je nutno jednotlivé tablety potahovat specidlnimi povlaky pro fizeni
uvolnovani 1éciva. V ptipadé FDM technologie tento krok odpadé, proces uvoliiovani 1é¢iva

1ze snadno ovlivnit vybérem vhodného materidlu, parametry nastavené tiskem (zejména
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se jedna o procento vypln¢). Na nésledujicim obrazku Ize vidét srovnani klasické tablety

a vyrobené technologii FDM. 2°

4.2 Aplikace bio-tisku

Obecné lze aplikaci bio-tisku rozdélit na dvé oblasti, prvni z nich je tkanova
regenerace a regenerativni medicina. Druhé odvétvi jsou biomedicinské aplikace, jsem

je zahrnuto produkce a testovani 1é¢iv. 2285

4.2.1 Regenerativni medicina

v

Mezi nejrozsitenéjsi odvétvi bio 3D tisku patfi regenerativni medicina s cilem
vyvinout vhodné scaffoldy pro dané soustavy. Jednim z hlavnich probléml pro vyvoj
soucasnych tkani je zajiSténi spravné vaskularizace systému, od integrace tepen, cév
az vlaseCnic. Mezi nejuspéSngjsi tiSténé tkané patii predevSim ty, co nevyzaduji

vaskularizaci, jako je chrupavd¢ita tkan. 2223898992 ramci této prace se zaméiime na nékteré

vyznamné soustavy jako jsou kostni, svalova, kardiovaskuldrni a nervova.

4.2.1.1 Kostni a chrupavéita tkan

Kostni tkanové inzenyrstvi patii v soucasné dobé k hlavnim vyzkumnym cilim.
Z divodu schopnosti bio-tiskovych metod replikovat anatomickou strukturu. Kost
se vyznacuje vyznamnou vlastnosti samo-regenerace, to vSak plati jen do jisté miry
poskozeni. Proto jsou hojné¢ vyuzivany kostni scaffoldy k regeneraci. Chrupavka je tkan
s nizkym poctem bunék, na zdklad¢ toho je jeji schopnost regenerace dost omezena.
Nicméné nizky pocet bun€k je hlavni vyhoda pro bio-tisk, takovato tkan je snadno
tisknutelnd i z divodu mensi miry vaskularizace. 2*> Prvni implantéty k rekonstrukci skeletu
a regeneraci kosti pfipravené pomoci bio-tisku byly pfipraveny z materidlu na bazi PCL.
Jejich schvaleni probéhlo v roce 2003. Navrh designu a tiSt€énou konstrukci mizeme vidét
na obrazku ¢islo 15. 3% V roce 2011 se védci pokusili o laserovy tisk kmenovych bun&k

diferenciovanych chondrocytli za pomoci technologie LIFT. Tento jeden z prvnich tiskl
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prokazal uspésnost, z hlediska schopnosti bun¢k zivotaschopnosti, zachovani funk¢nosti
a diferenciace bunék. %% Pro vylepSeni vlastnosti pouZivanych hydro-gelu dochazi

ke kombinace materialu jako jsou hydroxyapatit, Zelatina, alginat. *°

Mezi dalsi Gspésné
pokusy se ftadi inkoustovy bio-tisk lidskych chondrocyti v hydro-gelu PEGDMA.
Z hlediska mechanickych a biochemickych vlastnosti se vytisténa konstrukce podobala
nativni chrupavce. Po implantaci vytiSténého konstruktu do defektu kloubni chrupavky byla

pozorovana integrace s nativni tkani. VytiSténa konstrukce chrupavky na obrazku cislo
15 8,86,94

CL
Pluronic F-127

Obr. 15. Pripravené scaffoldy za pomoci technologie bio-tisku (a) chrupavcita tkan **;
(b) model kostni tkané, (c) vytisténa kostni tkan *’; (d, e) model ucha, (f) proces

tisku ucha, (g) vytisténé ucho.””

4.2.1.2 Svalova tkan

Existuji tfi typy svalové tkané a to kosterni, srdecni a hladké svalstvo. Kosterni
svalstvo se upina ke kostem a na zdklad¢ interakce s nervovym systémem a dalSimi nam
umoznuje pohyb. Jedna se o jediny typ svalstva v naSem téle, jez jsme schopni ovladat
vlastni vili. Srde¢ni svalstvo (myokard) se nachdzi v srdci a umoziluje neustalou pulzaci
srdce. Konec¢né hladké svalstvo tvoti stény vnitinich organti. Heterogenita kosterni svalové
tkan¢ je vSeobecné vyzvou pro bio-tisk, zejména pfenos mechanickych stimuld. Za pomoci
metody inkoustového tisku byly vytiStény kmenové svalové builkky mysi. Cilem studie

je vytvoftit prostorové definované vzorce a fizenou diferenciaci kmenovych bunék. Jedna
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se 0 jednu z prvnich zprav o bio-tisku svalovych bunék v roce 2013. Pro tvorbu svalové
tkané se jako podpirny materidl vyuzivd hydro-gel z Zelatiny, kyselina hyaluronova,

fibrinogenu. 2*-%

4.2.1.3 Kardiovaskularni tkan

Kardiovaskularni systém se sklada ze srdce, tepen, cév a vlasecnic zajist'ujici krevni
obéh. Schopnost vytvaret vaskularni prvky v bio-tis§ténych konstruktech jsou omezeny.
Jedna ze slibnych technik umoZznujici vznik cév v tiSténé tkani jsou magnetické nanocastice,
které by byly soucasti bio-inkoustu. Samotna poloha vznikajicich cév by mohla byt fizena
magnetickym polem. Bylo prokazano, ze funkcionalizovana ¢éstice oxidu Zeleza mohou byt
zaclenény do bunék za pomoci endocytdzy. Tato nova inovativni technologie byla nazvana
jako tkanové inzenyrstvi pohanéné magnetickymi silami, v souc¢asné dobé je na pocatku
svého vyzkumu. 23997 Systém piipraveny ze sitovaného alginitu byl vytistén pomoci
technologie bio-tisku (obr. 16.), takto pfipravena trubice o priméru milimetra a délce jeden
metr, vykazovalo podobné prody$né vlastnosti jako cévy. Uspéchem pokusu bylo
vypéstovani hladkého svalstva (koronérni tepny), nicméné védci nebyly schopni zmensit

primér tiSténé trubice. Mimo cévy, tepny a vlase€nice je dalsi oblasti bio-tisku pfiprava

) 23,90,98

srdecnich chlopni (obr. 17

Obr. 16. Pripravené cévy bio-tiskem, kde (a) cévni potrubi o délce 1 m a priiméru

1 mm, (b) zvétseny snimek cévniho potrubi, (c) bunécné médium. 8

(A)

Obr. 17. Bio-tisk srdecni chlopné, kde (a) model chlopné, (b) vytistéeny konstrukt, (c)

osazeni bunécnou kulturou po dobu 7 dni v tubé.
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4.2.1.4 Kozni tkan

U pacienti trpicich na popaleniny a kozni rany chronického typu je ¢asto problém
s pasivnimi obvazy, které poSkozenou oblast pouze piekryji a chrani ji pied vnéjSim
prostiedim. Vytvofenim umélé kozni tkané, jakozto aktivni ochrany poSkozené oblasti, bude
podpoiena adheze, proliferace, migrace bunék a urychleni procesu regenerace. Pro vyrobu
idealnich konstrukt koznich tkani je nutné zajistit vaskularizaci a pigmentaci systému. Mezi
nejcastéji pouzivané a slibné materidlu pro tuto oblast patii kolagen, elastin, fibrin
v kombinaci s lidskymi buitkami. Kompozitni hydro-gel na bazi kolagen-elastin nazvany
MatriDerm® vykazuje slibné vysledky pro 1€cbu popalenin. Jedna se o acelularni nahradu

pokozky umoziujici regeneraci tkani a obnovujici jeji biomechanické funkce. %9219

4.2.1.5 Nervova tkané

Nervovy systém se skladd z mozku, michy, nervové sité zajistuje komunikaci mezi
jednotlivymi organy, jejich fizeni a regulaci. > Nervové butiky a neurony se fadi mezi tkang
s omezeno skoro zadnou schopnosti regenerace. Bio-tisk takové tkané je obrovsky potencial
k 1é€bé nemoci napadajici nervovy systém. Samotny tisk funguje na principu tisku nové
tkan¢, jako takové nebo inervace jiz vytist€éného konstruktu. Nasledné¢ je nutnd implantace
do systému, aby doslo k zaclenéni do nervového systému a propojeni sit€ nervovych vlaken.
Vzhledem k slozitosti nervové soustavy existuje malo studii zabyvajici se touto

problematikou. 233>

4.2.2 Biomedicinské (farmakologické) aplikace

Vyzkum a objev novych 1éCiv patii mezi Casoveé a finanéné nékladné odvétvi. Dle
statistik jen jedna 10 000 vyzkoumanych chemickych entit dosahne schvaleni klinického
testovani. Schopnost pfedvidat ucinnost a toxicitu kandidatu na 1éciva je jedna z aplikaci
bio-tisku. Jelikoz 3D konstrukce mohou napodobit nativni tkan¢, umoziuji tak védciim
ziskat fyziologickou odpovéd’ a odezvu léciv. Aplikace je potom testovani interakci mezi
prislusnymi tkanémi a 1é¢ivy. Bio-tisk umoznuje vyrobu jednoduchych tkani s danou funkci.
3386101 Spole¢nost Organovo predstavila vroce 2014 tisténou tkan jater, nazvanou
exVive3D™. Tato tkan nabizi pouze moZnost pro testovani toxicity 1ékli, komercné

dostupna tkai nebyla prozatim vynalezena. 2%



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 52

5 MATERIALY PRO BIO-TISK

5.1 Materialy pro bio-tisk

Prvni technologie 3D tisku byly navrzeny pro nebiologické aplikace, hlavni
zpracovavané materialy byly kovy, keramiky a termoplastické polymery. Obecné
se pracovalo za vysokych teplot s vyuzitim organickych rozpoustédel a sitovacich ¢inidel.
Vysoké teploty a sitovaci ¢inidla nejsou biokompatibilni s butikami. Hlavni vyzva bio-tisku
byla najit biokompatibilni materidly vhodné pro tisk. Soucasné pouzivané materidly

jsou zaloZeny na ptirodnich polymerech nebo jsou od nich odvozeny. 34

5.1.1 Charakteristika a funk¢énost materialu vhodného pro bio-tisk

Vybér vhodného materialu pro bio-tisk zavisi na nékolika faktorech. Mezi néz se tadi
biokompatibilita materialu, degradacni kinetika a vznikajici vedlejsi produkty, strukturdlni
a mechanické vlastnosti, heterogenita, bio-mimetika materialu, hustota buné¢k, tisknutelnost

materialu, sitovani, vaskularizace, inervace, tepelna stabilita. 3383

Biokompatibilita materialu je schopnost nevyvolat v systému nezddouci a negativni
reakce (toxické uc¢inky, imunogenni odpovédi). Naopak by mél material podpoftit biologické
funkce. Degradac¢ni kinetika je mira ur€ujici tvoru vlastni ECM a vznikajici vedlejsi
produkty rozkladu nesmi byt toxické. Samotna degradace scaffoldu musi probihat stejné
rychle, jako vznikajici nativni ECM. 838490106107 Qerykturdlni (porozita) a mechanické
vlastnosti konstrukce zavisi na aplikaci. TiSténa konstrukce musi byt dostatecné tuha, aby si
udrZela svoji strukturu, ale zaroven porézni. Pro zajisténi spravné vaskularizace, migrace
bunék a jejich pfilnuti je dualezité vytvofit porézni strukturou o dané velikosti port.
Mechanické vlastnosti konstrukce se mohou liSit v zavislosti na teploté a Case. DalSimi
parametry jsou pouzitd koncentrace materidlu pro piipravu hydro-gelu. Je dulezité
si uvédomit, Ze stejny scaffold nebude podporovat riist viech typd bungk, 838490106107 jg_
mimeticky pfistup umoznuje ziskani funk¢ni pfesnosti v tiSténych tkanich a orgénech.
Zejména se jedna o uspotfadani bunck, slozeni ECM, poZadavky na okolni prostiedi.
Pochopeni téchto vlastnosti je dalezité pro zajiSténi proliferace, diferenciace a migrace
bunck. Kazdy orgén v naSem tele obsahuje jiny pocet bunék slozenych z vice typl o rtizné
hustot&. Pro predstavu jitra obsahuji 1,3 x 10® bunék na gram. Je tfeba zajistit replikaci

pozadovanych hustot bun¢k pro danou tkan. Z toho je jasné¢ patrné, ze tento parametr
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je omezen zpusobem a metodou bio-tisku, jelikoz dochézi k vyraznému narustu viskozity

systému a souvisi s tisknutelnosti. 8384106107

Tisknutelnost materidlu je charakterizujici vlastnost materialu urcujici chovani
v prubehu tisku. Tuto vlastnost lze popsat gelaénimi metodami a reologickym chovanim
materidlu. Do jisté miry zavisi na interakci mezi substratem a bio-inkoustem. Vlastnosti jsou
uréeny hydrofilni nebo hydrofobni povahou roztoku. Samotnd adheze mezi materialy
a bunikkami je ovlivnéna povrchovym napétim nosného materialu. Béhem tisku konstrukce
je dulezité zajistit spravné povrchové napéti s cilem udrzet velké kontaktni uhly smaceni
se substratem. Tisknutelnost je dilezity parametr pro vybér vhodné metody tisku, jedna
se predevsim o viskozitu systému a metodu sitovani materialu. Soucasné technologie bio-
tisku jsou znegativnich prichozich jevu pii tisku, omezeny pouze na kapalné
nebo polotekuté materialy. Je tedy nutné spravné fidit kinetiku sitovani téchto roztok.
V uvahu pfipadaji polymerni roztoky, které jsou schopny foto nebo chemicky sitovaci

materiély. 83,84,90,106,107

Vaskularizace, tvorba cévni sité, se fadi mezi dileZzité faktory zabranujici tkanové
smrti. Souvisi 1 transportem Zivin a kysliku. VétSina vzniklych vaskularizaénich siti byla
vytvofena z termoplastickych materiald, které jsou rozpustné ve vode (cukr, vinylalkohol).
Vyznamnym faktorem podporujici vaskularizaci je heterogenita systému. Heterogenita
systému je parametr souvisejici se zajiSténim spravné prostorové orientace biologickych
struktur. Inervace systému zajiSt'uji funkcnost systému a schopnosti vytvofeni a propojeni

o

nervi. 8384106108 Tepelng stabilita je parametr uréujici moznost tisku daného materialu,

nesmi dojit k porueni materialu pfi zvysené teploté v pribéhu tisku. *%1%8

5.1.2 Bio-inkousty

Bio-inkousty jsou materidly sloZeny zmnoha komponent ur¢eny k bio-tisku.
Obvykle je tvofen bunécnym materidlem, aditivy (rGstové faktory, biologické signalni
molekuly), v neposledni fadé podpirnym leSenim. Vlastnosti bio-inkoustu a jeho slozeni
se odviji od pozadované aplikace a metody tisku. "** Nastavené parametry v priibshu tisku,
jako jsou rychlost a teplota ovliviiuji pfeziti bun€k umisténé v bio-inkoustu. V ptipadé
pouziti ptili§ vysokych teplot pro snizeni viskozity systému a zajisténi lepsi tisknutelnosti,
by mohlo dojit k imrti bunck. Stejné je tomu 1 v ptipad€ ptili§ vysokého mechanického

namahéni v pribéhu tisku. Po vytisknuti by mél bio-inkoust podstoupit rychlou gelaci,
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tak aby doslo k minimalnimu ovlivnéni Zivotaschopnosti buné€k a nedoslo k zhrouceni

a ztraty tvaru. 2>1%

5.1.3 Polymerni materialy a hydro-gely pro bio-tisk

Polymerni materidly jsou velké makromolekuly slozené zmnoha opakujicich
se jednotek monomerd védzané kovalentnimi vazbami. Pocet opakujicich se jednotek
v fetézci je dan polymeracnim stupném nebo délkou fetézce. Hydro-gely jsou zakladni
slozky pro bio-inkousty urcené k bio-tisku. Jedna se o vysoce molekuldrni materialy,
které jsou v piimém kontaktu s butkami a udrzuji jejich Zivotaschopnost, podporuji rist
a proliferaci. Hydro-gely jsou povazovany za idealni materidl pro bio-tisk, diky jejich
fyzikalnim a mechanickym vlastnostem, vysokému obsahu vody (az 99 %) a biologické
rozlozitelnosti. Hydro-gely jsou schopny nabobtnat, aby zachytili mnohondsobek
své ptvodni hmotnosti, tvoii hydrofilni sité. Fyzikélni a biochemické vlastnosti siln¢ zavisi
na jejich slozeni, metodach pouzitych pro jejich polymeraci a hustoté vytvorené sité. Tyto
sité jsou tvoreny fyzikalnimi (vratnymi), chemickymi (vratné, nevratné) a biochemickymi
(nevratné) vazbami. Obecné maji tyto hydro-gely Spatné mechanické vlastnosti, které
se vSak daji vylepsit jejich vzdjemnou kombinaci, sitovanim, piidavkem nanocéstic,
zvySovani koncentrace polymeru. Omezenost mechanické pevnosti je zptisobena vysokym
obsahem vody ve struktufe, za mechanicky narocnych podminek dochézi ke konstrukénimu
selhani hydro-gelu. Existuji dva typy polymerniho hydro-gelu pfirodni a syntetické, v bio-

tisku se vétsinou pouzivaji ve vzdjemné kombinaci. *%!10-113

5.1.3.1 Syntetické polymerni materialy

Syntetické materidly nabizi mnoho vyhod, na rozdil od pfirodnich polymernich
materiald, které se vyznacuji tvorbou vhodného prostiedi (ECM). U téch synteticky
pfipravenych lze fidit a pfizpisobit fyzikalni vlastnosti (molekulova hmotnost, distribuce
monomeru, struktura fetézce, geometrie a vétveni) tak, aby vyhovovali konkrétni aplikaci.
Obvykle zlepsuji biokompatibilitu, biologickou rozlozitelnost, mechanické, chemické,
tepelné vlastnosti v jejich vzdjemné kombinaci za tvorby kompozitu. Patii jsem zejména
polyethylen glykol PEG, diky jeho rozpustnosti ve vodé¢. Z hlediska zastoupeni v bio-
inkoustech tvofi pouze 3 % materialu, jelikoz neni schopen vytvatet chemickou a fyzikalni
sit’ pro tvorbu hydro-gelu. Dalsi zastupce syntetickych polymernich material je kopolymer

laktidu a glykolidu v kruhu PLGA, poly-ethyleoxid PEO, poly-¢-kaprolaktan PCL,
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polyvinylalkohol PVA, kyselina polymlééna PLA, methakrylovany hyaluronan HEMA,

polyurethan PU. 74,84,90,110,114

5.1.3.2 Piirodni polymerni materialy

Jedna se o biologicky odvozené materidly, vyskytuji se v pfirod¢ a jsou za pomoci
fyzikélnich nebo chemickych metod extrahovatelné. Pfirodni polymerni materidly maji
vyznamnou vlastnost vétSina znich je rozpustnd ve vod¢. Zejména alginat, zelatina,
fibrogen, kyselina hyaluronova, kolagen. Tyto materidly mohou byt rozpustény
v kultivaénich médii a fosfatovych pufrech, které jsou ptiznivé pro buiiky za vniku roztoku
/ hydro-gelu. Maji slozeni podobné nativnim tkanim zejména biologické a fyziologické
vlastnosti. **!1%113 Mezi ptirodni polymerni materialy pro bio-tisk se fadi proteiny,
polysacharidy, glykoproteiny, proteoglykany. Proteiny, taktéz i bio-polymery, maji vysokou
molekulovou hmotnosti. Jsou soucésti zivého organismu, tvoiené aminokyselinami.
V nasem téle se specializuji jako stavebni prvky (kolagen, elastin), transportni, obranné,
skladovaci, zajidtujici pohyb. !> Glykoproteiny obsahuji v fetézci navazané sacharidy,
kdezto proteoglykany maji v fetézci zabudované glykosoaminoglykany, jejich jadrem
v fetézci zUstava protein. Polysacharidy casto nepfesné oznaovany jako cukry, jsou taktéz
biopolymerni molekuly. Vyznacujici se vysokym poctem monomernich jednotek v fetézci.
Vybrani zastupci téchto skupin jsou uvedeny v nasledujicim diagramu. Ptirodnich
polymernich materidll existuje cela fada, pouze n€které z nich jsou schopny splnit dileZzité

parametry pro bio-tisk, *!10:113
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PFirodni materidly pro bio-tisk

Proteiny Polysacharidy Glykoproteiny Proteolglykany
— Kolagen — Agardza L Mucin — Dekorin
— Zelatina — Chytin —] Lektin —  Syndekan
— Elastin L Kyselina — Transferrin i

hyaluronové —| Versican

— Keratin — Alginat — Nektin
- Aktin - Skrob
— Tubulin _— Celuléza

Diagram 4. Prirodni materidly vhodné pro bio-tisk. **'1"
Kolagen

Kolagen je hlavni strukturalni slozka vSech obratlovci, fadi se mezi glykoproteiny.
Obsahuje malé mnozstvi galaktdzy a glukdzy. Jedna se o slozku kiiZi, Slach, chrupavek, kosti
apojivovych tkdni. Kolagen piedstavuje 25 az 30 % bilkovin v téle. Molekula kolagenu nebo
kolagenovy monomer (tropokolagen) o délce 300 nm, priméru 1,5 nm, s molekulovou
hmotnosti az 300 kDa. Struktura fetézce je tvofena Sroubovicovou spirdlu sloZzenou ze tfi
polypeptidovych fetézct.”+!16-1!18 Obecna aminokyselinovd sekvence fetézce kolagenu
je Gly-X-Y, kde jednotliva pismena znamenaji glycin, prolin a hydroxyprolin. Jsou zde dale
pfitomny 1 dal§i aminokyseliny jako jsou kyselina glutamova, alanin, arginin, kyselina
asparikovd, lysin, serin, leucin, valin, fenylalanin, threonin, izoleucin, histidin,
hydroxylysin, methionin, tyroxin a cystein. Bylo prokézano, Ze tepelna stabilita kolagenu

souvisi s obsahem aminokyseliny pyrrolidinu. Zatimco hydroxyprolin souvisi se stabilitou
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molekuly, diky schopnosti tvorby vodikovych mustkt. Spirala je stabilizovana za pomoci

inter a intra-molekulovych vodikovych muéstki a kovalentnich vazeb. Uplna otocka spiraly

obsahuje 30 aminokyselinovych zbytkd, 74117:118

Gal-Glu

Typ Il
Gal-Glu  Gal-Glu Gal Gal-Glu Gal-Glu

Gal Gal-Glu Gal-Glu Gal-Glu Gal-Glu

Typ 111

o,
o, —
o,

Gal-Glu
Obr. 18. Schéma kolagenu typu I az III. "7

Intenzita sitovani kolagenu zavisi na typu a jeho ptivodu. Existuje ne€kolik typa
kolagenu I az V. Kolagen typu I pochézi z pojivovych tkani, kizi a kosti. Typ II je hlavni
slozka chrupavky, III ma ptivod ve vaskularnich tkani a stfevech. !'® Kolagen vykazuje
amfoterni chovani, to znamend Ze c¢ast postrannich skupin je schopna disociace
jak v alkalickém, tak v kyselém prostiedi. Naboj molekuly se potom méni dle pH prostiedi.
Izoelektricky bod nativniho kolagenu je pfi neutralnim pH. Kolagen je nerozpustny ve vodgé,
ale rozpustny v ziedéné Kkyseliné nebo solném roztoku, jeho rozpustnost se sniZuje
podtem inter a intra-molekularnich vazeb. ''7!!8 Kolagen je schopen denaturace (ztrata
nativni konformace) vlivem tepelného ucinku dojde ke ztraté¢ nativnich vlastnosti.
Produktem je pak Zelatina. Kriticky parametr denaturacni teplota, jejichZ hodnota je urcena
obsahem aminoskupin pyrrolidinu. Nad touto teplotou je ztracena veskera trojita spiralovita
struktura kvili poruseni vodikovych vazeb, které zajistuji jeji stabilizaci. Vysledkem
je Zze molekuly kolagenu a vzniklé Zelatiny existuji v roztoku jako helixy a nahodné civky.
Tento proces miizeme vidét na nasledujicim obrazku, jedna se o vratny d&j. Proces probiha
ve dvou fazi prvni je zborceni spirdlovité struktury kolagenu a vytvoreni statického klubka,
kde jednotlivé ftetézce jsou spojeny. Ve druhé fazi dochazi k rozpojovani téchto
makromolekul na tfi frakce obsahujici fetézce o, B, y. Retézce o maji molekulovou hmotnost

v rozsahu 90 az 110 kDa jedna se o jeden polypeptidovy fetézec. Molekulova hmotnost f3
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fetézcl je vyrazné vyssi 180 az 220 kDa diky doposud spojeni dvou polypeptidovych
fetézcl, pro y fetézce, jez nejsou zmeéneény a zustavaji ve stavu statického klubka je molarni
hmotnost 270 az 300 kDa. Pokud tento roztok ponechame stat pfi nizsi teploté dojde

k ¢asteéné renaturaci, neboli opétovnému vraceni do ptivodniho stavu. 7113

Obr. 19. Denaturace kolagenu (prava strana) na Zelatinu (levd strana). '®

V poslednich letech byl kolagen hojné vyuZzivan pro tvorbu scaffoldu v tkanovém
inzenyrstvi. Jedna se o nativni biomolekulu. ZlepsSuje adhezi, proliferaci a diferenciaci bunék
na poréznim scaffoldu. Velikost vznikajicich pora je vrozsahu 50 az 150 um. Tisk
kolagenovych hydro-gelil je zavisli na rozpustnosti, teplot¢ a samotnému pH roztoku. Pro
dosazeni rozpustnosti kolagenu je nutné pH zvysit nad hodnotu 7, taktéz je nutné zvysit
1 teplotu. Scaffoldy takto pfipravené se vyznacuji dobrou priichodnosti kandlu umoziujici
transport zivin a kysliku. Materidlové sloZeni a struktura je schopna gradientu s pfinosem
vzniku vicero funkci, a v neposledni fad¢ je to ptfimé zaclenéni bunék. Jejich pouziti v bio-
inkoustech je omezeno z diivodu nizké viskozity Cistého kolagenu a rychlosti degradace.
Zména viskozity a snizeni rychlosti degradace lze dosdhnout smichdnim s dal$imi
biopolymery jako je alginat, chytosin, atd. '3 Vlastnosti kolagenu (viskozita systému) lze

vylepsit pomoci chemicky sitovacich ¢inidel. 7

Zelatina

Zelatina je material, ktery se hojné vyuziva od potravinaiského primyslu az po
obalovy priamysl, kosmeticky, farmaceuticky, medicinsky. Diky své Siroké oblasti pouziti
je jednim s vSestrannych biopolymerti. Rostouci zajem o pouziti zelatiny v tkanovém
rozlozitelnost, snadnost manipulace a nizké ndklady. Za pomoci hydrolytické degradace
se od kolagenu (typu I) Ize odvodit Zelatina. Zelatina je p¥irodni protein rozpustny ve vodg,

zatimco kolagen, od kterého je odvozena je nerozpustny ve vode. Hydrolyticka degradace
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spociva v rozbiti trojité Sroubovice polypeptidu kolagenu, ziskem je jedno vldknova
molekula Zzelatiny linearniho charakteru. Timto procesem dojde k vyraznému snizeni
molekulové hmotnosti (100 kDa), zplisobené naruSenim kovalentnich vazeb struktury
kolagenu. Vlastnosti zelatiny siln€¢ zavisi na vlastnostech kolagenu, od kterého
jsou odvozeny. 71E6SSHGISIY Typicks viastnost Zelatiny je prechod sol-gel, zahfatim
dochazi k tani gelu (30 az 34 °C) ptechod na sol a opétovnym chlazenim (28 °C) piechodu
na gel. "7 V chemické struktufe soucasné obsahuje alkalické a kyselé funkéni skupiny
aminokyselin, na zakladé toho je schopna vykazovat amfoterni chovani. Postranni fetézce
obsahuji hydrofilni a hydrofobni aminokyseliny a nabité skupiny. Hydrofobni a hydrofilni
¢asti maji tendenci migrovat smérem k povrchu, dohazi tak ke snizovani povrchového napéti
ve vodnych systémech, diky tomu se vytvaii nabity film. Zelatina se tudiz fadi mezi
povrchové aktivni latky s izoelektrickym bodem 4,8 az 5,5. Aminokyseliny ve struktufe
zelatiny jsou karboxylové kyseliny s primarni aminoskupinou (—NH2). Nejdilezitéjsi jsou
RGD (kyselina arginin-glycin-aspartovd), GXY (glycin, prolin, hydroxyprolin) a MMP
(metaloproteindza) jez podporuji pfipojeni bun€k. Proto je Zelatina pfi bio-tisku vyuzivana,
jedna se asi o 10 % zpouZivanych materiali. Pravé pfitomnost téchto slozek vytvari
pro bunky vhodné ECM prosttedi. Je nutno podotknout Ze aminokyselinové sekvence trpi

rychlej§i degradaci. Zelatina je povazovana za velmi ¢istou formu kolagenu, %%-10%111113.119-
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Obr. 20. Schéma vzorce Zelatiny. '3

Zelatina obsahuje mnoho sekvenci aminokyselin celkem jich je 19. 69 Kvalita
Zelatiny pro danou aplikaci vychazi zreologickych vlastnosti, fyzikalné¢ chemickych
(slozeni, rozpustnost, molarni hmotnost, prihlednost, barva, zapach, chut’). Nicméné hlavni
parametry definujici Zelatinu jsou pevnost gelu a tepelna stabilita (teplota tani a gelovaténi).
Standardizovany test pro charakterizaci pevnosti a tuhost gelu je Bloomiv test, probiha
za piesné definovanych podminek. **!!812! Existuji i ur¢ité nevyhody hydro-gelu na bazi

zelatiny. Mezi néz se fadi nizkd mechanickd pevnost a strukturdlni nestabilita
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za fyziologickych podminek pro buiiky jako je teplota 37 °C. Dochézi tak k rychlému
rozpadu Zelatinového konstruktu pfi kultivaci, je to dano tim, ze vytvorené fyzikalni sité
zelatiny se nad teplotou tani 28 °C rozpadaji. To vede k Gplnému zhrouceni struktury. Proto
je pottebné u zelatinovych hydro-gelu pouzit i jiné sitovaci mechanismy, jako jsou chemické

nebo biochemické. '3
Alginat sodny

Alginat se fadi mezi linearni polysacharidy (biopolymer), jez se ziskavaji z motskych
hnédych tas. Kvalita alginatu zavisi na zdroji motskych fas. Alginat se pouzivd komeréné v
potravinafstvi, kosmetickém prumyslu, farmakologické, primyslu a biomedicingé. Alginat se
vyznacuje dobrou biologickou rozlozitelnosti a biokompatibilitou, avSak se vyznacuji
zhorSenymi mechanickymi vlastnostmi. Sitovani je jedna z cest, jak je vylepsit. Alginat
sodny mé vyznamné vlastnosti jako je rozpustnost ve vod¢, reologické vlastnosti (Zelatinace,
stabilizace disperzi). Vlastnosti se odvijeji od struktury alginatu. Jeho struktura je tvotrena
stitidavymi bloky kyseliny a-l-guluronové (G-lok) a B-d-mannurové (M blok) vazané mezi
sebou vazbou 1—4, spolecné tvoii fetézec. Schéma struktury algindtu lze vidét
na nasledujicim obrazku ¢islo .... Vlastnosti alginatu jsou zavislé mnoZstvi obsahujici Ga M
blokd. Pokud jsou vedle sebe dva G-bloky, vznika tak dira pro navazani dvojmocnych
kationti (Ca**, Ba?", Sr**, Mn?*, Pb*"). Které se nasledné podileji na zprostiedkovani

sitovacich reakci. Molekuldrni hmotnost alginatu se pohybuje okolo 80 az 290 kDa. 122126

M bloky G bloky

CO0H. OO0H H H
b Y Coon B/ 0om
H H H H H H
Obr. 21. Schéma struktury algindtu sodného, tvoreného M a G bloky. 1%

5.1.4 Metody sitovani hydro-gelu

Hydro-gely jako takové nevykazuji vhodné mechanické a reologické vlastnosti pro
bio-tisk, jedna z moznych cest, jak vylepsit jejich vlastnosti je sitovani. ?"'2® Vytvotenim
hustéjsi 3D sité za pomoci ptidavku aditiv (sitovacich ¢inidel) do hydro-gelu je zalozeno
na principech fyzikélnich a chemickych, jeZ mohou a nemusi byt vratného charakteru.

Sitovaci reakce jsou zaloZeny na tvorbé pevnych formaci hydro-gelu, vylepSujici
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mechanické vlastnosti (pevnost v tahu, tuhost), zajiSténim interakci funkénich skupin
(vodikové, iontové vazby) nebo kovalentnich vazeb v polymernich fetézcich. Déle vylepsuje
odolnost hydro-gelu vii¢i enzymatické degradaci a vyssim teplotam. Zesitovany hydro-gelu
roz§ifuje oblast pouziti na in vitro a in vivo aplikace, jelikoz zabrafnuje rychlému rozpusténi

hydro-gelu (polymerni sité) a dochazi tak procesu bobtnani. 12512

Chemicky sit'ovaci gely mohou byt pfipraveny radikdlovou polymerizaci monomeru
o nizké molekulové hmotnosti v pfitomnosti sitovaciho ¢inidla. Nejcastéji studovany hydro-
gelovy systém je pHEMA (poly (2-hydroxyethylmethakrylat)) sitovaci za pomoci ethylen
glykol dimethakrylatu. DalSim systémem umoziujici sitovaci reakce je zprostfedkovan
zapomoci funkénich skupin jako jsou —NH;, —OH, —COOH. Sitovani muize byt
zprostiedkovano za pomoci aldehydd, adi¢nich reakei (typu Michael, Schiffova baze),
kondenzacnimi reakcemi. Déle mize byt pouzito sitovani za pomoci vysoko energetického
zateni, jako je gama nebo svazek elektronového paprsku. Tato technologie sitovani mtize
byt nebezpecna pro bunky, jez jsou soucasti bio-inkoustli. V neposledni tadé jsou
zde zahrnuty 1 enzymatické reakce. V poslednich letech se do poptedi dostava technologie
tvoteni 3D sité za pomoci fyzikalnich vazeb. Pomoci tohoto pfistupu je moznost vyloucit
sitovaci €inidla ze systému, jeZ jsou mnohdy toxicka pro bunécné slozky. Vyuziva se zde
iontovych reakci s uplatnénim vicemocnych iontii v ptipad¢ algindtu se nejvice pouzivaji
Ca?" kationty. Dal$im zistupcem je proces krystalizace, sitovéani za vzniku vodikovych

vazeb a proteinovych reakei. 12512

5.1.4.1 Sit’ovaci cinidlo pro kolagen, Zelatinu

Sitovaci €inidla jsou pouZivana u chemicky sitovacich hydro-gelu, existuje jich cela
fada. Kazdy z nich mé pouziti pro dany typ hydro-gelu a pouZité metody. V ptipadé¢ téhle
prace se zaméfime na hydro-gely na bazi proteinti jako jsou kolagen a Zelatina. Pro tyto
hydro-gely miiZze byt pouZzit jako sit'ovaci ¢inidlo dextran, nebo spiSe jeho oxidovand forma.
Dextran se fadi mezi polysacharidy, jez se vyznacuje ptitomnosti a-1,6 vazeb jeZ umoznuji
vétveni této molekuly. Slou¢enina dextranu lze jednoduse oxidovat pifitomnosti jodistanu
104 ve vodném prostiedi za pomoci dialyzy. Jodistan napadd a-1,6 vazby mezi uhliky Cs
a C4nebo Cs a Co. Béhem reakce dochazi k naruseni jednoduché vazby mezi uhliky. Reakce
je ukoncena etylenglykolu, jez navaze volné zbytky jodistanu. Pro terminaci reakce mohou
byt vyuzity 1 jiné slouceniny. Mira oxidace dextranu je zavislad na Case probihajici reakce

s jodistanem. 12%:130
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Obr. 22. Schéma oxidace dextranu v pozici a-1,6: (a) C3—C4; (b) C3—C2; (c) dvojitd

oxidace. 130
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II. PRAKTICKA CAST
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6 EXPERIMENTALNI CAST

6.1 Cile prace

Hlavnim cilem diplomové prace je pfiprava materidlu pouzitelného pro tvorbu
tzv. scaffoldu metodou 3D tisku. Na takovy materidl jsou kladeny rtizné pozadavky,
napft. biokompatibilita (nizka toxicita), biologickd rozlozitelnost, vhodné reologické
vlastnosti (tisknutelnost, sitovatelnost), mechanické a strukturdlni vlastnosti (pevnost,
porozita). Testovanymi materialy byly alginat, kolagen a Zelatina. Pfipravené materidlové
systémy by mély byt, zpracovatelné metodou mikro-extruze s vyuZzitim pneumatického

pohonu, coz je jedna ze zdkladnich metod bio-3D tisku.

6.2 Alginatové hydro-gely

Kapitola je vénovana ptipravé hydro-gelu z alginatu, jez by mohl slouZit jako bio-
inkoust k bio-tisku. Pozornost je vénovana predevsim zpisobiim sit'ovani alginatu pomoci
ruznych sitovacich ¢inidel, jako jsou chlorid vapenaty a uhli¢itan vapenaty. Jiz z teoretické
¢asti je patrné, Ze se jedna o zplsob fyzikdlniho sitovani (iontovy) s vyuzitim dvojmocnych
kationtti Ca**. Hlavni nevyhoda této metody sitovani, jeZ snizuje potencial tohoto systému
k bio-tisku, je vratnost procesu sitovani. Dana struktura hydro-gelu je nestabilni a zptisobuje
zborceni struktury. Dal$i nevyhoda algindtu spociva v pouzitych sitovacich ¢inidlech,
které jsou pro bunky pravdépodobné toxické a jejich kinetika sitovani je pfili§ vysoka,
sitovani je prakticky okamzité. Vlivem pfili§ velké rychlosti gelovani a narustu viskozity
dochazi k zadrzovani bublinek vzduchu v hydro-gelech. Pfitomné bublinky vzduchu
jsou v piipadé tisku zdrojem nehomogenniho toku materidlu. Samotny tisk, jiz zesitovaného
materialu je mnohdy nemozny, kvili vysoké viskozité systému. V piipadé pfipravy méné
viskézniho systému, se objevuje jiny problém, a to neschopnost drzet tvar, strukturu.
Existuje moznost dodatecného sitovani po vytisknuti, av§ak neni realizovatelna pro vice
vrstvé objekty (dochazi k zborceni struktury jiz pii samotném tisku). V tivahu piichazi
moznost vyuziti specialni tiskové nadoby, sméSovac, jez by zajistil smichani ¢istého alginatu
asitovaciho cinidla v pribéhu tisku. Nicméné neni zajiSténo dikladné promichani
a homogenita systému, finan¢ni ndklady sméSovaci jsou vysoké a jedna se o produkt uréeny
k jednorazovému pouziti. Z téchto divodl nebyly nakonec pfipravené alginatové gely

pouzity pii 3D tisku. Alginatové gely byly charakterizovany z hlediska reologického
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chovani za pomoci rota¢niho viskozimetru. Reologické kiivky se nachazi v kapitole

vénované vysledkam.
6.2.1 Priprava vzorku

6.2.1.1 PouZité chemikdlie a jejich popis

Pro ptipravu alginatového gelu byly pouzity nasledujici chemikalie: alginat sodny
(Manihi, s.r.0.), sitovaci ¢inidla CaCl, a CaCOs; (Sigma-Aldrich), kyselina sirova (Sigma-
Aldrich).

6.2.1.2 Pristroje a pomiicky

V ramci piipravy vzorka bylo pouzito standardni laboratorni sklo, laboratorni vahy

s presnosti £ 0,001 g, mikro-pipety, mixér.

6.2.1.3 Popis pripravy vzorkii, priivodnich jevit a reakci

Ptiprava zesitovaného alginatového hydro-gelu probihala ve dvou krocich. Prvni
z nich obsahuje pfipravu samotného alginatového gelu. Druhy krok spociva v provedeni
sitovacich reakci. Alginat sodny byl navazen s presnosti + 0,001 g na laboratornich vahach.
Nésledné byl rozpustén ve vodném prostiedi (deionizovana voda). V ptipadé potieby
osazeni alginatového gelu bunécnou kulturou je vhodné pro rozpusténi pouZit fyziologicky
roztok. Samotny alginatovy gel se rozpousti pomalu, jedna z cest, jak proces urychlit
je zvysena teplota. V ramci této prace nebyla vyuzita, pro dikladnou homogenizaci byl
vyuzit mixér. V druhém kroku bylo ptidéno sitovaci ¢inidlo CaCl> nebo CaCO3 o molarité
0,1 M nebo 0,01 M. Sitovaci €inidla byla pfipravena ve vodném prostiedi (deionizovana
voda). Pro usnadnéni rozpusténi uhli¢itanu vapenatého, byl roztok mirn€ okyselen kyselinou
sirovou. Do alginatového gelu bylo pfidano dané objemové mnozstvi sitovaciho ¢inidla,
anasledné byly vzorky dikladné promichany. Samotnd sitovaci reakce je pfiili§ rychla
a probiha prakticky okamzit€. V rdmci experimentalni ¢innosti byly pouzity rizné objemové
mnozstvi sitovaci ¢inidel a jejich kombinaci. Jako nejperspektivnéjsi byly vyhodnoceny

nasledujici kombinace (piidavek sitovaciho Cinidla je uveden v objemovych procentech):
e 0,01 M CaCOs 33 vol%
e 0,01 M CaClz 50 vol%

e 0,1 MCaCl, 9 vol%
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e 0,1 MCaCOs3 9 vol%
e 0,1 MCaCOs 5 vol%

Uhlicitan vapenaty, jako sitovaci Cinidlo, vykazoval vyssi efektivitu nez chlorid
vapenaty. Na zaklad¢ toho byl pouzivan v mensich objemovych mnozstvich nez chlorid
véapenaty. Proces sitovaci reakce probiha nasledujicim mechanismem. Retézec alginatu
sodného je tvoien glukuronovou kyselinou obsahujici sodné ionty, ty jsou béhem sitovaci
reakce vyménény a nahrazeny véapenatymi dvojmocnymi ionty. Nasledkem toho vznika
charakteristicka struktura popsana modelem ,, egg-box “. Vapenaté ionty se pirednostné vazi
na bloky kyseliny o-1-guluronové (G-bloky). Bloky se mezi sebou nasledné spojuji za

vzniku gelové sité. Na obrazku uvedeném nize, lze vidét schéma modelu.!?*124

\

&
CH

Obr. 23. Egg-box model algindtu s vapenatymi ionty '%

6.3 Hydro-gely kolagenu a Zelatiny

Jako material pro ptipravu 3D-tiSténych scaffoldu slouZily krali¢i kolagen, hovézi
kolagen a farmaceuticka Zelatina, jez byly sitovany za pomoci oxidované formy dextranu a
amoniaku. Ptiprava oxidované formy dextranu byla popséana v teoretické Casti. V ramci této
kapitoly bude dukladné popsana piiprava vzorkd. Déle se budeme vénovat procesu

a parametrim tisku, 2130

6.3.1 Priprava vzorki

6.3.1.1 Pouzité chemikalie a jejich popis

Mezi pouzité chemikalie se fadi kolagen, farmaceuticka zelatina, 25 % amoniak,
sitovaci Cinidlo dextran v oxidované formé&, PBS roztok. PouZivany druh kolagenu byl

typu . Kolagen byl ziskdn od vyrobce Tanex Vladislav a.s., pfedevSim je urcen
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pro prumyslové (technické) zpracovani. Farmaceutickd zelatiny (PharmaGrade)
byla ziskdna od firmy Noventis s. 1. 0. s Cistotou 98 % a vice. Dextran ziskan od spolecnosti
Sigma-Aldrich o molarni hmotnosti 40 kDa. Pouzité sitovaci ¢inidlo dex-ox (oxidovana
forma dextranu) bylo pfipraveno za pomoci reakci, jez jsou popsany v teoretické ¢asti této
prace. Oxidace dextranu probihala po dobu 4 hodin a byla zakoncena piidavkem
ethylenglykolu. PBS, fosfatem pufrovany fyziologicky roztok, byl ziskdn od vyrobce Sigma-
Aldrich spol. s. 1. 0. Jedna se o solny roztok na vodni bazi, jeZ obsahuje fosfore¢nan sodny
a chlorid sodny, jejichz koncentrace v roztoku odpovida koncentraci iontl v lidském téle.
V ramci prace byl vyuzivan jako roztok pro rozpousténi danych chemikalii, jez zajistuje

vhodné prostiedi pro buiiky. Pfedevsim se jedna o sterilni roztok se stalou hodnotou pH= 7,4.
131

6.3.1.2 Pristroje a pomiicky

V ramci piipravy vzorkd bylo pouzito standardni laboratorni sklo, laboratorni vahy
s presnosti = 0,001 g, stopky, mikro-pipety, susarny pro temperaci a rozpousténi vzork,

injekéni stiikacky, titraéni aparatura.

6.3.1.3 Priprava vzorkii

V prvnich kroku bylo nutné ptipravit roztoky kolagenu, Zelatiny a sitovacich ¢inidel.
Fyziologicky roztok pufr byl pouzivan pro rozpousténi vSech zminénych roztoku
pro zajisténi stabilniho a sterilniho prostfedi s danym pH= 7,4. Kolagen a farmaceuticka
zelatina se pouzival v koncentraci 15 % (hmotnostnich). Za standardnich laboratornich
podminek je zcela nemozné rozpustit tyto komponenty v PBS roztoku. Z tohoto divodu
byla vyuzita zvySend teplota pro usnadnéni rozpousténi. Roztoky Zelatiny a kolagenu
byly ponechany pies noc v susarné pii teploté 50 °C. Sitovaci ¢inidlo dex-ox o koncentraci
2 % (hmotnostnich) v PBS roztoku, bylo rozpusténo pfi teploté 30 °C v susarné, po dobu
jedné az dvou hodiny. Pfipravené roztoky byly dlouhodobé skladovany v lednici, vCetné
amoniaku a PBS pufru. Vzhledem k povaze kolagenu a jeho dlouhodobé nestabilité,
kde zacina rychle dochazet k rozkladu, se pro experimenty pouZzival kolagen o stafi nékolika
malo dni. Kolagen byl ztohoto diivodu pfipravovan v menSim objemu vzdy pro dil¢i

experiment.

Poté, co jsou ptipraveny a rozpusStény dilc¢i komponenty, je potieba pfed samotnym

zpracovanim provést temperaci na 30 °C. Mirnym zahfatim roztoku na zvySenou teplotu
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se usnadni manipulace s roztoky kolagenu a zelatiny, které i bez zesitovani vykazuji
zvysenou viskozitu. Timto krokem se usnadni nabirani potfebného objemu do pipety.
Pro usnadnéni sitovaci reakce se temperuje 1 sitovaci ¢inidlo. Roztoky byly temperovany
po dobu jedné hodiny, pokud byly vytazeny z lednice. Pfipravovany systém se sklada
ze slozek 15 % kolagen / Zelatina, 2 % dex-ox a 25 % amoniak. V rdmci experimentu
byly zafixovany poméry 1; 2; 3 dily kolagen / Zelatina, 1 dil sitovaciho ¢inidla, a nakonec
nasledoval ptidavek amoniaku uvedeny v mnozstvi pl na 1 ml kolagenu / zelatiny. Amoniak
funguje jako katalyzator a mirné zvysuje pH, jelikoz v kyselém prostiedi probiha rozkladna
reakce. Nevyhoda amoniaku spociva ve zvySovani toxicity systému, snaha byla pouzivat
mensi mnozstvi (30, 50, 70, 90 ul na 1 ml kolagenu / Zzelatiny). Po pfidavku amoniaku
a dikladném zamichani vSech slozek, zac¢ne bezprostiedné probihat sitovaci reakce
dle nasledujicich rovnic na obrazku, béhem experimentu byl méten ¢as. Mechanismus reakci
probihd chemickou tvorbou sité, reakce je znama jako Schiffova béaze, podminkou
je ptitomnost alifatického ¢i aromatického aminu (—NH) a karbonylové slouceniny
(R—CO—R), probihajici reakce je nukleofilni adice. Vznikajicim produktem je imin,
slou€enina je stabilni diky kovalentnim vazbam. Tato reakce je zndzornéna na nésledujicim

obrazku. Zdrojem aminoskupiny je kolagen / Zelatina a karbonylové slouceniny (aldehydu)

je oxidovana forma dextranu. 3133
ﬁ? "
C. .
R R + RNH; R _C_ R H,0

Schiff base (imine)
Obr. 24. Schiffova baze, priibéh reakce. 133

6.3.2 Proces 3D tisku

Tisk probihal na 3D tiskarné BIO X™ od spolecnosti CELLINK. Pfed samotnym
tiskem pfipravené¢ho materialu je dilezité nastavit tiskarnu dle pozadovanych parametrt, jez
budou podrobné rozebrany nize. Nasledné se pfipraveny materidl nabere do injekcni
sttikacky a premisti se do tiskové hlavy. Umisténim tiskové hlavy do tiskarny je mozno

zah4jit kalibraci tiskarny a posléze samotny tisk.
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6.3.2.1 Tiskdarna BIO X™

Tiskarna pracuje v rezimu extruznim (vytlaCovacim) a DOD (drop on demand).
Vyznacuje se mnoha vyhodami, mezi néz se fadi moznost tisku materialu ze tii tiskovych
hlav soucasné, tlakovy rozsah az 700 kPa, pfesnosti tisku 1 um, teplotnim rozsahem pouziti
4 az 250 °C pro tiskové hlavy a podlozku 4 az 60 °C. Na nasledujicim obrazku je vidét
tiskarna, jejiz konstrukce je tvofena komorou (1), tfemi pozicemi pro tiskové hlavy (2),
podlozkou s moznosti ohfevu/chlazeni (3), dotykovou obrazovkou (4), pohonnym systémem
obsahujici kompresor (5), mezi dalsi komponenty patii napt. teplotni a tlakova ¢idla. '3*

il

4l—f—
Lo 'J . i <

Obr. 25. Bio-tiskdrna BIO X™ (levd strana) a tiskové hlavy (prava strana). '3*

Takzvané inteligentni tiskové hlavy jsou ménitelné dle vybéru, patii jsem tiskové
hlavy jako je extruzni pneumaticka, elektromagnetickd DOD, pneumaticka s kontrolovanou
teplotou, extruzni s pistovym pohonem, termoplasticka, foto-sitovaci a hlava s HD kamerou.
Tiskova hlava se vybira dle vlastnosti zpracovavaného bio-inkoustu a pozadavkd, jez budou

kladeny na scaffold. '**

6.3.2.2 Parametry tisku

Béhem tisku lze nastavit mnoho parametrii jeZ maji vyznamny vliv na vlastnosti
vytisténého scaffoldu, patii jsem vybér tiskové hlavy a primér trysky, tiskové podlozky
(mikroskopické sklicko, Petriho miska), tvaru, jez bude tistén (obdélnik, valec, model
organu), typ miizky, hustota plnéni materialu (doporuceny rozsah 5 az 25 %), rychlost tisku,

tlak pfi tisku s moznosti zapnuti externi pumpy, vyska tisténé vrstvy a zakladny.

Pro tisk byla vyuZzita pneumatickd tiskova hlava o objemu 3 ml o priméru pouZzité
trysky 0,41 mm. TiSténym tvarem byl obdélnik o rozméru 10x10x3 mm s typem miizky

rectilinear (obrazek ¢islo 26). Hustota plnéni mtizky byla 15 az 20 %. Byla zvolena rychlost
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tisku 3 mm/s, tlak byl v pritbéhu tisku proménny s moznosti zapnuti externi pumpy. Vyska

jednotlivych vrstev €inila 0,6 az 0,8 mm se zakladnou 66 % (materidlu).

alalia

)
)

-

NN
Obr. 26. Mrizka typu rectilinear.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Alginatové hydro-gely

Ptipravené hydro-gely alginatu byly charakterizovany z hlediska reologickych
vlastnosti na rotaénim viskozimetru, geometrie valec-valec pfi teploté 25 °C. Vzorky
byly ptfipraveny jeden den pted testovanim. Zesitované vzorky alginatu o koncentraci
2 a3 % (hmotnostnich, wt.) pomoci 0,1 a 0,01 M sitovacich ¢inidel CaCl, a CaCOs,
budou nésledné srovnany z hlediska reologického chovani (smykova viskozita v zavislosti
na rychlosti smykové deformace).  Pro vétsi piehlednost jsou kompletni grafy umistény

samostatné v Priloze 2. a 3.

Na nasledujicich grafech ¢islo 1. a 2. jsou znazornény pocatecni trendy pii méfeni
zavislosti smykové viskozity na rychlosti smykové deformace. Princip popsani vzorki
bude vysvétlen na nésledujicim ptikladu: 2 wt% alginat a 0,01 M CaCOs (33 vol%). Zkratka
wt znamena udaj v hmotnostnich procentech, vol v objemovych procentech. Popisek
znamena, ze pripraveny hydro-gel alginatu o hmotnostnim zastoupeni 2 %, byl smichan
se sitovacim Cinidlem o dané molarité¢, v uvedeném objemovém mnozstvi. Stejnym

principem jsou popsany i nasledujici vzorky.
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Graf 1. Zavislost smykové viskozity na rychlosti smykova deformace pro hydro-gel
2 wt% alginatu sitovaného pomoci 0,1 a 0,01 M CaCl;, CaCOs.
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Smykova viskozita (Pa.s)

Graf 2. Zavislost smykové viskozity na rychlosti smykova deformace pro hydro-gel
3 wt% alginatu sitovaného pomoci 0,1 a 0,01 M CaCl,, CaCOs.
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Z grafické zavislosti Cislo 1. a 2., znazoriujici smykovou viskozitu n na rychlosti
smykové deformace vy, je patrné pseudoplastické chovani hydro-gelu. Pseudoplasticita
materidlu se vyznaCuje poklesem smykové viskozity s rostouci hodnotou smykové

deformace.

Graf ¢islo 1., potvrzuje Ze nejtuzsi systém (zesitovaného hydro-gelu) je kombinace
2 wt% alginatu spole¢né s 0,1 M CaCOs (9 vol%), pocatecni viskozita dosahuje hodnot
n= 228 Pa.s. Déle nasleduje stejnd kombinace, s pouzitim mensiho mnozstvi sitovaciho
¢inidla (5 vol%) s viskozitou okolo n= 74 Pa.s. Kombinace 2 wt% alginatu s 0,1 M CaCl,
(9 vol%) dosahovala pocatecni smykové viskozity n= 49 Pa.s, pro stejné sitovaci Cinidlo
o niz8§i molarit¢ 0,01 M a vét§im mnozstvi zastoupeni ve vzorku (50 vol%), se pocatecni
hodnota smykové viskozity pohybovala okolo n= 36 Pa.s. Nejnizsi smykovou viskozitu
systému vykazovala kombinace 2 wt% alginatu s 0,01 M CaCO; (33 vol%) a samotny
2 wt% alginat, jez neni zesitovany. Pocate¢ni hodnota smykové viskozity
pro obé kombinace se pohybuje okolo n= 3 Pa.s. Pro tyto kombinace se smykova viskozity

v zavislosti na rychlosti smykové deformace vyrazné neméni, tak jako u jinych kombinaci.

Graf ¢&islo 2., kde je zobrazena zavislost reologického chovani pro 3 wt%
alginatového hydro-gelu. Systémy s nejvyssiho hodnotou smykové viskozity n= 252 Pa.s,
¢inila kombinace s 0,1 M CaCOs3 a CaClz (9 vol%). Smykova viskozita, klesa nepatrné
pro stejny systém 0,1 M CaCO3 s menSim mnoZstvim sitovaciho (5 vol%) ¢inidla, dosahuje
hodnot n= 240 Pa.s. MiiZeme si povS§imnout stejného trendu 1 u grafické zavislosti ¢islo 1.
Nezesitovany alginatovy hydro-gel a sitovany 0,01 M CaCOs; (33 vol%) s podobnou
pocatecni hodnotou n= 13 Pa.s. Posledni kombinace 0,01 M CaCl: (50 vol%) vyrazné snizila

smykovou viskozitu systému vii€i nezesitovanému alginatu na n= 3 Pa.s.

Z nasledujicich dat ziskané z grafickych zavislosti je patrné, Ze molarita sitovaciho
¢inidla méa vyrazny vliv na viskozitu systému a tvorbu sité. Cim vys$s§i molarita v tomto
pfipadé 0,1 M. Tim rychleji a snadnéji se vytvaii sit. S tim roste i hodnota smykové
viskozity. Déle vyplyva, Ze pokud pouzijeme sitovaci Cinidlo o vys§i molarité, klesa
spotieba neboli pouzité mnozstvi sitovaciho ¢inidla. Jak jiz bylo zminéno, sitovaci ¢inidla
CaCl, a CaCO;s jsou pro bunky a jejich kultury toxicka. S rostouci hodnotou molarity, roste
1 mnozstvi pritomnych vapenatych kationtl a zbytkovych aniontli, jez zprostiedkovavaji
sitovaci reakci. Zvysuje se tak toxicita systému (CI" a COs%), dale se urychluje kinetika

sitovaci reakce. Roste potencidl pfili§ rychlého nartistu viskozity systému a vétsi mnozstvi
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bublin vzduchu v hydro-gelu, které zptsobuji v piipad¢ tisku nehomogenity, vytisténé
konstrukty jsou obtizné reprodukovatelné. Naopak pokud pouzijeme sitovaci ¢inidlo o nizsi
molarit¢ 0,01 M, vyrazné roste jeho spotieba. V porovnani hodnot smykovych viskozit
s vy$$i molaritou, dochdzi ke snizovani viskozity. Z toho plyne, ze takové systému nejsou
schopny udrzet tvar ani strukturu. Zaroven je tieba podotknout, Ze pokud by bylo pouZzito
prili§ velké mnozstvi sitovaciho Cinidla, dojde k nafedéni systému a sniZeni viskozity.
Naésledujici trend je patrny v grafické zavislosti ¢islo 2. Alginat 3 wt% v kombinaci s 0,01 M
CaCl; (50 vol%) a CaCOs (33 vol%), vykazuje nizsi viskozitu nez nezesitovana alginatovy
hydro-gel. Z grafické zavislosti ¢islo 2, pro kombinace 3 wt% alginatu, je trend rozdilnych
molarnich sitovacich ¢inidel jasné patrny. Pro pouzité 0,1 M sitovaci ¢inidlo v kombinaci
s algindtem vykazuje pseudoplastické chovani. Kdezto u 0,01 M sitovaciho ¢inidla, neni

toto chovani natolik vyrazné.

Pokud porovname dana sitovaci ¢inidla CaCl, a CaCO3 mezi sebou, z grafickych
zavislosti 1. a 2., vyplyva nasledujici. Uhli¢itan vapenaty vykazuje vétsi u¢innost nez chlorid
vapenaty. Dalsi aspekt ovliviiujici hodnoty smykové viskozity systému je procentudlni
zastoupeni samotného alginatu, pro 3 wt% alginat ¢inila po¢atec¢ni hodnota viskozity 13 Pa.s,

zatimco u 2 wt% to bylo méné nez 3 Pa.s.

7.2 Bio-tisk

Kapitola bio-tisku se vénuje charakterizaci pfipravenych hydro-gelt na bazi proteinu
(kolagen, Zelatina) a sitovaciho ¢inidla. PouZivané sitovaci ¢inidlo dex-ox, jeZ je oxidovana
forma dextranu, bylo charakterizovdno titraci hydroxylamin hydrochloridem. Metoda
stanovuje pocet aldehydovych (oxidovanych) skupin v fetézci dex-ox. Na jejichz zakladé
jsme schopni vyhodnotit miru oxidace dextranu. Jako dal$i charakteristika byla vyuzita
spektralni analyza FT-IR. Pfipravené hydro-gely byly vyhodnoceny z hlediska gela¢niho
mechanismu, jednd se o méfeni Casu gelace (vizudlni metoda). Nésledoval samotny tisk
materidlu, jako nejlépe vhodny materidl se ukazal kolagen. Vytisténé scaffoldy byly
nasnimany pomoci optické kamery. Jako dalsi charakteristika hydro-gelu slouzi stanoveni
porozity systému, swelling testy (test bobtndni). Pro tyto dvé metody je nutné vytisténé

scaffoldy lyofilizovat.
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7.2.1 Charakterizace sitovaciho ¢inidla

7.2.1.1 Titrace pomoci hydroxylamin hydrochloridu

Oxidacni stupen dex-ox lze urcit titraci hydroxylamin hydrochloridem. Metoda
spoc¢iva rozpusténim dex-ox nebo dextranu o dané navéazce v roztoku 0,25 M hydroxylamin
hydrochloridu a néslednou titraci 0,25 M hydroxidem sodnym NaOH. Pfiprava 0,25 M
HONH;'HCI (hydroxylamin hydrochlorid) roztoku vyzaduje rozpusténi stejnojmenné
komponenty ve vodném prostiedi, nasleduje ptidavek methylové oranzi a nastaveni hodnoty
pH roztoku na 4,00. Titrace hydroxidem sodnym, roztoku obsahujiciho rozpusténi dextran/
dex-ox v 0,25 M HONH»-HClI, probiha do hodnoty pH= 4,00. Zjistén¢ hodnota spotieby
hydroxidu sodného a jeho koncentrace slouzi ke stanoveni mnozstvi aldehydovych skupin

na 100 glukozovych jednotek, dle nasledujiciho vzorce: %

AlS = cyaon *Vwaon * (52 - () - 1073 (1)

Mdex

Kde AIS je pocet aldehydovych skupin, cyvaon je skute€na koncentrace NaOH
(mol/dm?), Vnaom je spotiebovany objem pfi titraci (ml, cm?), M,, je molekularni hmotnost
dextranu (44 000 g/mol), ma.x je navazka dextranu / dex-ox (g), S je pocet glukézovych pod-
jednotek v dextranu (222,2). '*°

Stanoveni skutecéné koncentrace NaOH:

Skute¢na hodnota koncentrace NaOH se stanovi za pomoci titrace 0,1 M kyseliny
stavelové H>C>O4 (10 ml) s indikatorem fenolftalein, do trvalého rGzového zbarveni.

Probihajici reakce v prib¢ehu titrace:
H,C,0, +2 NaOH - Na,(C,0, + 2 H,0

Dle rovnice vime, Ze jeden mol kyseliny stavelové reaguje s dvéma moly hydroxidu

sodného. Na zakladé toho provedeme vypodet, dle rovnice: '3
Nnaon = 2 * Ny,cy0, (2)

Cnao * VNaow = 2 Cu,cy0, * Vi,cy0, (3)
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Tab. 2. Nameérené hodnoty spotieby 0,25 M hydroxidu sodného pri titraci 0,1 M kyseliny

Stavelove (10 ml).

Cislo méfeni Objem NaOH (ml)
1 8,47
2 8,47
3 8,68
4 8,24
5 8,37
Prumér 8,45

Vypocet skutecné koncentrace NaOH dle rovnice ¢islo 3:

2 CHZCZO4- ' VH2C204 2 0,1 M -10 ml
= = =0,2368 M
CNaoH Vaaon 8,45 ml

Stanovena skute¢nd koncentrace NaOH odpovida 0,2368 mol/dm?>.
Stanoveni poctu aldehydovych skupin:

Navazka dextranu / dex-ox 0,1 g byla rozpusténa v 25 ml 0,25 M HONH»-HCI
hydroxylamin hydrochloridu po dobu dvou hodin. Pfipraveny roztok dex-ox byl rozdélen
na dva dily, navazka je potom 0,05 g v objemu 12,5 ml. Roztok dextranu byl titrovan v celém
objemu. Nésledné& probihala titrace hydroxidem sodnym o koncentraci 0,2368 M do hodnoty
pH= 4,00. Rovnice probihajicich reakci uvedena niZe, popisuje reakci hydroxylaminu
hydrochloridu v methylenové oranzi. Ten zacne reagovat s aldehydovymi skupinami

pti pH= 4,00 za produkci polyoxim dextranu. '3%137

Dextran(CHO), + H,NOH - HCl —» dextran(CH-NOH),, + H,0 + HCl
HCl+ NaOH - NaCl+ H,0

Tab. 3. Nameérené hodnoty spotieby 0,25 M NaOH pri titraci metodou hydroxylamin

hydrochlorid.
Objem NaOH (ml) pH (-)
0,00 1,99
D _ _I b b
ex-ox 0,34 4,00
Dex-ox-IT 0,00 2,01
0,82 4,00

Dextran-I 0,00 3,82
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Objem NaOH (ml) pH ()
0,10 4,00
0.00 3.82
Dextran-II : :
extran 0,08 4,00

Primérnd hodnota spotteby NaOH pro oxidovany dextran je 0,83 ml a pro Cisty
dextran 0,09 ml. Odectenim spotieby NaOH c¢istého dextranu od oxidované¢ho dextranu
se zjisti skute¢na spotieba. Do vypoctu je tedy zahrnut i slepy pokus. Spotieba pro Cisty
dextran je uvedena na 0,1 g vzorku, pro oxidovany dextran na 0,05 g vzorku. Pokud
zahrneme 1 slepy pokus, musi se vzit poloviéni hodnota spotfeby NaOH pfi titraci

dextranu. Pocet aldehydovych skupin je vypocten dle vzorce ¢islo 1.

Pocet aldehydovych skupin na 100 jednotek:

My, 100 3
AlSpex—ox—1 = CNaon * VNaon - (m ) ) <_) -10

dex S
40000 g - mol~1 100 B
. < ).10 3
0,05 g 222,2

=0,2368 mol-dm=2-0,83 ml - <

= 70,76 na 100 jednotek

Pocet aldehydovych skupin na 100 jednotek, véetné slepého pokusu:

My \ (100\ .
ASneccocn = enaon Voaon * () (57) 10

093680l ds (053 009 (40000 g mol”! (100)
= 0,2368mol - dm™=- (0, 7)™ 0,059 222,2

1073 = 66,93 na 100 jednotek

Oxidovana forma dextranu (dex-ox), obsahuje 70,8 aldehydovych (oxidovanych)
skupin na 100 jednotek, jez jsou schopny se tcastnit sitovacich reakci. Pokud budeme chtit
zhodnotit miru oxidace dextranu, zahrneme do vypoctu slepy pokus, kde pocet
aldehydovych skupin je 66,93 na 100 jednotek v fetézci dextranu. Mliizeme tvrdit, Ze stupeii

oxidace dextranu je 66,93 %.
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7.2.1.2 FT-IR

Za pomoci infraervené spektroskopie, byla zméfena spektra pro Cisty dextran a jeho
oxidovanou formu (dex-ox). Pouzit byl pfistroj Nicolet iS5, vybaveny germaniovym ATR
krystalem. Spektra dextranu a dex-ox jsou znédzornéna v Grafu 3.

Graf 3. Graficka zavislost absorbance na vinoctu pro dextran a jeho oxidovanou

Sformu.'38

Dextran ‘“ ‘(\ 4
(o] ° O
8]
Dex-ox (4h, ethylenglykol) Hoﬁ HO%/ 0,07
HO O=
HO' /\(

dexirs
Dextran dextran aldehyde

Absorbance (-)

3750 3350 2950 2550 2150 1750 1350 950 550

VInoget (em™)

Na zédkladé nameéfeného IR spektra, mizeme konstatovat nasledujici. Oblast
odpovidajici hodnotdm vIno¢tu okolo 3600 az 3000 cm’, odpovidajici oznadeni 1.,
je valencni vibrace —OH skupin, oblast 2, odpovida valen¢nim deformacim —CH skupin.
V pfipad€¢ dextranu tato oblast neni pfili§ vyraznd, maxima dosahuje pifi vinové délce
2923 cm™'. Naopak u oxidované formy, jsou zde viditelné dva ostré pasy 2915 a 2848 cm™!,
jez jsou typické pro aldehydy. V oblasti vinoctii 1720 az 1740 cm™ by méla byt valenéni
deformace C=0 typicka pro aldehydy. V oblasti neni prokazana ptitomnost této skupiny,
dle n€kterych studii je pravdépodobnym diivodem formace na hemiacetal nebo nizky stupen
oxidace. !*3 Pro oxidovanou formu dextranu, se v oblasti 3, 1596 a 1575 cm™! objevuji dva
piky. Pravdépodobné se jednd o deformacni vibrace —CH: skupiny. Oblast 4, odpovidajici

vlno¢tu 1018 cm! je vibrace C—O skupiny pro ether.!?*

Dle zmény plochy pod kiivkou, pro vybrané oblasti, miiZzeme prokazat modifikaci
dextranu na oxidovanou formu. V oblasti 2996 az 2832 cm’! dochézi k néariistu plochy

pod kiivkou pro oxidovanou formu dextranu. Objevuji se zde dva piky, které jsou typické
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pro aldehydy. U vlno&tdl v rozsahu 1598 az 1523 cm™! se pro dextran objevuje Sum, v piipadé
oxidované formy jsou zde viditelné dva piky. Pro oblasti 1187 az 1130 cm™ a 931 az
883 cm™! dochazi u dex-ox poklesu plochy pod kiivkou. Uvedené hodnoty jsou v nasledujici

tabulce.

Tab. 4. Vyhodnoceni plochy pod kiivkou pro vybrané oblasti.

. Plocha pod krivkou
Oblast vinoéti (cm™)
Dextran Dex-ox
29962832 0,1746 0,2842
1598-1523 - 0,0738
1187-1130 0,2062 0,1782
931-883 0,0963 0,0668

7.2.2  Casy gelace

Pro ptipravené vzorky hydro-gelu byly méfeny Casu tuhnuti a gelace. Za pomoci
vizualni metody, probihajicich zmén viskozity systému v zavislosti na case. Vlivem
sitovacich reakci za¢ina dochazet k nartstu viskozity systému a tvorb¢ zesitovaného hydro-
gelu. Tento systém, jez v Case zvySuje svoji viskozitu a tuhne je pfipraveny pro tisk.
V prvnich sekundach aZ minutach je typickym projevem takzvané tahani vlakna. Nasleduje
pfechod kapalného systému na visk6znéjsi formu, schopnost drZet tvar a v posledni fazi
se jedna o vytvoreni tuhého hydro-gelu. Byly méfeny Ctyfi Casy u kolagenu a zelatiny
o daném poméru (1; 1,5; 2; 2,5; 3) vici sitovacimu ¢inidlu dex-ox (ethylenglykol, 4h).
MnozZstvi pfidaného amoniaku (30, 50, 70, 90 pl) je uvedeno na 1 ml kolagenu / Zelatiny.
Nutno zdliraznit, Ze méfeni ¢ash sitovani gelu pomoci vizudlni metody je zatiZzeno mnohymi
chybami, zejména lidskym faktorem. Uvedené Casy v tabulkdch je tfeba vnimat pouze

orientacné, slouZici pfedevsim odhad vhodného systému k tisku.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 81

Tab. 5. Casy gelace pro systém Zelatina a dex-ox (ethylenglykol, 4h).

Mnozstvi pridaného amoniaku (25 vol%) na 1 ml
Zelatiny
30 ul 50 ul 70 ul 90 ul
Cas (minuty) taZeni vldkna / ptechod na visk6zngjsi
formu / drZeni tvaru / ztuhnuti

Pomér zZelatina:
sitovaci ¢inidlo

0,33 0,25 0,25 0,25
1:1 0,67 0,67 0,67 0,67
0,83 0,83 0,83 0,85
1,33 1,33 1,33 1,50
0,25 0,20 0,33 0,33
1.5:1 0,50 0,50 0,67 0,67
o 0,75 0,75 1,16 1,16
1,16 1,33 1,50 1,50
0,25 0,25 0,25 0,25
2:1 0,42 0,50 0,50 0,50
0,75 0,75 0,83 0,75
1,25 1,33 1,33 1,33
0,27 0,30 0,33 0,33
0,50 0,42 0,58 0,58

2,5:1
0,75 0,67 1,00 1,00
1,42 1,33 1,67 1,67
0,25 0,33 0,50 0,50
341 0,50 0,75 0,67 0,75
) 0,83 1,33 1,00 1,00
1,25 1,67 1,50 1,50

Zelatina jako material schopen samo-gelace, vykazuje ¢as ztuhnuti okolo par minut.
Jiz v teoretické ¢asti bylo zminéno, Ze pro pfevod na méné viskdzni formu je nutné Zelatinu
temperovat nad 28 °C. Pro tento experiment je klicové, aby byla Zzelatina spravné
temperovana, z diivodu vysoké viskozity nezesitovaného hydro-gelu. Pfidavkem sitovaciho
¢inidla a amoniaku lze tento Cas tuhnuti Zelatiny vyrazné urychlit, jak 1ze vidét v tabulce
¢islo 5. Tvorba zesitovaného hydro-gelu, byla pfili§ rychld. Ve vzorku bylo pfitomno velké
mnozstvi bublinek, jeZ by v pfipad¢ tisku naruSovaly homogenitu toku materialu.
Porovnanim ziskanych dat za pomoci vizudlniho hodnoceni tvorby gelu, zohlednénim
mnozstvich chyb, na néz jsou tyto metody nachylné, je patrné nasledujici. VIiv mnoZzstvi

pfidavku amoniaku neni prokazatelny, uvedené ¢asy nabyvaji obdobnych hodnot. Stejny
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zaver je 1 pro vliv poméru mezi Zelatinou a sitovacim ¢inidlem. Mezi nejrychlejsi systémy

se fadi pomeér 1,5:1 s pfidavkem amoniaku 30 pl na 1 ml zelatiny.

Tab. 6. Casy gelace pro systém kolagen (hovézi) a dex-ox (ethylenglykol, 4h).

MnozZstvi pridaného amoniaku (25 obj %) na 1 ml
kolagenu
30 ul 50 ul 70 ul 90 ul
Cas (minuty) tazeni vlakna / pfechod na viskozngjsi formu /
drzeni tvaru / ztuhnuti

Pomér kolagen:
sit’ovaci ¢inidlo

0,83 0,83 0,58 0,58

1:1 1,83 1,83 1,66 1,50
2,00 2,00 2,00 2,00

5,00 5,00 4,50 4,00

0,58 0,50 0,50 0,50

1.5:1 1,17 1,10 1,10 1,00
1,42 1,42 1,50 1,50

2,25 2,20 2,00 2,00

0,67 0,67 0,67 0,83

21 1,83 1,67 1,50 2,00
2,00 2,00 2,00 2,67

3,00 3,00 3,00 3,50

0,67 0,67 0,67 0,58

25:1 2,00 1,83 1,83 1,67
3,00 2,50 2,50 2,30

5,00 4,50 4,33 4,50

0,83 0,67 0,67 1,00

31 1,67 2,00 2,00 2,00
) 2,00 2,50 3,50 3,00
3,00 4,50 7,00 3,50

V piipad¢ sitovani kolagenu (hovézi) méa ptidavek amoniaku vyznamnou roli.
Poméry 1:1; 1,5:1 se vyznacujici nepatrnym urychlenim sitovaci reakce s rostoucim
mnozstvim amoniaku. AvSak u jinych pomért jako jsou 2:1; 3:1 se rychlost zpomaluje
s rostoucim pifidavkem amoniaku. U poméru 3:1 je vidét i trend opétovného zrychleni
sitovaci reakce. Pokud dané hodnoty budeme vnimat orientacné s ohledem na chyby

vznikajici lidskym faktorem, miizeme konstatovat Ze funkce amoniaku opé&t neprokazatelna.
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Mezi nejrychlejsi systémy tvorby gelu se fadi pomér 1,5:1. Vzhledem k podobnosti danych
dat, mnozstvi pfidaného amoniaku nehraje roli. Za nim ho nasleduje pomér 2:1. Naopak
nejpomalejsi systém je v poméeru 3:1 s pfidavkem 70 pl na 1ml kolagenu. VEtSi mnozstvi

amoniaku vyrazné zpomalilo sitovaci reakce. Poméry 1:1 a 2,5:1 vykazuji obdobné chovani.

Tab. 7. Casy gelace pro systém kolagen (kralik) a dex-ox (ethylenglykol, 4h).

MnozZstvi pridaného amoniaku (25 obj %) na 1 ml
kolagenu
30 ul 50 pl 70 pl 90 pul
Cas (minuty) taZeni vlakna / pfechod na viskozngjsi formu /
drzeni tvaru / ztuhnuti

Pomér kolagen:
sitovaci Cinidlo

0,83 0,75 0,67 0,63

1:1 1,83 1,50 1,33 1,25
2,33 1,83 1,75 1,75

3,50 3,00 2,67 2,50

0,83 0,67 0,67 0,67

1.5:1 1,83 1,25 1,00 0,87
2,50 1,33 1,25 1,00

4,00 3,00 2,50 2,50

0,75 0,58 0,50 0,50

21 1,33 1,25 1,00 1,17
1,83 1,67 1,67 1,67

3,50 3,33 3,00 3,00

0,58 0,50 0,42 0,50

2.5:1 1,33 1,00 0,83 1,00
1,67 1,25 1,33 1,50

3,50 2,50 2,50 3,00

0,67 0,67 0,58 0,67

341 1,50 1,17 1,00 1,50
) 2,00 1,67 1,50 2,50
4,00 2,50 2,00 3,00

Mezi naméfenymi daty pro kolagen typu kralik mtze byt vliv poméru a pfidavku
amoniaku opét zpochybnitelny, vzhledem k metod¢ provedeni. V ptipad¢ poméra 1:1; 1,5:1;
2:1; 3:1 funkce amoniaku spocivd v mirném zrychlovani sitovaci reakce s rostoucim

mnozstvi pfidavku amoniaku. Naopak u poméru 2,5:1 je znatelné zpomaleni u pfidavku
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90 pul na 1 ml kolagenu. Jednotlivé poméry se mezi sebou s ohledem na mnozstvi ptidaného

amoniaku vyrazné nelisi.

Pokud srovname vSechny piipravené systémy zelatina, kolagen typu hovézi a kralik,
muzeme konstatovat, ze zelatina se fadi mezi nejrychleji sitovaci systémy. Zaroven
je nejméné vhodna k bio-tisku, jelikoz sit'uje ptilis rychle. Pravdépodobné ptiprava takového
byt v ptipad¢ tisku zdrojem nehomogenniho toku a distribuce bunék. Pokud porovname

kolagen, dle jednotlivého typu piivodu kralik a hovézi, neni mezi daty zasadni rozdil.

7.2.3 Bio-tisk hydro-gelu

Ptipravené zelatinové gely nejsou priliS vhodné k tisku, jedna se predevSim
o mnozstvi bublinek vzduchu. V priibéhu tisku by naruSovali homogenitu. Samotny bio-tisk
se zamétfuje pouze na kolagen hovéziho a kréli¢iho typu. Ptiprava bio-inkoustu pro tisk
spocivala v smichani kolagenu a sitovaciho ¢inidla v daném pomeéru s pfidavkem amoniaku
(30 pl na 1 ml kolagenu). Vysledna smés byla v injek¢ni stiika¢ce umisténa do tiskové hlavy

3D tiskérny.

7.2.3.1 Zjistovani vhodnych parametri tisku

Pro uspésny tisk je potteba mit pfipraveny bio-inkoust s vhodnou kinetikou sitovani
a pozadovanymi vlastnostmi (zejména mechanické a reologické). Nicméné pro pfipravu
vhodné struktury scaffoldu to nemusi byt dostatecné. Svou roli hraje i samotny proces tisku
a nastaveni jeho parametrd. Cilem prace je najit nejlep$i kombinaci nastaveni parametru
tisku. Experimenty byly provadény na kolagenu hovéziho typu pro poméry 1:1 se sitovacim
¢inidlem dex-ox, pfidavkem amoniaku 30 pl na 1 ml kolagenu. Mezi stalé a neproménné
parametry tisku patfi pneumaticka hlava s objemem 3 ml, model 10x10x%3 mm, mfizky typu
rectilinear (dle obr. 26), jehla o vnitinim priiméru 0,41 mm, rychlost tisku 3 mm/s. Hustota

plnéni, vyska jedné vrstvy, tlak a ¢as jsou sledované parametry tisku.

Jako nastavené parametry pro prvni vytisk byly pouzity pfi tlaku 200 kPa, v Case
probihajici sitovaci reakce 5 minuta, s hustotou plnéni 20 % a vyskou vrstvy 0,6 mm.
Vytistény scaffold lze vidét na obrazku cislo 27. Béhem tisku tryska zasahovala

do jiz vytisténé konstrukce a naruSovala tvar miizky. Diky tomu zde nejsou vidét mezery
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v miizce, dalsi pfi¢inou maze byt prilis vysoka hodnota tlaku a nizka pevnost hydro-gelu,

jez mél tendenci se roztékat.

11000 pm

Obr. 27. Vytisteny scaffold pro kolagen typu hovezi s dex-ox v poméru 1:1, parametry
tisku: 20 % hustota plneéni, tlak 200 kPa v ¢ase 5 min probihajici sitovaci

reakce, vyska vrstvy 0,6 mm.

Snizenim hustoty plnéni na 15 % se ovlivni mnoZstvi vytékajiciho materidlu
a zvySenim vysky vrstvy na 0,8 mm. Lze eliminovat zasahovani tiskové jehly do jiz vytisténé
konstrukce. Vzorek byl tistén v 5 minuté sit'ujici reakce pfi tlaku 200 kPa. Dle obrazku lze
vidét pfitomnost mezer, jeZ by mély byt charakteristické pro dany typ miizky. Lze usoudit

na nizkou pevnost gelu a mensi tendenci drzet tvar, pouzity tlak je také ptili§ vysoky.

Obr. 28. Vytisteny scaffold pro kolagen typu hovezi s dex-ox v pomeéru 1:1, parametry

tisku: 15 % hustota plneni, tlak 200 kPa v ¢ase 5 min probihajici sitovaci

reakce, vyska vrstvy 0,8 mm.
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Pokud zafixujeme hustotu plnéni 15 % a vysku vrstvy 0,8 mm, mizeme sledovat vliv
parametru jako je tlak v ¢ase probihajici sitovaci reakce. Dle mnohych experimenti je lepsi
tisknout aZ po 15 minuté€ probihajici sitovaci reakce, gely se vyznacuji vyS$si pevnosti. Tlak
pii tisku je kliCovy parametr, ovliviiujici vlastnosti ptipraveného scaffoldu. Ptili§ vysoky
tlak ma vliv na pevnost gelu. Vytistény konstrukt nedrzi tvar a dochazi k uplnému zborceni
struktury, viz obrazek ¢islo 29. SniZzenim tlaku na hodnotu odpovidajici 120 kPa v 15 minuté
probihajici sitovaci reakce lze ziskat nasledujici vytiSténou konstrukci, jez je vidét
na obrazku c¢islo 30. SniZenim tlaku se zamezi rozteceni gelu, ale naopak se zde objevuje
jiny problém, spocivajici ve snizené adhezi kolagenu k substratu (Petriho miska), na némz
je tisknut. Z obrazku je patrné, Ze okraje jsou zaoblené, jednotlivé vrstvy jsou viici sobé
posunuté, jelikoZ kolagen nemél tendenci ulpivat na substratu ale tdhnout se za tryskou.
ProdlouZenim ¢asového useku sitovacich reakci, dle reologie je gel vyrazné pevnéjsi a drzi

tvar.

Obr. 29. Vytisteny scaffold pro kolagen typu hovezi s dex-ox v pomeéru 1:1, parametry

tisku: 15 % hustota plneni, tlak 230 kPa v case 15 min probihajici sitovaci

reakce, vyska vrstvy 0,8 mm.
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Obr. 30. Vytistény scaffold pro kolagen typu hovezi s dex-ox v pomeéru 1:1, parametry
tisku: 15 % hustota plnéni, tlak 120 kPa v case 15 min probihajici sitovaci

reakce, vyska vrstvy 0,8 mm.

7.2.3.2 Hovézi kolagen

V nésledujici ¢asti budou porovnédny jednotlivé poméry kolagenu vii¢i sitovacimu
¢inidlu, dle parametri tisku, jez byly experimentalné zjistény. Nastavené parametry tisku:
pneumatickd hlava s objemem 3 ml, model mfizky 10x10x3 mm, vrstva mfizky rectilinear,
jehla 0,41 mm, rychlost tisku 3 mm/s, hustota plnéni 15 %, vyska jedné vrstvy 0,8 mm
se zékladnou 66 %. Ptfidavek amoniaku (25 %) €inil 30 pl na 1 ml kolagenu. Proménny

parametr je tlak a cas probihajici sitovaci reakce.
a) Pomer 1:1

Tab. 8. Nastaveny tlak p7i tisku hovezi kolagen v case pro pomer 1:1.

Cas (min) Tlak (kPa) Oznaceni
15 120 1A
20 120 1B
25 120 1C
30 130 1D
35 130 1E

Vytisténé scaffoldy jsou zndzornény na obrazku ¢islo 31. Dle vysledkd je patrné
nasledujici. Charakteristické diry pro tisk jsou viditelné pouze v ptipadé obrazku 1C a 1D.
u vSech ostatnich doslo k jejich splynuti vlivem rozteceni materialu, Spatného drZeni tvaru,
popiipade vlivem tisku. Béhem tisku dochazelo k opakovanému zasahovani tiskové jehly do

struktury.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 88

Obr. 31. Vytisteny scaffold pro hovezi kolagen s dex-ox v poméru 1:1, parametry tisku
pro: (14) 120 kPa, 15 min.; (IB) 120 kPa, 20 min.; (1C) 120 kPa, 25 min.;
(1D) 130 kPa, 30 min.; (1E) 130 kPa, 35 min.
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b) Pomer 2:1

Tab. 9. Nastaveny tlak p7i tisku hovéziho kolagenu v case pro pomer 2:1.

Cas (min) Tlak (kPa) Oznadeni
15 110 2A
20 110 2B
25 160 2C
30 160 2D
35 160 2E

Objevuji se zde stejné problémy jako u poméru 1:1, mezi néz se fadi zasahovani
tiskové jehly do jiz vytisténé konstrukce. Na obrazky 2C lze vidét i projevy nizké adheze
kolagenu k tiskové podlozce, které se prokazuji nepravidelnymi okraji. Charakteristické diry
pro miizku Ize vidét na obrazku 2B, 2C, 2E. Vytlacovaci metoda se vyznacuje problémy,
jako je napf. moznost ucpani tiskové jehly. Pokud se dikladn€ podivame na pouzité hodnoty
tlaku, zjistime, Ze v ptipad¢ tisku nad 25 minutou, dochéazi k vyraznému nartstu tlaku. Tento
negativni dusledek je zplsoben opakovanym pouZzivanim tiskovych jehel, jejich mirnému

zaneseni a rostoucim rizikem ucpani. Potfebny tlak pro vytlaceni materialu se musi zvysit.
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Obr. 32. Vytisteny scaffold pro hovezi kolagen s dex-ox v poméru 2:1, parametry tisku
pro: (24) 110 kPa, 15 min.; (2B) 110 kPa, 20 min.; (2C) 160 kPa, 25 min.;
(2D) 160 kPa, 30 min.; (2E) 160 kPa, 35 min.
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c¢) Pomer 3:1

Tab. 10. Nastaveny tlak pri tisku hoveziho kolagenu) v case pro pomer 3:1.

Cas (min) Tlak (kPa) Oznadeni
15 100 3A
20 100 3B
25 100 3C
30 110 3D
35 110 3E
40 110 3F

Jako u ptedchozich poméri 1:1, 2:1 se zde objevuji stejné problémy spojené s nizkou
adhezi kolagenu, strukturou, zasahovéani tiskové jehly, do jiz vytisténé konstrukce.
Charakteristické diry I1ze vidét u materidlu 3C a 3F. Pomér 3:1, se chova mirné odlisné
nez ostatni. V 15 minuté tisku 1ze vidét, ze materiadl ma tendenci se roztékat, neni dostate¢né

zesitovany.
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Obr. 33. Vytisteny scaffold pro hovezi kolagen s dex-ox v poméru 3: 1, parametry tisku
pro: (34) 100 kPa, 15 min.; (3B) 100 kPa, 20 min.; (3C) 100 kPa, 25 min.;
(3D) 110 kPa, 30 min.; (3E) 110 kPa, 35 min.; (3F) 110 kPa, 40 min.
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Dle vysledku ziskanych z optické mikroskopie, jsou u vSech pomért pfitomny
kolagenu k substratu. Pii prodlouzeni ¢asového tiseku na 15 az 40 min, se Castéji objevuji
mezery, jez by mély byt pro miizku charakteristické. Pokud jednotlivé poméry srovname
mezi sebou z hlediska pouzitych hodnot tlaku, nejvyssich hodnot (110-160 kPa) nabyva
pomeér 2:1. Hodnota tlaku se vyrazné 1isi od poméru 1:1 (120-130 kPa) a 3:1 (100-110 kPa),
pric¢ina muze byt nasledujici. Vzhledem k tomu, Ze tiskové jehly byly pouzivany opakovang,
mohlo dojit k mirnému zaneseni (ucpani) a zmenSeni priuméru jehly. Je jasné, ze tlak

potfebny pro vytlaceni materidlu vzroste.

7.2.3.3 Kolagen typu kralik

Nastavené parametry tisku jsou stejné jako u hovéziho kolagenu. Dle mnohych
experimentll, kolagen typu kralik situje pomaleji a tisk je vhodné zacinat, az po 40 minutg.
Pokud bychom zacali tisknout diive, doSlo by k vyteceni veskerého materidlu, ptipadné

by nedrZzel tvar.
a) Pomer 1:1

Tab. 11.  Nastaveny tlak p¥i tisku kolagenu (kradlik) v case pro pomer 1:1.

Cas (min) Tlak (kPa) Oznaceni
40 70 1A
45 80 1B
50 90 1C
55 90 1D
60 100 1E

Tisk krali¢iho kolagenu v poméru 1:1, vykazuje nésledujici problém. Samotny bio-
inkoust je malo zesitovany, jelikoZ ma mirnou tendenci se roztékat. Nejsou zde pfitomné
mezery pro miizku. Pfipravené vzorky si drZi tvar a nejsou zde vyrazné problémy s nizkou

adhezi.
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Obr. 34. Vytisteny scaffold pro kolagen typu kralik s dex-ox v poméru 1:1, parametry
tisku pro: (14) 70 kPa, 40 min.; (1B) 80 kPa, 45 min., (1C) 90 kPa, 50 min.,
(1D) 90 kPa, 55 min.; (1E) 100 kPa, 60 min.
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b) Pomer 2:1

Tab. 12. Nastaveny tlak pri tisku kolagenu (kralik) v case pro pomer 2:1.

Cas (min) Tlak (kPa) Oznadeni
40 70 2A
45 70 2B
50 70 2C
55 80 2D
60 80 2E

Tisk kolagenu kralika v poméru 2:1 se vyznacuje pfitomnosti charakteristickych dér
pro mfizku, mizeme je vidét na obrazku 2E. Objevuje se zde problém s nizkou adhezi

kolagenu, jeZ je viditelny na obrazku 2C a 2B, kde okraje jsou spiSe zaoblené.
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Obr. 35. Vytisteny scaffold pro kolagen typu kralik s dex-ox v poméru 2:1, parametry
tisku pro: (24) 70 kPa, 40 min.; (2B) 70 kPa, 45 min.,; (2C) 70 kPa, 50 min.,
(2D) 80 kPa, 55 min.; (2E) 80 kPa, 60 min.
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c¢) Pomer 3:1

Tab. 13. Nastaveny tlak pr¥i tisku kolagenu (kralik) v case pro pomer 3:1.

Cas (min) Tlak (kPa) Oznadeni
20 70 3A
25 80 3B
30 90 3C
35 110 3D
40 120 3E

Kolagen typu kralik v poméru 3:1, situje vyrazné rychleji nez pomér 1:1 a 2:1.
Samotny tisk byl mozny od 20 minuty, nicméné z obrazku 3A je patrné, ze kolagen nema
dostatecné vlastnosti (tendence se roztékat). V piipadé vysSSich Casi nad 20 minutu,
se objevuji charakteristické diry pro mfizku a kolagen 1épe drzi tvar. Nezadouci ucinek

je nizka adheze kolagenu viditelna na obrazku 3B, 3C, 3D.
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Obr. 36. Vytisteny scaffold pro kolagen typu kralik s dex-ox v poméru 3:1, parametry
tisku pro: (34) 70 kPa, 20 min., (3B) 80 kPa, 25 min.; (3C) 90 kPa, 30 min.;
(3D) 110 kPa, 35 min.; (3E) 120 kPa, 40 min.
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U vétSiny vzorkl je problém s charakterem okrajii a celkovym tvarem vytisku.
Kolagen typu kralik bylo mozné tisknut az po 40 minuté. Mezery se objevuji pouze u poméru
2:1 v 60 minuté probihajici sitovaci reakce, 3:1 od 25 minuty. V ptfipadé poméru 1:1 nejsou
pfitomny. Nejvyssi hodnoty tlaku byly pouzity pro pomeér 3:1 (70-120 kPa), za nim
nasleduje pomér 1:1 (70-100 kPa), 2:1 (70-80 kPa). Pomér 3:1, situje vyrazné rychleji nez
ostatni, tisk probihal ve 20 az 40 minuté. Ze vSech vysledkt pro krali¢i kolagen, je tento

vvvvvv

reakce (po 40 min), by vytiStény scaffold mohl vykazovat lepsi strukturu.

7.2.3.4 Srovndni hovéziho a krali¢iho kolagenu

Pokud srovnadme vysledky mezi kralicim a hovézim kolagenem. Jsou jiz na prvni
pohled patrné jasné vysledky. Hovézi kolagen vykazuje pevnéjsi gely s mensi tendenci
se roztékat a drzi tvar, v krat§Sim Case probihajici sitovaci reakce 15 az 40 min. Pro krali¢i
kolagen cas sitovacich reakci probiha 40 az 60 minut, pfiprava vzorku je tak Casové
na povrchu, vykazuje nizsi adhezi. U Krali¢iho kolagenu nejsou tyto problémy tolik vyrazné.
Pomér 3:1 u kréli¢itho kolagenu je mirné bliz§i hovézimu, jelikoz je zde rychlejsi cas

probihajicich sitovacich reakcei (20 aZ 40 min).

7.2.4 SEM snimky

SEM snimky byly pofizeny na elektronovém mikroskopu Phenom Pro. Vzorky byly
lyofilizovany a nasledné pokoveny paladiem. Byly provedeny fezy ve sméru osy z (kolma
k roviné tisku) a x (ve sméru roviny tisku). Pofizené snimky byly podrobeny analyze
v softwaru Image J. Dle zjisténé plochy port S, a celkové plochy S 1ze vypocitat odhadovou
porozitu P (%) materidlu (vztah ¢. 4). S ohledem na typ vzorkl a zplsob analyzy je tieba
brat uvadéné porozity skutecné jako hrubé odhady, slouzici spiSe ke vzdjemnému srovnani

vzorki nez jako absolutni ¢isla.

P=22.100 (4)
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7.2.4.1 Kolagen typu hovézi
a) Pomer 1:1

e Rez ve sméru osy z

. "??/ﬂ' b :
Obr. 37. Hovezi kolagen v poméru 1:1, Fez v ose z. SEM snimek (A), analyza v ImageJ

snimek (B, C). Snimek B znazornuje oblast porii (Cerna), snimek C znazornuje

mapu pocitanych pori. Snimek B a C je ve stejném méritku jako snimek A.

Odhadovana velikost poru kolagenu v poméru 1:1 pro fez v ose z, se pohybuje
v rozsahu jednotek az desitek um. Nejvétsi pory nabyvaji hodnot okolo 80 pum, nejmensi
pory 4 az 20 pm. Vysledky analyzy v Image J, jsou mirn¢ zkreslené, jelikoz zanedbavaji
nejmensi pory, které nasledné pii feSeni splyvaji. Vypodtena plocha port ¢ini 30 026 um?,
celkova analyzovand plocha 73 931 pm?. Porozita se spo¢ita dle vztahu 4., jeji hodnota je cca

41 %.
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® Rez ve sméru osy x

. i ‘

Obr. 38. Hovezi kolagen v poméru 1:1, ez v ose x. SEM snimek (4), analyza v ImageJ

snimek (B, C). Snimek B zndzornuje oblast porii (Cerna), snimek C zndazoriuje

mapu pocitanych pori. Snimek B a C je ve stejném méritku jako snimek A.

Rez v ose x hovéziho kolagenu v poméru 1:1. Nejvétsi pory nabyvaji hodnot okolo
200 az 260 pum, nejmensi pory 30 um. Vyskytuji se zde péry v rozsahu 50 az 90 pum.
Dle vysledkii zjisténych z analyzy, vypoctend plocha pérd &ini 230 626 um?, celkova
analyzovana plocha 1 089 935 um?. Porozita se spo¢ita dle vztahu 4., jeji hodnota je 21 %.

Skute¢na hodnota porozity je vyssi, béhem analyzy doslo ¢astecné ztraté port.
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b) Pomer 2:1

e Rez ve sméru osy z
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Obr. 39. Hovezi kolagen v poméru 2:1, fez v ose z. SEM snimek (A), analyza v ImageJ

snimek (B, C). Snimek B zndzornuje oblast porii (Cerna), snimek C znazornuje

mapu pocitanych porii. Snimek B a C je ve stejném méritku jako snimek A.

Velikost poru hovéziho kolagenu v pomeéru 2:1 pro fez v ose z, se pohybuje v rozsahu
desitky um. Nejvétsi pory nabyvaji hodnot okolo 200 pm, nejmensi pory 80 az 60 um.
Vypoétend plocha port, dle analyzy ¢ini 659 051 pm?, celkova analyzovana plocha

1 123 599 pm?. Porozita se spo&ita dle vztahu 4., jeji hodnota je 59 %.
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® Rez ve sméru osy x

Obr. 40. Hovezi kolagen v poméru 2:1, ez v ose x. SEM snimek (A), analyza v ImageJ
snimek (B, C). Snimek B znazornuje oblast porii (Cerna), snimek C znazornuje

mapu pocitanych porii. Snimek B a C je ve stejném méritku jako snimek A.

Odhadovana velikost péru kolagenu v poméru 2:1 pro fez v ose X, se pohybuje
v rozsahu desitky pm. Nejvétsi pory nabyvaji hodnot okolo 130 um, nejmens$i pory
okolo 20 uym. Béhem analyzy dochazi k mirnému zkresleni vysledkd, pfitomnosti cernych
okrajovych ploch. Z plochy poért jsou tyto hodnoty vypustény, a od celkové plochy
jsou odeéteny. Vypoétena plocha pori, dle analyzy ¢ini 153 382 pm?, celkové analyzovana

plocha 671 241 um?. Hodnota porozity (dle vztahu 4.) je 23 %.
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c¢) Pomer 3:1

e Rez ve sméru osy z

Obr. 41. Hovezi kolagen v poméru 3:1, fez v ose z. SEM snimek (A), analyza v ImageJ
snimek (B, C). Snimek B znazornuje oblast porii (Cerna), snimek C znazornuje

mapu pocitanych porii. Snimek B a C je ve stejném méritku jako snimek A.

Odhadovana velikost poru hovéziho kolagenu v poméru 3:1 pro fez v ose
z se pohybuje okolo hodnot okolo 200 az 280 um pro nejvétsi pory. Nejmensi pory okolo
60 az 80 pm. Stiedni pory jsou velikost okolo 100 um. Vypoétena plocha poru 696 560 pm?,
celkova analyzovana plocha 1 265 625 pm?. Hodnota porozity (dle vztahu 4.) je 55 %.
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® Rez ve sméru osy x

Obr. 42. Hovezi kolagen v poméru 3:1, ez v ose x. SEM snimek (A), analyza v ImageJ
snimek (B, C). Snimek B zndzornuje oblast porii (Cerna), snimek C zndzornuje

mapu pocitanych porii. Snimek B a C je ve stejném méritku jako snimek A.

U hovéziho kolagenu v poméru 3:1 pro fez v ose x nabyvaji nejvétsi pory hodnot
okolo 180 az 260 um, nejmensi pory jsou okolo 60 um. Vypoétena plocha poru 512 518 pm?,
celkova analyzovana plocha 1 069 147 um?. Hodnota porozity (dle vztahu 4.) je 48 %.
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7.2.4.2 Kolagen typu kralik

a) Pomer 1:1

a) Rezve sméru osy z

Obr. 43.‘Kolagen typu krélik v pomeéru 1:1, rez vose z. SEM snimek (4), analyza
v ImageJ snimek (B, C). Snimek B znazornuje oblast porii (cerna), snimek C
znazornuje mapu pocitanych poru. Snimek B a C je ve stejném méritku jako

snimek A.

Rez osou z, kolagenem typu kralik v poméru 1:1, vykazuje velikosti porti okolo
15 az 50 um, nejvétsi pory nabyvaji hodnot okolo 150 um. Vysledky poskytnuté analyzou
v Imagel, jsou zkreslené Sumem. Na zaklad¢ toho byla provedena korekce dat, z vypoctu
byly vyloudeny péry mensi nez 10 pm. Vypoétend plocha poru 292 732 um?, celkova
analyzovana plocha 1 050 621 um?. Hodnota porozity (dle vztahu 4.) je 28 %.
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b) Rez ve sméru osy x

Obr. 44. Kolagen typu kralik v pomeru 1:1, 7ez v ose x. SEM snimek (A), analyza
v ImageJ snimek (B, C). Snimek B znazornuje oblast poru (cernd), snimek C
zndzornuje mapu pocitanych pori. Snimek B a C je ve stejném méritku jako

snimek A.

Kolagenem typu krélik v poméru 1:1 fez osou x, ma dle snimku nejmensi velikost
port okolo 60 pum, stfedni velikost mezi 90 az 130 um, nejvétsi 200 um. Vysledky
poskytnuté analyzou v Imagel, jsou zkreslené pfitomnosti okrajové plochy.
Jejim vyloucenim, ziskdme nasledujici data. Vypoctena plocha poru 222 527 um?, celkova

analyzovand plocha 607 813 um?. Hodnota porozity (dle vztahu 4.) je 36 %.
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b) Pomer 2:1

a) Rez ve sméru osy z

Obr. 45. Kolagen typu kralik v poméru 2:1, vez v ose z. SEM snimek (A), analyza
v ImageJ snimek (B, C). Snimek B znazornuje oblast poru (cernd), snimek C
znazornuje mapu pocitanych poru. Snimek B a C je ve stejném méritku jako

snimek A.

Kolagenem typu kralik v poméru 2:1 (fez osou z), byl pro snadnéjsi analyzu ofezan,
dle vyznacené cCervené cary (snimek A). Velikost péri se pohybuje okolo 20 pm
pro nejmensi pory, stiedni velikost 30 az 50 um, nejvetsi pory jsou okolo 80 az 100 pm.
Vypoétend plocha porti je 86 161 um?, celkova analyzovana plocha 389 998 um?. Hodnota
porozity (dle vztahu 4.) je 22 %.
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b) Rez ve sméru osy x

"‘:OOum'f'-{/u f{’ ° ',

Obr. 46. Kolagen typu kralik v pomeru 2:1, 7ez v ose x. SEM snimek (4), analyza
v ImageJ snimek (B, C). Snimek B znazornuje oblast poru (cernd), snimek C
znazornuje mapu pocitanych poru. Snimek B a C je ve stejném méritku jako

snimek A.

Rez osou x pro kolagen typu kralik v poméru 2:1, jehoz odhadovana velikost port
¢ini 160 az 190 pum pro nejvetsi pory, 70 az 100 um u mensich port. Vypoctena plocha porii
127 092 um?, celkova analyzovana 1 028 187 plocha um?. Hodnota porozity (dle vztahu 4.)
je 12 %. Hodnota porozity je ptilis nizka, pokud se podivaime na snimek B a A. Zjistime,
ze jsou zde pfitomny podry, jez jsou obrazovou analyzou v Imagel] pocitany jako stény.

Vysledky jsou tak vyrazné zkresleny.
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c¢) Pomer 3:1

a) Rez ve sméru osy z

Obr. 47. Kolagen typu kralik v poméfu 3:1, rez vose z. SEM snimek (A), analyza
v ImageJ snimek (B, C). Snimek B znazornuje oblast poru (cernd), snimek C
znazornuje mapu pocitanych poru. Snimek B a C je ve stejném méritku jako

snimek A.

Pomér 3:1 pro kolagen, fez osou z. Nejvétsi velikost ptitomnych port je v rozsahu
okolo 300 um, dale 200 um. Stfedni velikost pért je 100 az 170 um. Nejmensi pfitomné
pory jsou okolo 70 um. Ze snimku je patrna piitomnost okrajovych ploch, jez zkresluje
vysledky analyzy. Na zaklad¢ toho byly ptislusné hodnoty vylou€eny a odecteny od celkové
plochy. Vypoétend plocha péru 241 451 um?, celkovéa analyzovana 624 258 plocha pm?.
Hodnota porozity (dle vztahu 4.) je 39 %.
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b) Rez ve sméru osy x

Obr. 48. Kolagen typu kralik v pomeru 3:1, 7ez v ose x. SEM snimek (4), analyza
v ImageJ snimek (B, C). Snimek B znazornuje oblast poru (cerna), snimek C
znazornuje mapu pocitanych poru. Snimek B a C je ve stejném meéritku jako

snimek A.

Krali¢i kolagen v poméru 3:1 (fez osou x) ma jedny z nejvétSich port ve srovnani
s ostatnimi vzorky, velikost pfitomnych port je cca 330 um, dale jsou zde pfitomny pory
o velikosti 170 az 200 um. Dle obrazové¢ analyzy v Imagel, se zde objevil Sum. Na zakladé
toho byly z dat vylouceny pory pod 20 pm. Vypoétena plocha porti 421 242 um?, celkova
analyzovand 1 052 676 plocha um?. Hodnota porozity (dle vztahu 4.) je 40 %.
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7.2.4.3  Srovndni hovéziho a kradlic¢iho kolagenu

V nasledujici tabulce jsou uvedeny hodnoty porozity pro hovézi a krali¢i kolagen

v daném pomeér (1:1, 2:1, 3:1) v fezu osy x a z.

Tab. 14.  Vypoctené hodnoty porozity pro kolagen typu hovezi v fezu osy x a z.

Kolagen typu hovézi

Pomér kolagenu vici Vypoctend hodnota porozity (%)
sitovacimu &inidlu Rez v ose z Rez v ose x
1:1 41 21
2:1 59 23
3:1 55 48
Kolagen typu kralik
Pomér kolagenu vici Vypoctena hodnota porozity (%)
sitovacimu &inidlu Rez v ose z Rez v ose x
1:1 28 36
2:1 22 12
3:1 39 40

Hodnota porozity pro hovézi kolagen nabyva pro fez v ose z vysSich hodnot,
nez v ose x. V piipadé¢ poméru 1:1 a 2:1 je vyrazny rozdil mezi hodnotou porozity v ose
zax. Upoméru 3:1 neni vyrazny rozdil mezi fezem v ose z a x. Pomér 2:1 se vyznacuje
nejvyssi porozitou 59 % (fez v ose z), za nim ho nésleduje pomér 3:1 s 55 % (fez v ose z).

Nejnizsi porozitou se vyznacuje pomér 1:1, v obou fezech.

V piipad¢ krali¢iho kolagenu, jsou zde ptitomny rozdilné vysledky nez u kolagenu
hovéziho. Porozita nabyvala vys$Sich hodnot v fezu osy z, pro kralika jsou vysledky rozdilné,
dle poméru. Nejvyssi hodnotu porozity mé pomér 3:1 v fezu osy x a z, kde jsou uvedené
hodnoty podobné. Zaroven v tomto poméru existuji pory o nejvyssi velikosti. Nejnizsi

porozita je u poméru 2:1 (fez osou x), kde dosahuje 12 %.

Pokud bychom chtéli srovnat kolagen typu kralik a hovézi, dosahuje nejvyssi
hodnoty 59 % hovézi v poméru 2:1 (fez osou z). Nejniz§i porozita 12 % je pritomna u kralika
v poméru 2:1 (fez osou x). Je tézké vzijemné mezi sebou srovnavat pouZité pomeéry
kolagenu vii¢i sitovacimu ¢inidlu a druhy kolagenu. Obrazova analyza byla provadéna

pouze na dil¢i ¢asti vzorku, jiz z toho je patrné, ze vysledky mohou byt v celém objemu



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 113

vzorku rozdilné. V pribéhu piipravy vzorku (fez), mohlo dojit vlivem manipulace
se vzorkem k jeho poSkozeni. Dale dochdzelo v pribéhu analyzy ke zkreslovani vysledk
(Sum, splyvani malych port), jez museli byt posléze korigovany. Hodnoty porozity je nutné

vnimat pouze orientacné.

7.2.5 Swelling testy

Swelling testy (testy bobtnani) poskytuji informace o zasadnich vlastnostech hydro-
gel z pohledu absorpce kapaliny. Jsou provadény pro simulaci prostfedi v prubéhu
kultivace bunék. V prub&hu bobtnani dochazi k diftizi rozpoustédla mezi polymerni fetézce,
které se od sebe postupné oddaluji. Proces bobtnani mize byt ovlivnén pH, teplotou
a rozpoustédlem, iontovou silou. '*° Bobtnani bylo provadéno pii teploté 37 °C v PBS
(pH= 7,36) roztoku po dobu 24 hodin. Vzorky hydro-gelu byly pied testem lyofilizovany.
Vzorky byly v pribéhu méfeni umistény v draténych kosiccich, aby se omezila manipulace
se vzorkem. Tento postup eliminuje riziko rozbiti vzorku v pribéhu méfeni, je vSak nutné
kosicky pred kazdym vazenim fadné vysusit. Vysledky testu bobtnani mohou byt zkresleny
vlhkosti, jez je obsaZena v koSiccich. Vazeni vzorku probihalo v daném ¢asovém intervalu
(1,2, 6, 15, 30, 45, 60, 120, 240, 360, 1440 min). Méfeni bylo provedeno dvakrat, uvedené
hodnoty v grafickych zavislosti jsou primérovany, chybové tsecky predstavuji smérodatné
odchylky priuméru. Ptirtistek hmotnosti M (%) byl vypocten dle nésledujiciho vztahu, kde m;
je hmotnost mokrého vzorku (g) odectend v daném casovém intervalu, m; je hmotnost
suchého vzorku (g).

M=—""--100 (5)

m;+ mg
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Prirustek hmotnosti (%)

PFirustek hmotnosti (%)

Graf 4. Zavislost zobrazujici priristek hmotnosti hoveziho kolagenu v daném

casovém intervalu.
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Graf'5. Zavislost zobrazujici pririistek hmotnosti kraliciho kolagenu v daném

casovem intervalu.
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Povaha a zptsob provedeni metody je zatizen chybou vznikajici lidskym faktorem.
Presnost méteni siln€é zavisi na dikladnosti vysuSeni mokrych koSicka. Z grafickych
zavislosti pro kolagen typu kralik a hovézi je patrné, Ze v pocatku meéfeni dochézi
ke znacnym odchylkdm od predpokladaného trendu. Prili§ rychla difuze rozpoustédla mezi
fetézce, zpusobuje rychli narust hmotnosti, ndsledkem toho nestihaji fetézce kolagenu
relaxovat. V okamziku, kdy dojde k relaxaci fetézct, dochazi k poklesu hmotnostniho
piiristku. Tento trend je nejvice znatelny u hovéziho kolagenu v poméru 2:1. ! V pogcatcich
méieni dochazi k strmému néartistu hmotnosti, ktery se pi1 odectu v 6 a 24 hodin€ vyrovna.
Hovézi kolagen v poméru 1:1 vykazuje ptirastek hmotnosti (24 hod) 94 %, pro pomér 2:1
a3:1 je okolo 90 %. Muzeme konstatovat, ze pomér 1:1, vykazuje vy$$i miru bobtnani.
Krali¢i kolagen v poméru 1:1 méa 94 % pfirtstek hmotnosti (24 hod), pomér 2:1 dosahujici
obdobné hodnoty 93 %, pomér 3:1 89 %. Pomér 1:1 se vyznacoval, na rozdil od poméru 2:1
a 3:1, schopnosti drzet tvar a strukturu i po 24 hodinach. U vyssiho zastoupeni kolagenu
v systému, dochéazelo k zborceni a rozpadu struktury. Z grafickych zavislosti je patrné,
ze chovani kréli¢iho a hovéziho kolagenu v pribehu bobtnani nevykazuje vyrazné rozdily.
Pokud vynechame odlehlé hodnoty a zvdzime chybovost pfi méfeni, trend pfirtstku

hmotnosti v danych pomérech je obdobny.
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ZAVER

V ramci diplomové prace byly pfipraveny hydro-gely pomoci fyzikalniho
a chemického sitovani. Hydro-gely maji obrovsky primyslovy potencial a jsou mimo jiné
velmi Casto pouzivany jako materidly pro piipravu bio-inkousti. Fyzikélni sitovani bylo
vyuzito u alginatu sodného, iontovy mechanismus spocival v tvorbé tzv. , egg-box‘ za
pomoci dvojmocnych kationtii vapniku. Takto pfipravena zesitovana struktura je schopna
vratné reakce, jiz z toho je patrné, ze potencidl pouziti materidlu k 3D tisku je nizky,
s ohledem na mechanickou nestabilitu systému. Alginat sodny byl pfipraven v koncentraci
2 a 3 wt%, v kombinaci s 0,1 a 0,01 M CaCl, a CaCOs v piislusnych objemovych podilech.
Bylo prokazano, ze sitovaci ¢inidlo o vyssi molarité 0,1 M poskytuje zesiténé systémy s
vy$si viskozitou a schopnosti drzet tvar. Lepsi vlastnosti z hlediska viskozity systému byly

dosazeny u vétsi koncentrace alginatu, konkrétné 3 wt%.

Kolagen (hovézi a krali¢i) a zelatina byly sitovany za pomoci oxidované formy
dextranu. Metoda sitovani je chemického charakteru, popsana Schiffovou bazi. Vznikajici
vazba je kovalentni, hydro-gely se proto vyznacuji vyssi pevnosti a mechanickou stabilitou.
Charakteristika sitovaciho ¢inidla, tj. mira jeho reaktivity, je ddna mnozstvim oxidovanych
vazeb. Titraci byla uréena mira oxidace dexranu, konkrétné je to 66,93 na 100 jednotek
v fetézci. Pfitomnost oxidované formy dextranu byla prokdzana také diky FT-IR analyze.
Kolagen (hovézi, kralik) a Zelatina v kombinaci se sitovacim ¢inidlem o daném poméru (1;
1,5; 2; 2,5; 3) s ptidavkem amoniaku byly podrobeny charakteristice méfeni Casii gelace
s cilem zjistit &as potiebny pro piipravu vzorki k tisku. Zelatina se fadi mezi materialy
s nejrychlej$i tvorbou sité, vysvétleni spociva v jeji schopnosti samo-gelace. Reakce
je takika okamzita, objevuji se zde problémy spocivajici v pfili§ rychlém nartistu viskozity
systému, ktery nésledné zadrzuje bublinky vzduchu v hydro-gelu. Ty jsou pak zdrojem
nehomogenity toku materialu pii tisku. Tisk materialu jako je zelatina by byl pfili§ obtizny.
Na rozdil od Zelatiny mé kolagen velmi dobré tokové vlastnosti. Hovézi a krali¢i kolagen
byl nakonec vyuzit jako material k experimentim s 3D tiskem. Kolagen byl michén
se sitovacim ¢inidlem v pomérech 1:1, 2:1, 3:1 s pfidavkem amoniaku 30 pl. V ramci prace
byl porovnan vliv poméru kolagenu a sitovaciho €inidla a vliv piivodu kolagenu. V obou
ptipadech kolagenu se zde pfi tisku objevuji stejné problémy, spocivajici v nerovnych
okrajich vytisku a nizkou adhezi materidlu k tiskové podlozce. Na snimcich z optického

mikroskopu je parametrem pro hodnoceni kvality tisku pfitomnost charakteristickych mezer
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pro miizku. Kolagen hovéziho pivodu vykazuje vétsi pocet mezer u vSech poméri,
naopak u kraliciho kolagenu tomu tak neni. U poméru 1:1 a 2:1 nejsou mezery piitomny,
vyskytuji se az u poméru 3:1. Rozdilné vlastnosti mezi hovézim a krali¢im kolagenem jsou

znatelné. Kinetika sitovani kraliciho kolagenu je vyrazn€ pomalejsi nez u hovéziho.

Vytisténé scaffoldy byly nasledné lyofilizovany (vysuSeny mrazem), nasnimany
pomoci SEM a vfezu x a zbyla vyhodnocena porozita. Materiadl vykazujici nejvyssi
porozitu (59 % osa z) ze vSech byl hovézi kolagen pro pomeér 2:1. Dalsi je kolagen typu
hovézi v pomeéru 3:1, kde porozita ¢ini 55 % osa z a 48 % osa x. Krali¢i kolagen vykazuje
v poméru 1:1 a 2:1 nizsi hodnoty porozity, ale v poméru 3:1 nabyva obdobnych hodnot
(39 % osa z, 40 % osa x). Oba materialy (kralici i hovézi kolagen) vykazuji obdobné
vlastnosti z pohledu bobtnani v prostiedi PBS, u materidli s poméry 2:1 a 3:1 dochazelo
ke zborceni struktury gelu. Z pohledu ptipravy bio inkousti jsou v podstaté vyuzitelné oba
materialy na kolagenové bazi, s tim, ze hovézi kolagen je 1épe tisknutelny a v lyofilizované

form¢ vykazuje vétsi miru porozity.
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Aditivni vyroba (additive manufacturing)

Computer aided design

Stereolitografie

Selektivni laserové slinovani (selective laser sintering)
Ultrafialové zatreni

Modelovani depozici tavenin (fused deposition modeling)
Material extrusion additive manufacturing

Bio-tisk zalozeny na vytlatovani (extrusion based bioprinting)
Spojené staty americké

Fused filament fabrication

Selektivni laserové taveni (selective laser melting)
Laserem asistovany bio-tisk (laser assisted bioprinting)
Laser induced forward transfer

Absorbing film assisted laser induced foward transfer
Matrix assisted pulse laser evaporation direct write
Matrix assisted pulse laser evaporation

Laser guide direct write

Biologické laserové zpracovani (biological laser printing)

Elektro-hydrodynamicky tryskovy tisk (eletrcohydrodynamic jetting
based bioprinting)

Kapickovy bio-tisk (droplet based bioprinting)
Kapicka na vyzadani (drop on demand)
Kontinualni bio-tisk (continous inkjet jetting)
Inkoustovy bio-tisk (inkjet bioprinting)

Extracelularni matrice
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Ag
BaTiO3
PEGDA
PEGDMA
GelMA
CO2
PCL
PEG
ABS
PLA
PVA
PA

PC
PEEK
PEI
PPS
PPF
ASA
PPS
PU
PLGA

—NH,

—~COOH
CaCl;

CaCOs

Stiibro

Bérium titanat

Polyethylen glykol diakrylat
Polyethylen glykol dimethakrylat
Hydro-gel Zelatiny a methylacrylatu
Oxid uhli¢ity
poly-g-kaprolaktan
Polyethylenglykol
Akrilonitril-butadien-styren
Kyselina polymlécna
Polyvinylalkohol

Polyamid

Polykarbonat
Polyetheretherketon
Polyetherimid

Polyfenyl sulfid

Polypropylen fumarat
Akrylonitril-styren-akrylat
Polyfenylsulson

Polyurethan

Kopolymer laktidu a glykolidu
Amino skupina

Hydroxylova skupina
Karboxylova skupina

Chlorid vépenaty

Uhlicitan vapenaty
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HONH>-HCl Hydroxylamin hydrochlorid
n Smykova viskozity (Pa.s)
Y Rychlost smykové deformace (s)

p Porozita (%)
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