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Abstrakt

Diplomova prace se zabyva vlastnostmi polymernich hydrogeld, jejich sloZzenim a
biokompatibilitou. Teoreticka Cast obsahuje popis jednotlivych typu tkan€, popis
hydrogell a biotisku. Prakticka ¢ast se zabyva ptipravou hydrogeld, analyzou jejich
vlastnosti a jejich biotiskem.

Klicova slova
Biotisk, 3D biotisk, bioinkoust, polymerni hydrogely, tkané

Abstract

The thesis deals with properties of polymer hydrogels, their composition and
biocompatibility. Theoretical part contains description of all types of tissues, description
of hydrogels and bioprinting. Practical part contains preparation of hydrogels, analyses
of their properties and their bioprinting.
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SEZNAM OBRAZKU

Obr 1-1 Schéma stavby kosti




Uvop

Jednim z hlavnich Gcela tkanového inzenyrstvi jsou nahrady tkani. Z davodua zvysujicich
se pripadl nemoci, jako jsou kardiovaskularni onemocnéni nebo rakoviny, se tento obor
rychle rozviji. U téchto onemocnéni dochazi Casto k poskozeni a nekroze tkani a nasledné
snizeni nebo uplné ztraté funkce daného organu. A proto je snaha toto poSkozeni opravit
a nahradit uméle vytvofenymi tkanémi nebo strukturami, které pomohou ke spravné
regeneraci tkané. K tomuto ucelu se vyuziva tzv. scaffold, ktery slouzi jako podpora pro
rast, diferenciaci a proliferaci bunék. Scaffold se musi sklada z vhodnych materiala, které
jsou co nejpfiznivéjsi a nejlépe podporuji vySe popsané funkce bunek. Pro jeho tvorbu
slouzi rizné techniky jako jsou napiiklad vymrazovani, decelularizace a biotisk.

Tato prace se zabyva tvorbou scaffoldu z polymernich hydrogelti pro
nahradu kostni tkané. Kjejich tvorbé je pouzivan 3D biotisk. Prvni kapitola prace
obsahuje popis zakladnich typa tkani. Druha kapitola se zabyva stru¢nym popisem
jednotlivych Casti a procest biotisku a popisem bioinkoustu, pfedev§im polymernimi
hydrogely a jejich vlastnostmi. Prakticka cast prace se zabyva reSerSi v oblasti
polymernich hydrogelti pro kostni tkafové inzenyrstvi. Tato Cast obsahuje zejména
reSerSi v oblasti hydrogeli z alginatu, zelatiny, chitosanu a jejich kombinaci. Dale se
prakticka ¢ast prace zabyva pfipravou vybranych hydrogelt a jejich analyzu. Nakonec
obsahuje stru¢ny popis parametrii biotisku vybranych geld. V ramci téchto kapitol jsou
stru¢né popsany protokoly pfipravy a biotisku.



1. TKANE

Tkané jsou soubory bunék, které maji stejny tvar, pivod a maji jednu hlavni funkei. Tkané
se dale déli na epitelové, pojivove, svalové a nervové. Zvlastnim typem tkané je krev.
D¢j, kterym se nerozliSené builky tvaroveé a funkené stavaji butikami urcitych tkani, se
nazyva diferenciace.

Epitel je slozeny z bun€k, které jsou pevné a tésné€ spojeny. Podle autora v [1] tyto
bunky nasedaji na vrstvu, ktera se nazyva bazalni membrana. Tato vrstva slouzi pro
vyménu a regulaci makromolekul mezi epitelem a pojivem, které je ulozeno pod nim.
Epitely se déli bud’ podle tvaru na epitel plosny, tramcity a retikularni. Nebo podle funkce
na kryci (vystelkovy), fasinkovy, zlazovy, resorpcni, respiracni, svalovy a smyslovy.

Svalova tkan je specializovan na pohyb. V plazmé svalovych bunék, ktera se
nazyva sarkoplasma, se nachazi kontraktilni vldkna zvand myofibrily. Tyto vldkna
obsahuji myofilamenta, ktera obsahuji kontraktilni proteiny aktin a myosin. Svalova tkan
se déli na tfi hlavni typy: svalovina hladka, pficné pruhované a srdecni.

Bunky hladké svaloviny se nazyvaji leilomyocyty. Maji protahle vietenovity tvar a
jedno protahlé jadro. Jejich délka se li§i podle organu, kterého jsou soucasti. Autofi v [1]
uvadi, ze ve sténé malych cév délka bun€k meti 15 pm a ve sténé délohy az 500 pum.
Myofilamenta jsou v burikdch usporadana do sité a chybi jejich periodické stiidani
tlustych a tenkych vldken. Builky jsou navzajem spojeny mezibunéénym spojenim
zvanym gap junction, které umoziuje pienos podrazdéni z jedné buiky na druhou. Diky
tomuto spojeni se svalovina chova jako jedna kontraktilni jednotka. Hladka svalovina je
inervovana sympatikem a parasympatikem, ale jeji kontrakce mize byt vyvolana i
pomoci hormont, napiiklad: oxytocinem, estrogenem a vasopresinem.

Zakladni funkéni jednotka pficné pruhované svaloviny je svalové vlakno. Je to
mnohojaderny utvar, jehoz jadra jsou umisténa pod buné€nou membranou (sarkolemou)
a obsahuje podélné orientované myofibrily. Myofibrily se skladaji z tenkych aktinovych
myofilament, tlustych myozinovych myofilament a vazebnych proteind. Podle autord v
[1] se ve svételné mikroskopii v této svaloving rozlisuji dva prouzky: tmavsi A a svétlejsi
I prouzek. I prouzky jsou rozpileny tmavou Z linii. Usek myofibrily od jedné Z linie
k druhé se nazyva sarkomera. V A prouzku se uprostied rozliSuje svétlejsi usek zvany H
prouzek, ktery je rozpuleny tmavsi M linii. Svalova vlakna se déli podle rychlosti
kontrakce na tfi typy: rychla, pomala a prechodna. Je inervovano mozkomisnimi nervy a
bez jejich podnéti nefunguje a atrofuje. Piicné pruhované svalstvo se vyskytuje
predevsim jako kosterni svalovina.
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Poslednim typem svaloviny je pfi¢n€ pruhovanéd srde¢ni svalovina. Sklada se
z kardiomyocytt, které maji podobnou stavbu, jako svalova vlakna, ale obsahuji pouze
jedno jadro. Tyto buiky jsou spojeny interkalarnimi disky a tvofi tak sit. Interkalarni
disky umoziuji rychly pfenos podrazdéni z butiky na buriku. Dale jsou v srdecni
svalovin€ pfitomny specializované bunky na autonomni tvorbu a rozvod vzrucht. Tento
systém se nazyva prevodni systém srdecni.

Dal§im druhem tkané je tkan nervova. Zakladni funk¢ni jednotkou je neuron. U
neuronu se rozliSuji dvé hlavni ¢asti: télo (perikaryon) a vybézky. Vybézky se dale déli
na dendrity a axon. Dendrity slouZzi pro pfijem vzruchi a axon slouzi pro vysilani impulzi
z téla neuronu. Axony se mohou vétvit a vytvaret tak struktury zvané telodendrie. Pro
prevadéni vzruchii na dal$i neuron nebo tkan slouzi synapse. Autofi v [1] uvadi, Ze
neurony se déli podle poctu dendriti na neurony apolarni, unipolarni, bipolarni,
pseudounipolarni a multipolarni. Dale se rozliSuji myelinizovana a nemyelinizovana
vlakna. Myelinizovana jsou tvofena myelinem, ktery umoziuje efektivnéjsi a rychlejsi
pfenos vzruchu a je tvofen Schwannovymi bufikami nebo oligodendrocyty (v centralni
nervové soustave). Neurony vytvaii impulz pomoci akéniho potencialu. DalSim typem
buiky nervové tkané jsou astrocyty, které slouzi pro podporu nervové tkané.

Pojivové tkané se skladaji z bunék a mezibunécné hmoty, podle které se dale déli
na vazivo, chrupavku a kost. Mezibunécna hmota obsahuje dvé hlavni slozky: amorfni a
vlaknitou slozku. Amorfni slozka podle autori v [1] je slozena s protein-
polysacharidového komplexu, ionti a vody. Vlaknita slozka obsahuje vlakna kolagenni,
elastické a retikularni. Mezibunécnd hmota je syntetizovana buiikami pojiv ve formé
prekurzori. Buriky poté secernuji tyto prekurzory do mezibunécného prostoru, kde
polymerizuji v amortni a vlaknité slozky mezibunécné hmoty.

Vazivo je prvni typ pojivové tkang, ktery se za vyvoje vytvaii. Jeho mezibunécna
hmota obsahuje velké mnozstvi vody a malé mnozstvi vlakenné slozky. A proto je vazivo
mekké a poddajné. Bunécna slozka se sklada z bunék fixnich a bloudivych. Buiky fixni
jsou trvale usedlé ve vazivu a patii k nim fibroblasty, retikularni bunky (soucasti
retikularniho vaziva), pigmentové bunky (obsahuji melanin) a tukové bunky (hromadi
tukové kapénky). Autofi v [1] uvadi, ze fibroblasty secernuji prekurzory amorfni a
vlaknité slozky mezibunécné hmoty predevsim bilkoviny, jako je kolagen a elastin, a
glykoproteiny. Produkuji také ristové faktory, které ovliviiuji proliferaci a diferenciaci
bunék. Pokud fibroblast pfestane produkovat prekurzory mezibunécné hmoty, setrvava
v klidu a je stavebné zapojen do vaziva, stane se fibrocytem, ktery se miZze znovu
aktivovat ve fibroblast. Bloudivé buiiky jsou ve vazivu umistény voln€. Mezi tento typ
bunék patfi makrofagy, které maji schopnost améboidniho pohybu a fagocytozy, dale
zirné bunky (produkuji heparin a histamin), plazmatické buiky (produkuji
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imunoglobuliny) a krevni elementy (bilé krvinky). Vlakenna slozka mezibunééné hmoty
obsahuje 3 typy vlaken: vlakna kolagenni (pfevazné kolagen I), elasticka (elastin) a
retikularni (kolagen III).

Vazivo se déli podle mnozstvi bunék, mezibunééné hmoty a prevazujicim typem
vlaken. Prvni typ vaziva je mesenchym. Podle autorti v [1] je to embryonalni tkan, ze
které se vyviji ostatni druhy vaziva nebo jina pojiva. Mezibuné¢na hmota mesenchymu
je tvofena prevazné amorfni slozkou a az pozdé€ji ve vyvoji se v ni objevuji jemna
kolagenni vlakna. Dalsi typ je vazivo rosolovité. Také je to tkan embryonalni a obsahuje
kromé bunék kolagenni a retikularni vlakna. Nejroz§ifenéjsi je vazivo kolagenni, ve
kterém prevazuji kolagenni vlakna. Déli se na fidké a tuhé vazivo. Ridké kolagenni vazivo
obsahuje vSechny typy vlaken (kolagenni, elastické a retikularni) a vypliiuje mista uvnitf
amezi jednotlivymi organy a Gtvary. Ugastni se latkové vymény a vyzivy ostatnich tkani,
protoze kyslik a ostatni latka, které tyto tkané€ pfijimaji z krve, musi fidkym vazivem
prochéazet. Tuhé kolagenni vazivo ma prevahu tlustych kolagennich vlaken nad burikami
a ostatnimi typy vldken. Mohou byt usporadané, které vytvari vazy, fibrozni blany
(fascie) nebo okostice, a neusporadané, které se nachazi ve napi ve Skafe kize. Dal§im
typem vaziva je elastické vazivo. Obsahuje velké mnozstvi elastickych vlaken, a proto je
se jevi jako zluté. Toto vazivo vytvaii nékteré vazy, jako jsou napft. ligamenta flava na
pateti. Patym typem vaziva je retikularni vazivo, které tvoti prostorovou sit’ lymfatickych
tkani, kostni dfené a sleziny. Posledni je vazivo tukové, které je vazivo vmezefené a
obsahuje tukové bunky. Tukové buriky syntetizuji tuk ze sacharidi a funguji jako
rezervoar energie, tepelny izolant a mechanicka ochrana. RozliSuje se bila a hnéda tukova
tkan.

Chrupavka je dalSim typem pojivové tkané. Je pevna a tuha, ale neni tvrda. Jeji
mezibunééna hmota, ktera je prisvitna a tuha, stejné jako vazivova tkan obsahuje
vlaknitou slozku. Podle autorti v [1] se sklada prevazne s kolagenu typu I, ale i mensiho
mnozstvi ostatnich typd, a hydratovaného gelu slozeného z glykoproteini a
proteoglykand. Bunécna slozka chrupavky obsahuje chondrocyty, které jsou ulozeny
v mezibunécné hmote, a chondroblasty, které jsou schopné mnozeni. Chondrocyty
produkuji komponenty mezibuné&cné hmoty. Na povrchu chrupavky se nachézi vazivova
vrstva zvana perichondrium, kterd postupné prechazi v chrupavku. Tato vrstva obsahuje
cévy, které vyzivuji pomoci difuze chrupavku. V chrupavce rozliSujeme struktury zvané
chondrony. Jsou to zakladni stavebni jednotky, které vznikaji tak, ze z perichondria
vystupuji svazky vlaken do mezibunééné hmoty a obkruzuji skupiny bunék. Ty nasledné
funguji jako polStare, které jsou uzaviené mezi svazky vlaken. Timto usporadanim se
zvySuje pevnost chrupavky proti tahu a tlaku. Chrupavka se déli podle mnozstvi bunék a
mezibunécné hmoty a podle mnozstvi a typu vlaken na chrupavku bunécnou, hyalinni,
elastickou a vazivovou.
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Prvni druh chrupavky je chrupavka bunéfna neboli parenchymova. Je to
chrupavka embryonalni, ze které vznikaji ostatni typy. Obsahuje minimalni mnozstvi
mezibunécné hmoty. Dalsi typem je chrupavka hyalinni, ktera se sklada z kulovitych
nebo ovoidnich chondrocytt. Autofi v [1] uvadi, ze chondrocyty mohou byt jednotlive
nebo v takzvanych isogenetickych skupinkach. V hyalinni chrupavce pirevazuje
mezibunééna hmota a mize dosahovat az 95 % jejiho objemu. Tteti druh chrupavky je
chrupavka elasticka. Obsahuje kolagenni a elasticka vlakna, kvtli kterym je velmi pruzna
a nazloutla. Buiky zde netvoii isogenetické skupiny a jsou rovnomémné rozprostiené
v mezibunécné hmoté. Poslednim druhem je chrupavka vazivova. Sklada se z silnych
kolagennich vlaken (kolagen typu I), mezi kterymi jsou malé ostrivky bunék. A proto je
tento typ chrupavky velmi pevny. Nachazi se naptiklad v meziobratlovych discich nebo
je soucasti menisku.

1.1 Kostni tkané

Kostni tkan je nejtvrd§im type pojivové tkané. Jeji zakladni funkce jsou ochrana a opora
téla. Mezibunécnd hmota obsahuje slozku organickou, kterd se nazyva osteoid, a
anorganicka mineralni slozku. Osteoid obsahuje vlakna kolagenu I, ktera jsou sjednocena
zakladni amorfni hmotou. Do organické slozky se uklada anorganicka slozka, ktera
obsahuje krystaly soli. V kostni tkani se nachazi tfi zakladni typy bunék: osteoblasty,
osteocyty a osteoklasty. Osteoblasty produkuji prekurzory zakladni hmoty, kterymi se
postupné obklopuji a méni se v osteocyty. Buriky jsou tak ulozeny v dutinkach zvané
lakuny. Osteocyty mineralizuji zakladni amorfni hmotu a ucastni se tak regulace hladiny
vapniku v téle. Tento typ bunék se muze zménit zpét v osteoblasty nebo bunky
retikularni. Vybézky osteocytt vstupuji do kanalkd zvanymi canaliculi ossium. Pomér
slozky organické a anorganické se s vékem méni. Autofi v [1] uvadi, Zze u novorozencu
tvoti anorganicka slozka pfiblizn€ 48 % a v dospélosti se zvySuje na 60 % a vice. Kostni
tkan je tedy v mladi pruznéjsi a postupné s vékem kiehne. Kostni tkan vytvari
nepravidelné nebo pravidelné vrstvy zvané lamely. Nejtypictéjsi usporadani lamel je
Haverstuv systém, coZz je az dvacet koncentricky usporadanych lamel kolem centralniho
Haversova kanalu. Schéma stavby kostni tkané muzeme vidét na Obr 1-1. Dale
rozliSujeme dva hlavni typy kostni tkan€: kost hutna (substancia compacta) a kost
houbovita (substancia spongiosa).
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Veétsinu objemu kosti tvofi mezibunécna hmota. Jak uz bylo zminéno rozliujeme
v ni organickou a anorganickou slozku. Organicka slozka je tvofena pfevazné kolagenem
typu I Podle autori v [1] se vni nachazi glykosaminoglykany, napfiklad
chondroitinsulfat, keratansulfat a kyselina hyaluronova. A glykoproteiny, jako jsou
osteokalcin a kostni silaoprotein. Anorganickd slozka je pfevazné tvofena
hydroxiapatitem. Dale obsahuje fosforeCnan vapenaty a uhlicitan vapenaty.

KOLAGEN Mineralizovana

A OSTEONY KOST
kolagenni vlikna SotstavyVEiken

—  cementové linie

—H
Haversovy kanalky
—
Hydroxyapatitove
Ridlgen nanokrystaly

Obr 1-1 Schéma stavby kosti

Buiiky obsahuji na svém povrchu adhezivni molekuly, coz jsou, podle autorti v
[2], membranové proteiny, které umoziiuji mezibunéénou komunikaci. Rozli§uji se Ctyfi
zakladni skupiny: imunoglobulin podobné molekuly, integriny, cadheriny a selektiny.
V imunitnim systému hraji dilezitou roly pro zahajeni a udrzeni imunitni reakce.
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2. BIOTISK A BIOINKOUST

Biotisk je technika, ktera umoziuje tisknout zaroven zivé buriky, biomaterialy (hydrogely
apod.) a ostatni biomolekuly a vytvaret tak tkan€ a organy. Tisknuti za¢ina sbiranim dat
z pacientli pomoci CT, MRI nebo ostatnich zobrazovacich metod. Nasleduje vytvoreni
modelu, ktery ma dané rozméry a strukturu. Poté je samotné tisknuti jednotlivych vrstev,
které se li8i podle typu tisku. RozliSuje se inkoustovy, laserové asistovany a vytlacujici
biotisk [5].

Vytlacujici biotisk je nejbéznéjs§im typem biotisku z vySe popsanych metod.
Pomoci této metody lze tisknout rizné biomaterialy, jako jsou napiiklad vysoce
viskozni kapaliny, hydrogely a termoplasty, v riznych velikostech. Pro vytlaceni
viskoznich latek se vyuziva pneumatické, pistové a Sroubové metody. Pro spravné
tisknuti je nutné optimalizovat viskozitu latky, pouzity tlak, tvar a praimeér jehly. V této
préci byl pouzit vytlacujici biotisk inkredible+ od firmy CELLINK, ktery je podrobnéji
popsan v kapitole 4.5 [5].

Bioinkoust se sklada z materiald rozpustnych ve vod€, jako jsou polymerni
hydrogely. Podle autort v [4] tyto materialy musi byt co nejvic pfirozené pro buriky, aby
se co nejvice zvysila jejich zivotaschopnost. Dale musi mit dostacujici reologické
vlastnosti pro jejich tisknuti a aby udrzely dostate¢né dlouho dobu sviij tvar. Pokud je
hydrogel prili§ tuhy dochazi pii jeho tisknuti ke zvySenému stresu na buriky, coz mize
zpusobit jejich smrt (apoptozu) nebo zamezeni jejich migrace. Autofi v [5] uvadi, Ze
bioinkoust se déli podle jejich pouziti na funkéni, obétni a podptrny. Funkéni bioinkoust
slouzi jako scaffold pro podporu bunék. Obsahuje elementy pro jejich prichyceni a
podporu jejich rastu, migrace, proliferace a diferenciace. Podptirny a obétni bioinkoustu
slouZzi pro podporu funkénich bioinkousti. Zlepsuje jejich vlastnosti, jako je lepsi kvalita
tisknuti, mechanicka stabilitu a podpora struktury. Nekteré typy lze po vytisknuti
odstranit, aniz by se poskodila struktura gelu nebo jeho funk¢nost. Pro jejich odstranéni
se vyuziva teplota nebo chelata¢ni Cinidla.

2.1 Polymerni hydrogely

Polymery jsou vysokomolekularni latky, které se skladaji ze zakladnich jednotek zvané
monomery. Podle ptivodu se dély na syntetické polymery, jako jsou podle [6] napiiklad
methakrylat, polylethylen glycol a kyselina polylaktidova, a biopolymery. Mezi
biopolymery predevsim patii proteiny a polysacharidy. Polymery tvoii sit’ pomoci jevu
zvaném sitovani. Je to spojovani jednotlivych fetézci pomoci sit'ujiciho €inidla na jednu
velkou makromolekulu. Mnozstvi situjiciho ¢inidla nepfimo imérné zavisi na velikosti
relativni molekulové hmotnosti polymeru. Zesitované Casti jsou nerozpustné ve vode.
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Polymer se tak sklada z ¢asti, které jsou rozpustné ve vodé a které nejsou. Hydrogely jsou
vodou nabotnalé sité polymert.

2.1.1 Sitovani

Pro zajisténi udrzeni tvaru vytisknutého gelu se podle autorti v [5] pouziva proces zvany
sitovani. Sitovani patii predev§im mezi Gpravy po vytiS§téni a ovliviiuje stabilitu geld.
Déli se podle mechanismu puisobeni na iontové (chemické), termalni, enzymatické a foto
sitovani.

Iontové sitovani je velmi rychlé a vyuziva reakci polyelektrolytu nebo
specifickych iontd s polymery. Pfi kultivaci bun€k dochazi k vyluhovani iontd, coz
zpusobuje nestabilitu gelt a omezuje tak jeho dlouho dobé vyuziti. Tento typ sitovani se
vyuziva u alginatovych gelt (vice v kapitole 2.1.2 a 3). Termalni sitovani vyuziva termo
responzivni vlastnosti polymerd, pii kterych se méni ze solu na gel. Polymery maji bud’
dolni kritickou hodnotu nebo horni kritickou hodnotu roztoku, pti kterych dochazi
k tuhnuti. Materidly, které vyuzivaji toto sitovani, jsou napfiklad kolagen a zelatina.
Sitovani s vyuzitim enzyma vytvari stabilni a nevratné struktury, ale trva delsi dobu nez
ptedchozi druhy. Tato metoda je drazsi a naroCnéjsi, a proto je jeji vyuziti omezeno.
Posledni metodou je foto sitovani, ktera za pomoci UV zafeni a fotoreaktivnich molekul
nebo fotoiniciatord vytvaii kovalentni vazby s polymery a vytvarfi tak struktury. Avsak
UV zareni a nezreagované fotoinciatory jsou toxické pro burky [5].

2.1.2  Alginat

Alginat je nerozvétveny polysacharid. Podle autort v ¢lanku [7] je produkovan hnédymi
fasami (Phaeophyceae) nebo bakteriemi a nachazi se v jejich bunécnych sténach. Je
v hnédych fasach jako gel, ktery obsahuje sodikové, vapenaté, hotfecnaté, stronciové a
barnaté ionty. Pfedev§im vapenaté ionty jsou zodpoveédné za jeho pevnost. Podle ¢lanku
[5] vyhodou alginatu pro tisknuti je jeho flexibilni viskozita, bioinertnost a jednoduché
sitovani.

Autofi v [9] uvadi, ze se alginat sklada z 1,4-p-D kyseliny manuronové (M blok)
a 1,4-a-L kyseliny glukuronové (G blok). Tyto monomery se skladaji do heterogennich
nebo homogennich segmentu, které vytvareji fetézec polymeru. V ¢lanku [7] autofi uvadi,
7ze G bloky vytvareji tuhé struktury, coz zpusobuje vys$si houzevnatost polymeru.
Alginaty s vy$§$im poCtem M bloki jsou vice imunogenni a vyvolavaji produkci
cytokinint nez alginaty s vys§im poctem G bloku. Flexibilita se také méni v zavislosti na
typu segmentu, kde MG segmenty maji nevy$§i a GG nejnizsi. Pomér a rozlozeni
segmentt a bloku se 1isi podle druhu fas a jejich ¢asti.
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Viskozita alginatu zavisi nepfimo umérmné na teploté, pfimo Umémé na
koncentraci a nepfimo na molekulové hmotnosti, ktera je v rozsahu 10 000 — 600 000
g/mol, jak uvadi autofi v [5]. Problém alginatu je, ze neobsahuje mista pro pfipojeni
bunék, ktera podporuji adhezi, proliferaci, §ifeni a diferenciaci bun¢k. Proto se pro
zlepSeni tohoto nedostatku vyuziva v kombinaci s ostatnimi biomateridly nebo
molekulami uzpisobujici bunétnou adhezi. Dale nedostateCna viskozita pifi nizSich
koncentracich zplisobuje tvarové deformace a pii vySSich koncentracich je zapotiebi
vySsiho tlaku pfi tisknuti.

2.1.3 Karagen

Podobné jako alginat karagen je aniontovy sulfatovy polysacharid, ktery se nachazi ve
sténach cervenych moftskych fas (Rhodophyceae). Podle autorti v [8] se vyskytuje v Sesti
formach, které se liSi v obsahu sirand, rozpustnosti ve vodé a zdroje. Rozlisuje se Kappa
(1), Iota (1), Lambda (A), Mi (u), Ny (v) a Théta (0) karagen. Nejpopularnéjsi jsou , 1a A
karagenany diky jejich vynikajicimu gelovaténi a viskoelastickym vlastnostem. Jejich
molekulova hmotnost je v rozmezi 200 az 800 kDa. Formuji hydrogely za pfitomnosti
mono nebo divalentnich kationtd, jako jsou napiiklad draselné nebo vapenaté kationty,
diky interakci mezi nimi a sulfatovymi skupinami.

2.14 Fibrinogen

Fibrinogen je vlaknity plazmaticky protein s relativni molekulovou hmotnosti 340 000,
jak uvadi autofi v [7]. Utastni se daleZitych procest, jako jsou homeostaza, tromboza a
adheze a shlukovani krevnich desti¢ek. Fibrinogen se polymerizuje pomoci enzymu
serinové protedzy trombin na vlaknitou a gelovitou strukturu zvanou fibrin. Fibrin je
jednou z hlavnich komponent pii srazeni krve, ktera slouzi pro tvorbu krevnich srazenin

[5].

2.1.5 Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova je polysacharid, ktery se nachazi v lidském téle jako soucast vyplné
mekkych tkani. Podle autorti v ¢lanku [11] se sklada z disacharidovych podjednotek
glukuronatu sodného a N — acetylglukosaminu. Jeji glykosaminoglykanova skupina ma
stejnou strukturu jak u bakterii, tak u zvirat, a je netoxicka pro lidské buriky. Proto existuje
velké mnozstvi druhti kyseliny hyaluronové. Jeji molekulova hmotnost se také méni podle
druhu organismu. Lidskd kyselina hyaluronova mé nejvys$si molekulovou hmotnost
(5 000 000-10 000 000 Da), zatimco bakterialni ma nejnizsi (1 500 000 — 2 500 000 Da)
a zvifeci ma stfedné velkou (4 000 000 — 6 000 000 Da). Vyssi molekulova hmotnost
zpusobuje vy$si viskozitu gelt a tim jejich lepsi tisknuti. Kyselina hyaluronova slouzi
jako ligand pro nékolik membranovych receptoru a je tak soucasti dilezitych bunéénych
procest. Priklad receptorti je CD44, ktery je soucasti procesu adheze, cytokinese a
bunééného rustu. Kyselina hyaluronova samovolné enzymaticky nebo iontoveé
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negelovati, a proto je nutné pouzit vhodné sitovani nebo ozafeni. Je také mechanicky
nestabilni [5].

2.1.6 Kolagen

Kolagen je protein, ktery se sklad ze tii o fetézcll, jak uvadi autofi v [12]. Retézce jsou
v urcitych oblastech slozeny do sebe a tvofi tak trojitou Sroubovicovou (helix) strukturu.
Tyto oblasti se skladaji z opakujici se trojce aminokyselin, kde jedna z nich musi byt
glycin a ostatni jsou velmi Casto prolin a hydroxyprolin. Usporfadani a mnozstvi téchto
oblasti ovliviluje vétveni kolagenu, a proto se rozliSuje az 28 typu kolagenu. Jak je
uvedeno v kapitole 1.1, kolagen je soucasti mezibunécné hmoty pojivové tkané a je
tvoren fibroblasty. Obsahuje vazebna mista pro bunécné adheze, proliferace a
diferenciace, a proto je velmi pfiznivy pro buiiky. Déle se ucastni bunécné signalizace a
transdukce mezi buitkami nebo mezibunénou hmotou. Obsahuje také vazebna mista pro
integriny. Kolagen se méni ze solu na gel za fyziologickych teplot diky jeho termo
responzivnim vlastnostem. Podle autorti v [5] Cisty kolagen nema dostacujici mechanické
vlastnosti a neda se tisknout. A proto se vyuziva naptiklad foto sitovani pomoci
fotoiniciatoru irgacure a UV zareni.

2.1.7 Zelatina

Zelatina vznika tepelnou, kyselinovou nebo zasaditou denaturaci kolagenu. Podle autort
v [14] jeji fetézec se sklada z aminokyselin glycin, prolin a 4-hydroxiprolin. Podobné
jako kolagen obsahuje bunécné vazebné molekuly. Podle typu denaturace vznika kysela
nebo zasaditd. Pfeména na gel probiha uz pii 30 °C a zavisi na koncentraci, rozpoustédle
a typu sitovani. Velkou vyhodou zelatiny je jeho vysoka biokompatibilita,
degradovatelnost, elasticita a niz§i antigenicita nez u kolagenu, jak autofi uvadi v [13].

2.1.8 Chitosan

Chitosan je polysacharid, ktery se ziskava N-deacetylaci chitinu, jak autofi uvadi v [13].
Chitin je zakladni stavebni slozkou kutikuly bezobratlych zivocichi a je soucasti bunécné
stény bunék hub. Sklada se z N — glukosaminu a N — acetyl — D — glukosaminu, které jsou
v fetézci nahodné rozprostiené a jsou spojeny B - (1,4) glykosidickymi vazbami. Ma
polyelektrolytovy a kationtovy charakter, dobrou biodegradabilitu, pisobi protisrazlivé a
hemostaticky, ma analgetické ti¢inky a ptisobi antimykoticky.

2.1.9 Akrylové kyseliny a jejich derivaty

Mezi nejb&znéjsi syntetické polymery vyuzivané ve tkanovém inzenyrstvi patii akrylové
a methakrylové kyseliny. Jsou to karboxylové kyseliny, které polymerizuji. Pro vyrobu
hydrogelli se kromé jejich esterd vyuziva 2-hydroxyethylmethakrylat (dale HEMA), jak
autori uvadi v [6]. HEMA lidské télo dobfe snasi a udrzuje staly tvar, a proto se hojné
vyuziva v lékafstvi napt. k vyrobé kontaktnich ¢ocek a pro aplikace 1€ku. Jeji propustnost
a mira hydrofility zavisi na sitovacich Cinidlech. Dal§im derivatem kyseliny akrylové je
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methakrylova zelatina (dale GelMA). Je slozena z anhydridu kyselina akrylové a zelatiny
a gelovati za pritomnosti fotoiniciatora [4].

2.2 Vlastnosti hydrogelu

Jak uz bylo v pfedchozi kapitole 2.1 zminéno, hydrogely musi mit vhodné reologické
vlastnosti pro jejich spravné tisknuti. Tyto vlastnosti bioinknoustu jsou méfeny bud
stresovym nebo napéfovym reometrem. Jsou charakterizovany parametry, které jsou:
ulozny modul, ztratovy modul a viskozita. Méfeni probiha pied a po sitovani bioinkoustu.
U vytlacujicich biotiski je Casto bioinkoust bez sitovani, a proto je viskozita velmi
dilezitym a nejb€znéji pouzivanym parametrem. Stiihové ztenCeni (vnitini tfeni kapalin)
je dalsim reologickym parametrem, ktery zavisi na viskozité. U geld s vyssi viskozitou je
nutno vyvinout vyssi tlak pti vytlaCovani, coz poskozuje buiky a tiskarnu. Charakterizace
reologickych vlastnosti bioinkoustu probiha ve tfech krocich. Prvni krok probiha u
pocatecniho vytoku bioinkoustu do pfistroje a urcuje se zavislost viskozity na vnitini tfeci
sile, které odpovida mezi prutaznosti. Mez prutaznosti je minimalni sila, ktera je potiebna
vyvolat na kapalinu, aby zacala téct. Pokud tato sila je pfili§ vysoka, muze dojit
k poskozeni bunék a vybaveni. V druhém kroku, ktery nastava po vytlaceni z biotiskarny,
se viskozita snizuje se zvySujici se rychlosti proudéni, coz je vhodné pro nepietrzité
vytlaCovani inkoustu, formovani jednotlivych vladken a zlepSeni pieziti bunék. AvSak
viskozita nesmi klesnout pod ur¢itou hodnotu, nebot’ se z nepretrzitého proudu stanou
kapky. Treti krok je ve fazi obnovy po vyti§téni. Schopnost obnovy bioinkoustu je
charakterizovana zménou viskozity v daném Case, ktera zavisi na zméng¢ tvaru a rozptylu
bunék. Testovanim a analyzou viskozity se dale zabyva kapitola 4.1 [4][13].

DalSimi dalezitymi vlastnimi geld jsou mechanické vlastnosti. Buriky jsou
senzitivni na mechanické zmény ve svém okoli a mohou tak meénit své chovani, a proto
je vhodné, aby gel mél urcitou tvrdost. Tu lze zvysit naptiklad zménou polymeru nebo
zvySenim hustoty sitovani. Hlavnimi parametry mechanickych vlastnosti jsou tedy
tvrdost, viskoelasticita, mez prataznosti a napéti. Hodnoty té€chto parametrii by se mély
blizit hodnotam dané tkan€. U nahrad kostni tkan€ je obzvlast dulezité, aby gel mél
dostate¢nou tvrdost a elasticitu. Tyto parametry nejenom ovliviiyji tvar gelu, ale také
chovani bunék. Testovanim téchto vlastnosti se dale zabyva kapitola 4.2 [4][13].

Hydrogel by mél obsahovat pory o vhodné velikosti. Pory usnadiiuji
vaskularizaci a rast kostni tkané. Autofi v [13] uvadi, ze pramérna velikost poru se
pohybuje kolem 300 um. Vétsi velikost pora podporuje tvorbu kostni tkané diky vét§imu
prostoru pro prisun zivin a kysliku, avsak snizuje tvrdost gelu. Idealni velikost pora by se
m¢éla pohybovat mezi 50 az 900 um.
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3.BIOINKOUST PRO KOSTNi TKANOVE
INZENYRSTVI

Priprava a analyza polymernich hydrogeld v této a nasledujicich kapitolach bude
zaméfena pro nahrady kostni tkan€. Jak uz bylo zminéno v kapitole 2.2, gel pro kostni
tkaniové inzenyrstvi musim mit spravné vlastnosti. Velky ohled by se mél zejména brat
na tvrdost, elasticitu, biokompatibilitu a degradovatelnost. Podle ¢lanku [13] je modul
pruznosti kortikalni kosti 14-20 GPa. Dale musi byt bran ohled na viskozitu pro spravné
tisknuti. Nekteré gely, které jsou popsany v kapitole 2.1, neobsahuji adhezivni a podptrné
molekuly pro bunky kostni tkan€, a proto se do gelt pifidavaji rizna Cinidla, jako je
napfiiklad fosfore¢nan vapenaty (viz dale).

Dalsi dualezitou vlastnosti je tisknutelnost gelu a jeho plasticita (viz
kapitola 2.2). Tu lze ménit a ovliviiovat n€kolika zptusoby. Prvni metodou je zména
koncentrace gelu. Jak uz bylo zminéno v kapitole 2.2 viskozita pfimo umérné zavisi na
koncentraci, a tedy pro zvySeni viskozity 1ze jednoduse zvysit koncentraci gelu. To vSak
nelze pouzit pro vSechny polymery, protoze pifi vyss§i koncentraci se zvysuje hustota
vlaken polymert v jeho struktufe a tim se zvySuje stres na bunky. Polymery maji tedy
jisty limit do kdy lze zvySovat jejich koncentraci, napt. pro GelMA je limit 30 w/v%.
Dalsi typ regulace je pomoci nanocastic. V této metodé se vkladaji nanocastice do
hydrogelu, které nasledné meéni jeho mechanické a chemické vlastnosti. Piikladem
nanocastic jsou nanovlakna celul6zy (viz dale) nebo grafen. Posledni metodou je regulace
pomoci reverzibilniho sitovani. Cinidla reverzibilniho sifovani zptsobuji zvysenou
aktivitu mezi molekulami v gelu a tim zvy3uji jeho viskozitu. Tyto ¢inidla s molekulami
gell vytvaii nekovalentni vazby, protoze se velmi rychle vytvareji a rozbijeji. Pfikladem
metod jsou iontové koordinovani a supermolekularni akce [4].

Jednim z nejbéznéji pouzivanych materialll pro tvorbu hydrogelti pro tisknuti
tkani je alginat. Jak uz bylo zminéno v 2.1.2 alginat obsahuje n¢které vhodné vlastnosti,
zejména jednoduché gelovaténi, je netoxicky, levny a bézné dostupny. Pro dosazeni
dostate¢né pevnosti je molekulova hmotnost alginatu prilis vysoka a nasledné v lidském
téle velmi §patné degraduje, protoze molekulova hmotnost presahuje limit vstfebavani
ledvin. Autofi v [15] pfipravili dva typy hydrogeld ze sodného alginatu z hnédé fasy
Laminaria hyperborea a Macrocystis pyrifera. Pro jejich gelovaténi byly vyuzity
vapenaté ionty z roztoku uhlicitanu vapenatého a D — glukanu — 6 — laktanu (dale GDL).
Bylo zjisténo, ze hustota sitovani se zvysuje se snizujici se rychlosti gelovaténi a je tedy
mozné vytvorit stabilni gely s nizsi koncentraci vapenatych iontt a alginatu. Dale bylo
zjisténo, ze modul pruznosti geld pfimo umérné zavisi na koncentraci alginatu a molarnim
poméru mezi vapenatymi ionty a karboxylovymi skupinami. V [16] autofi testovali
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zavislost gelovaténi alginatu sodného na typu iontu (zinek a vépnik) pro kryti ran
s vyuzitim vnitiniho gelovaténi. Byly vyuzity zine¢naté a vapenaté ionty jako slouceniny
uhlicitan zine¢naty s hydroxidem zine¢natym a uhliCitan vapenaty. Pro jejich navazani na
alginat bylo také vyuzito GDL. Bylo zjisténo, ze hydrogely se zineCnatym sitovanim lépe
zadrzuji vodu, ale mez pevnosti je nizsi nez u geld s vapenatym sitovanim. Také jsou
mén¢ stabilni ve fosfatovém pufru a musi byt chemicky upraveny, naptiklad pomoci
chloridu vapenatého. Alginat je tedy vice specificky pro vapenaté ionty nez pro zinecnaté.
Déle ve [17] autofi pfipravili hydrogely z alginatu sodného se sitovanim pomoci
barnatymi, vapenatymi a smési obou iontd. Ionty byly ziskany ze sloucenin chloridu
vapenatého a chloridu barnatého. Pro sitovani alginatu bylo vyuzito vnéjs§iho gelovaténi
pomoci dialyzacni trubice. Bylo zjiSténo, Zze sitovani pomoci barnatych iontd hufe
bobtna, ale udrzuje svoji strukturu déle (az 24 hodin) nez vapenaté sitovani, z davodu
veétsi velikosti atomtl barya nez vapniku. Nevyhodou alginatu jsou jeho mechanické
vlastnosti, zejména jeho tvrdost, které nejsou dostacujici pro iplnou nahradu kostni tkané.
Alginat ale ma podobné vlastnosti jako mezibunécna hmota kostni tkan€, a proto ho lze
vyuzit jako dorucovaci systém pro buriky nebo v kombinaci s dalSimi polymery.
Methakrylat 1ze zkombinovat s alginatem pomoci foto sitovani a vyuzitim fotoinicatoru
(napf. irgacure). Po excitaci polymert a fotoiniciatoru UV zafenim se vytvareji
kovalentni vazby mezi fetézci polymeru. Tento typ sitovani, ktery byl podrobnéji zminén
v kapitole 2.1.1, muze byt toxicky pro buriky. Dale muize dojit k nedokonalému
zgelovaténi hydrogelu z divodu nerovnomémého osvétleni vSech Casti gelu. Bioaktivni
sklo nebo ostatni kiemicitany lze také zkombinovat s alginatovymi hydrogely. Tyto
hydrogely dosahuji vyssich tvrdosti a podporuji tvorbu krystalti fosfore¢nanu vapenatého.
Autofi v ¢lanku [18] vytvorili alginatovy hydrogel s pfimeési kiemiku ve formé tetraethyl
orthosilikatu. Bylo zjisténo, ze modul pruznosti je blizi modulu pruznosti kosti. V ¢lanku
[19] autofi provedli studii v oblasti vyuziti alginatu pro vytlacujici biotisk. Autofi uvedli,
ze alginat lze vyuzit v mnoha oblasti tkariového inzenyrstvi, jako jsou napiiklad kostnim,
chrupavkovém, o¢nim, srde¢nim a o¢nim tkafiové inzenyrstvi. Jak uz bylo vyse zminéno,
samotny alginat ma nizké mechanické vlastnosti, a proto se nejcasteji pouziva s dal§imi
polymery, jako je napfiklad zelatina a kolagen, a s vyuzitim sitovani, napiiklad CaClo.
Bylo zjisténo, ze alginat lze dobfe tisknout pomoci vytlacujici biotiskarny, protoze se
vyznacuje dobrymi charakteristikami smykového ztenceni a lze vytvaret porovité
scaffoldy, které podporuji rust a proliferaci bunék. Dalsim hydrogelem z alginatu, ktery
1ze tisknout pomoci biotiskarny, pfipravili autofi v [20]. Hydrogel se sklada z alginatu
sodného, zelatiny a hydrolyzovaného kolagenu typu I. Bylo pouzito sitovani alginatu
pomoci vapenatych iontt z CaCl, pro zlepSeni stability. Autofi uvadi, ze idealni pomér
alginatu a zelatiny pro dosazeni optimalniho tisknuti, dostatecnych mechanickych
vlastnosti a biokompatibility je 1:5, neboli 15 % (w/v) alginatu, 3 % (w/v) Zelatiny a 0,5
% (w/v) kolagenu typu 1. V ¢lanku [21] autofi pfipravili hydrogel z alginatu a zelatiny,
do kterého byly pfidany nano cCastice SiO»z, pro zlepSeni mechanickych vlastnosti
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hydrogelu, a CaCly, jako Cinidlo pro sitovani alginatu. Bylo zji§téno, ze viskozita se
zvySuje podle koncentrace SiO2 nanocastic az po koncentraci 2,5 wt%, a modul tlaku se
podstatné zvysil, ale bobtnani a degradace gelu se zhorsila. Dale bylo zjisténo, ze
biokompatibilita a osteogeneze se zvysila po pfidani SiO> nanocastic. Dal§im mozny
vylepseni hydrogelt z alginatu a Zelatiny pfipravili autofi v ¢lanku [22]. Pfi pfipravé byla
zelatina rozpusténa v NaoHPO4 a tim byla dosazena mineralizace. Bylo zji§téno, ze
Younguv modul pruznosti se vyrazné zvysil a proliferace bunék byla také stimulovana

[9].

Dalsim materialem pro vyrobu hydrogelt je chitosan. Jak uz bylo v kapitole 2.1.8
zminéno chitosan je biokompatibilni a dobfe biodegradabilni polysacharid. Chitosanové
hydrogely tvoii porovité struktury, které se podobaji kostni tkani. V [23] autofi pfipravili
hydrogel z ¢istého chitosanu. Chitosan byl nejprve rozpustén v roztoku mocoviny a
hydroxidu sodného. Poté byl namacen ve vodé a tepelné zpracovan. Bylo zjisténo, ze
chitosan lze rozpustit také v zasaditych roztocich. Takto rozpustény chitosan je termo
responzivni a pii zvySujici se teploté gelovati. Déle bylo zjisténo, ze gel ma mnohem
vySsi taznou silu. Autofi v ¢lanku [24] ptipravili methakrylovy glykol chitosan s vyuzitim
lysozymu, pro urychleni degradace chitosanu a zlepSeni porozity gelu. Hydrogel byl
zasitovan pomoci viditelného svétla a pfimesi vitaminl (riboflavin apod.). Byla zjisténa
zvySena proliferace bunek, ale podstatné nizs§i tuhost hydrogelu. DalS§im pfikladem
hydrogelu z chitosanu pfipravili autofi v ¢lanku [25]. Autofi do gelu pfidali nano krystaly
celulozy pro zvyseni mechanickych vlastnosti. Bylo zjisténo, ze viskozita byla po pfidani
celulozy a bunek vyssi a Youngtiv modul se také zvysil. Dale bylo zjisténo, ze hydrogel
podporuje osteogenickou diferenciaci a gelovaténi zavisi na hustoté bunek ve smési.

Chitosan lze stejné jako alginat michat s ostatnimi polymery. Zelatina a
polyakrylat jsou nejtypictéjsi ptimesi, které 1ze vyuzit pro zlepSeni funkci chitosanovych
hydrogelt. Autofi v [26] pfipravili hydrogel z chitosanu a Zelatiny s vyuzitim genipinu
jako ¢inidlo pro sitovani. Genipin se nachazi v rostlinach a reaguje s aminoskupinami
proteinti. Bylo zjisténo, ze tyto gely celkové absorbuji méné vody s rostouci koncentraci
genipinu, ale bobtnani probiha rychleji. Dale bylo zjisténo, ze porovitost gelu zavisi
nepfimo umérné hmotnostnimu procentu chitosanu vici Zelatin€. Divodem je, ze gely
byly piipravovany metodou vymrazovani, kde pii vyssi viskozité gelu se tvoii mensi
krystalky ledu a tim se snizuje velikost poru. Takto pfipravené gely maji dobré
biokompatibilni vlastnosti a lze je vyuzit pro podavani 1ékt. Dalsim ptikladem chitosan-
zelatinového hydrogelu pftipravili autofi v [27], kde pro zlepSeni vlastnosti pouzili
nanomateridly z oxidu kfemicitého a zlata. Nejprve byl vytvoren roztok chitosanu,
zelatiny a methakrylatu a roztok oxidu kfemicitého a zlata. Nasledné bylo vytvofeno
nékolik hydrogeld s riznymi koncentracemi roztoku oxidu kfemicitého a zlata pomoci
foto sitovani s vyuzitim UV zafenim a ¢inidla irgacure. Bylo zjiSténo, ze hydrogely
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s vyuzitim oxidu kiemicitého a zlata mély lepsi mechanické a elektrické vlastnosti nez
chitosan-zelatinové hydrogely. Dale bylo zjisténo, ze se zlepSila degradace a bobtnani
geli. Bunécny rust a adheze byla také vyssi. V Clanku [28] autofi pfipravili termo
senzitivni hydrogel z chitosanu a -glycerol fosfatu disodného, ktery gelovati pti teploté
37 °C. Pii pridani glycerol fosfatu do roztoku chitosanu se pH zvysi z divodu neutralizace
fosfatovych skupin. Takto vznikly roztok je za fyziologickych hodnot pH v kapalném
stavu a gelovati pii teploté 37 °C. Bylo zjisténo, Ze teplota, pii kterém zacina gelovaténi,
nezavisi na koncentraci chitosanu a glycerol fosfatu a se zvySujici se koncentraci
chitosanu a glycerol fosfatu se snizuje doba gelovaténi, ale zvySuje se cytotoxicita, kde
pii koncentraci glycerol fosfatu vyssi nez 20 % w/v dochazi k tmrti vSech bunék ve
vzorku. Nejvyssi proliferace bunek nastala pfi koncentraci 2 % (w/v) chitosanu a 5 %
(w/v) glycerol fosfatu. DalSim piikladem hydrogela z chitosanu a zelatiny pfipravili
autofi v clanku [29] pro regeneraci spojeni mezi Slachou a kosti. Podobné jako
v pfedchozim piipadé€, byl do vzorkd pfidan glycerol fosfatu. Bylo testovano, zda
hydrogely obsahujici kolagenazu umoziuji lep§i regeneraci tkani nez hydrogely bez ni.
Studie byla provedena na skupiné kralikt, ktefi byli rozdéleny do skupin podle Casu
testovani regenerace tkani. Bylo zjiSténo, ze hydrogely obsahujici kolagenazu urychluji
1éceni kostni tkan€é. Podobné termo senzitivni hydrogely, slozené z chitosanu, zZelatiny a
glycerol fosfatu, které byly popsany vyse, pfipravili autofi v [30] jako bioinkoust pro
biotisk. Autofi zjistili, ze se zvySujici se rychlosti tisknuti se snizuje velikost vlaken
polymert. V ¢lanku [31] autofi pfipravili hydrogel z alginatu, polyakrylamidu, chitosanu
a zelatiny pomoci metody vzajemného proplétani polymernich siti. Tato metoda spociva
v tom, Ze fetézce dvou proteind jsou mezi sebou propleteny nebo jeden z fetézcu
polymerizuje v siti druhého. Takto vzniklé struktury maji znacnou tvrdost a velikou
pevnost v tlaku. Také 1ze snadno kontrolovat bobtnani a degradaci gelti. Autofi v [31]
vytvorili hydrogel z alginatu sodného a polyakrylamidu s pfidanim vrstev chitosanu a
zelatiny. Nejdiive byla vytvorena smés alginatu sodného a polyakrylamidu, do které byly
nasledné pifidany komponenty pro iontové sitovani alginatu a kovalentni sitovani
polyakrylamidu. Poté na tento gel byly naneseny jednotlivé vrstvy chitosanu s pozitivnim
nabojem a vrstvy zelatiny snegativnim nabojem. Takto bylo vytvofeno 5 gelu
s rozdilnym pomeérem akrylamidu a alginatu sodného od 40 % z celkové hmotnosti az po
80 %. Bylo zjisténo, ze gely s nizsim pomérem akrylamidu nez 60 % mély dobrou
biodegradabilitu a umoziiuji dostateCnou bunécnou proliferaci a diferenciaci. Divodem
je, ze s vy$S$im podilem akrylamidu se snizuje poCet pora a zhustuji se jejich stény, a tak
dochazi ke snizenému ptisunu zivin k burikam, ale zlepsuji se mechanické vlastnosti gelu.
Dalsi hydrogel, ktery 1ze tisknout pomoci 3D biotisku, pfipravili autofi v ¢lanku [32]. Byl
pfipraven z alginatu sodného, karboxymethyl chitosanu a Zzelatiny. Pro zlepSeni
mechanickych vlastnosti bylo vyuzito sitovani alginatu pomoci CaClx. Bylo zjisténo, ze
po pridani karboxymethyl chitosanu do gelu se zlepSily jeho mechanické vlastnosti,
bobtnani a biokompatibilita zastala priblizné stejna. V ¢lanku [33] autofi vyuzili irgacure
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2959, jako fotoiniciator pro foto sitovani hybridnich hydrogeld, které byly pfipraveny
z N, O — malein chitosanu. Malein chitosan byl pouzit, protoze ma aniontovy charakter a
muze slouzit, jako spojeni pro biologicky aktivni latky nebo jako podpora ukladani
anorganickych mineralti. Pro usnadnéni foto sitovani autofi pouzili polyetylenglykol
diakrylat. Bylo zjisténo, ze vysledné hydrogely jsou pH senzitivni a maji nizkou
cytotoxicitu. Dale bylo zjiSté€no, ze zménou poméru malein chitosanu a polyetylenglykol
diakrylatu a zménou molekulové hmotnosti polyetylenglykol diakrylatu lze regulovat
bobtnani, mechanické a morfologické vlastnosti geld.

Karagenan se podobné jako alginat vyuziva pro dodani 1éki nebo v tkafiovém
inzenyrstvi. Také ho lze kombinovat s dalsimi polymery, jako je napfiklad GelMA.
Autofti v Clanku [34] pfipravili hydrogel z k-karagenu a GeIMA s vyuzitim nanosilikatt
metodou nano inzenyrské iontoveé kovalentni zapleteni. Tato metoda se sklada ze dvou
hlavnich casti: iontové kovalentni zapleteni a nano vyztuzeni. V tomto piipade iontove
kovalentni zapleteni zprostfedkovava sit' polymerd k-karagenu a GelMA. S vyuzitim
iontového sitovani k-karagen vytvaii kiehkou sit' podobnou extracelularnimu matrixu,
zatim co GelMA vytvaii elastické struktury. Kombinaci téchto dvou polymert vznikaji
mechanicky pevné a houzevnaté hydrogely. Nanosilikaty umoziuji vytvaret s polymery
nekovalentni elektrostatické vazby a pusobit tak, jako vratné sitovani a maji osteogenni
vlastnosti. Autofi zjistili, ze idealni koncentrace GelMA, k-karagenu a nanosilikatu jsou
7,5 %, 1 % a 2 %. Koncentrace nizsi, nez zvolené¢ hodnoty zplsobovaly zhrouceni
struktury gelu, zatim co koncentrace vyssi zpusobovaly ucpani jehly pii biotisku.

Prikladem komercnich gelti pro 3D biotisknuti jsou GelXA BONE [35] a
CELLINK BONE [36] od firmy CELLINK. Hydrogel CELLINK BONE je slozen
z alginatu sodného, vysoce hydratovanych nanovlaken celulozy, fosfore€nanu vapenaté
pro zvyseni osteokonduktivity a osteoinduktivity a vhodného pufru. Déle tento produkt
obsahuje sitovaci €inidlo, které obsahuje chlorid vapenaty, D — mannitol a HEPES pufr.
GelXA BONE obsahuje GelXA, ktery je slozen z alginatu, GelMA a xanthalové gumy.
Obsahuje stejné sitovaci ¢inidlo, jako predchozi gel.

Podle vyse popsané reSerse byly vybrany materialy, pfedevsim polymery, sitovaci
¢inidlo a dalsi latky, pro tvorbu hydrogelt a scaffoldd, jejich analyzu a biotisk. Vybrané
polymery jsou alginat, chitosan a Zelatina. Alginat byl vybran, protoze je bézné dostupny
(nizkéd cena), l1ze ho jednoduse sitovat a lze ho michat s ostatnimi polymery. Dal§im
polymerem je zelatina, kterou podobné¢ jako alginat, také 1ze michat s ostatnim. Hlavnim
rozdilem v jejich vlastnostech je, ze zelatina ma nedostatecné mechanické vlastnosti, ale
obsahuje bunécné vazebné molekuly a je tedy biokompatibilni. A proto slouzi ve vétsiné
pfipadu, jako podplirny polymer pro ostatni. Poslednim polymerem je chitosan, ktery ma
velmi vhodné mechanické vlastnosti, je biokompatibilni a dobfe se tiskne, ale neobsahuje
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bunécné vazebné molekuly. A proto se pouziva v kombinaci s zelatinou. V nasledujici
kapitole jsou hydrogely pfipraveny bud’ z alginatu a Zelatiny nebo z chitosanu a zelatiny
z vySe popsanych diavodi. Jako podpurny polymer bude také pouzit kolagen, ktery,
podobné jako Zzelatina, obsahuje vazebné molekuly a gelovati v zavislosti na teploté.
Dalsim moznym materialem je metakrylat, ktery se vyznacuje vysokou tvrdosti, ale jeho
ptiprava byva slozita, obtizné se tiskne a sitovani je toxické pro buiky. Vyuziva se tedy
nejcastéji s zelatinou, jako GelMA, ktera tyto problém do jisté miry zlepSuje. Mize byt
tedy pouzit, jako podpurny polymer. Z vybranych materialt je sitovan jen alginat, avSak
pro zlepSeni mechanickych vlastnosti mohou byt i ostatni materialy. Pro sitovani alginatu
je pouzito CaCl,, jako zdroj vapenatych ionti. Pro zlepSeni vlastnosti 1ze mimo jiné
vyuzit i dalsi latky, jako jsou napfiklad nanovlakna celul6zy nebo nanocastice kfemiku Ci
dal§iho prvku. V této praci budou pfipraveny nanocastice kiemiku ve formé SiO> a
glycerol fosfat. Kiemik byl vybran, protoze podporuje osteogenezi. Glycerol fosfat
umoziuje gelovaténi chitosan — Zelatinovych hydrogelt pii 37 °C, coz je fyziologicka
teplota téla. Posledni latkou je apatit, ktery je obsazen v kostni tkani, jak je uvedeno
v kapitole 1.1. Vysledny hydrogel pak podporuje proliferaci bun¢k a ma lepsi mechanické
vlastnosti. Podle tohoto hodnoceni jsou v nésledujici kapitole vybrany 4 hydrogely, které
budou pripraveny a dale analyzovany. Jedna se o hydrogel z alginatu, Zelatiny a kolagenu,
z alginatu a zelatiny s vyuzitim SiO> a z alginatu a Zelatiny s vyuzitim apatitu a sitovani
obou polymert. Posledni hydrogel bude pfipraven z chitosanu a Zzelatiny s vyuzitim
glycerol fosfatu.
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4.PRIPRAVA A TESTOVANI HYDROGELU

V této kapitole budou popsany jednotlivé postupy (protokoly) pro piipravu vybranych
hydrogelli a jejich testovani vlastnosti. Protokoly obsahuji seznam materialti, pouzité
pfistroje a stru¢ny popis pfipravy hydrogelt. Poté nasleduje kapitola o biotisku vybranych
gelt, ktera obsahuje struény popis parametru biotisku, jako jsou: rychlost tisku, tlak
v jehle, teplota apod. Biotiskdrna vyuzita pro biotisk bude popsana v kapitole 4.5.
Hydrogely, které byly vybrany podle pfedchozi kapitoly pro nasledujici pfipravu a
testovani, jsou z polymert chitosanu, zelatiny a alginatu. Kazdy bude pfipraven s riznym
pomérem a ruznou koncentraci komponent (polymert, mnozstvi a druh sitovaciho ¢inidla
a dalSich latek) a budou hledany optimalni parametry, zejména pro biotisk a
biokompatibilitu. Tyto parametry budou v rozsahu a doporuceni podle pfedpokladanych
vysledku dle literatury a kapitoly 3. Vlastnosti, které budou testovany, jsou viskozita,
tvrdost, pruznost a biokompatibilita. U téchto vlastnosti bude popsan postup jejich
testovani a porovnani s predpokladanymi vysledky z vybrané literatury. Pro testovani
biokompatibility budou pouzity bunécné kultury. Soucasti protokoll pfiprav, které jsou
popsany v kapitole 4.4, jsou také postupy sitovani polymert. Jedna se asto o upravy po
biotisku, a proto mohou byt zminéné i v kapitole 4.5.

4.1 Test viskozity

Pro vytlacujici biotisk je viskozita jednim z nejdalezitéjSich parametri. Jak uz bylo
v kapitole 2.2 zminéno, hydrogel nesmi mit pfili§ vysokou viskozitu, aby nedoslo
k poskozeni biotiskarny, ale také nesmi mit pfili§ nizkou, kvili udrzeni vytisknutého
tvaru. A proto je vhodné védét, jakou viskozitu hydrogel ma a jestli pouzit sitovani pred
nebo po tisknuti. Pro testovani viskozity se vyuziva reometr.

4.2 Test tvrdosti a pruZznosti

Tvrdost a pruznost patii mezi charakteristické vlastnosti kostni tkané, jak je v kapitole 0
zminéno. Hydrogely by proto mély byt vyrazné tvrdé a pruzné. VétSina polymerd
nevytvari v Cisté podobé prili§ pevné konstrukce, a proto se vyuziva sitovani (kapitola
2.1.1) kombinace vice polymerti nebo vyuziti dalSich latek. Tyto vlastnosti podle kapitoly
2.2 také ovliviiuji aktivitu bunék.

4.3 Test biokompatibility

Biokompatibilita je dalsi nezbytnou vlastnosti materiali pouzivanych v tkanovém
inzenyrstvi. Jak bylo v kapitole 2.2 zminéno, je nutné, aby hydrogel vytvarel co
nejpodobnéjsi a nejptiznivejsi prostiedi (scaffold) pro buiky. Biokompatibilita urcuje,
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jak jsou buriky rozprostfeny v hydrogelu, jak se chovaji a jak jsou aktivni. Tyto parametry
také ovliviiuji mechanické vlastnosti geld.

4.4 Priprava hydrogelu

V této kapitole jsou uvedeny jednotlivé postupy pfipravy vybranych hydrogeld. Tyto
postupy obsahuji stru¢ny popis hydrogelu, ideéalni slozeni dle dané literatury, seznam
materialt a pristroji vyuzitych k jejich priprave, a struény postup pfipravy a sitovani
polymert.

4.4.1 Priprava hydrogelu z alginatu, Zelatiny a kolagenu

Prvni hydrogel, ktery byl pfipraven, je vytvofen z alginatu, zelatiny a kolagenu. Podle
¢lanku [20] je idealni koncentrace alginatu 15 % (w/v), zelatiny 3 % (w/v) a kolagenu 0,5
% (w/v) pro jeho idealni tisknuti. Hydrogel byl ptipraven podle doporuc¢eného protokolu
ze ¢lanku [20].

Materialy pouzité pro pfipravu hydrogelu jsou: alginat sodny (Cisty), zelatin (typ
B), fosfatovy pufr (PBS, pH = 7,4), hydrolyzovany kolagen (typ I), zdroj vapenatych
iont (CaCl2). Pristroje, které byly pouzité pro ptipravu, jsou: ohfiva¢ a michadlo, skiin
pro biologickou bezpecnost.

Protokol piipravy hydrogelu: nejprve se zelatin rozpusti ve fosfatové pufru, tak
aby bylo dosazeno koncentrace 15 % (w/v). Poté se postupné piidava alginat sodny, ktery
je v praskové podobé, do dosazeni potiebnych koncentraci (3 % w/v). Smés je nasledné
michana za teploty 70 °C a 100 rpm po dobu 60 min. Smé&s se necha zchladit za sterilnich
podminek, dokud nedosdhne pokojové teploty. Poté se pfida do smési hydrolyzovany
kolagen rozpustény ve fosfatovém pufru tak, aby se dosahlo celkové koncentrace
kolagenu v roztoku 0.5 %. Pro sitovani alginatu se hydrogel nejprve osetfi 3 % roztokem
CaCl, pripravené v destilované vode po dobu 3-5 minut. Na zavér je opatrné€ oplachovan
2x az 3x fosfatovym pufrem.

4.4.2 Priprava hydrogelu z alginatu a zelatiny s vyuzitim apatitu

Priprava a slozeni tohoto hydrogelu se podoba pfedchozimu. Jedna se tedy o jedno
z moznych vylepSeni. Zakladem je také alginat a Zelatina. Hlavnim rozdilem je absence
kolagenu a Zelatina je rozpusténa v hydrogen fosforeCnanu sodném. Podle autort v [22]
se po pouziti sitovani alginatu, pomoci CaCla, vytvari vrstva apatitu. Divodem je reakce
fosfore¢nanu s vapenatymi ionty. Postup piipravy hydrogelu je podle doporuceni autord
v [22].
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Materialy pouzité pro piipravu jsou alginat sodny (Cisty), zelatin (typ B),
Na;HPO4, CaClz, deionizovana voda, N-(3-dimetylaminopropyl)-N-etylkarbodiazen
(ECD) a N-hydroxysukcinimid (NHS). Pristroje, které byly vyuzity, jsou ohfiva¢ a
michadlo a inkubator.

Protokol pfipravy hydrogelu: nejprve se Zzelatina rozpusti v roztoku 0,5 M
Na;HPOq pii teplote 60 °C a za konstantniho michéni, tak aby bylo dosazeno koncentrace
zelatiny 10 % (w/v). Poté se prida 1 g alginatu sodného do 6 g smési zelatiny a Na,HPOa.
Vysledna smés se dukladné micha do té doby, nez vznikne homogenni pasta. Pro sitovani
alginatu se hydrogel oSetfi roztokem 1 M CaClz (pH = 9) po dobu 20 min za pokojové
teploty. Poté se oplachne a vysusi. Nasledné se inkubuje v roztoku 2 % (w/v) ECD a 0,25
% (w/v) NHS pifes noc, pro sitovani zelatiny. Poté je opatrné¢ oplachovan 3x
deionizovanou vodou.

4.4.3 Priprava hydrogelu z alginatu a Zelatiny s vyuzitim SiO2

Tento hydrogel je podobné, jako v predchozich kapitolach, také slozen z alginatu a
zelatiny. Je zde pfidan roztok s nanocasticemi SiO», ktery podle autord v [21] podporuje
osteogenezi. Jedna se tedy také o mozné vylepSeni predchozich gelt. Protokol je vytvoren
podle autord v [21] a obsahuje dvé casti, kde prvni je protokol pfipravy SiO2 nanocastic
Stoberovou metodou a druhy je protokol pfipravy hydrogelu.

Materialy, které jsou pouzity pro pfipravu hydrogelu: alginat sodny (Cisty), zelatin
(typ B), fosfatovy pufr (PBS, pH 7,4), tetraethyl ortosilikat (TEOS, 99 %), ethanol (99,98
%), Cpavek (30 %), CaClz (3 %) a deionizovana voda. Pouzité pristroje: ohfiva¢, michadlo
a skfifi pro biologickou bezpecnost.

Protokol piipravy SiO» nanocastic: nejprve smicha 1,33 g TEOS a 5,5 g ethanolu
pfi pokojové teploté po dobu 5 min. Poté se pfida roztok obsahujici 5,5 g ethanolu, 0,5 g
deionizované vody a 0,544 g NH4OH. Smés se necha reagovat hodinu pifi pokojové
teploté. Nakonec se smés filtruje a oplachuje vodou a ethanole, aby se dosahlo neutralniho
pH, a necha se ptes noc vysusit pii 60 °C.

Protokol pfipravy hydrogelu: nejprve se smicha 2,5 % w/v alginatu sodného
s roztokem SiO> nanocastic (2,5 % w/v) rozpusténych ve vodé. Nasleduje michani smési
pfi pokojové teploté, dokud se nedosahne homogenniho roztoku. Poté se do smési prida
8 % w/v zelatiny za prubézného michani pii 60 °C po dobu jedné hodiny. Postup pro
sitovani alginatu je stejny, jako v kapitole 4.4.1.
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4.44 Priprava hydrogelu z chitosanu, zelatiny a glycerol fosfatu

Dalsi hydrogel je vytvoren z chitosanu, Zelatiny a glycerol fosfatu. Podle autort v [30] je
hydrogel termo senzitivni, gelovati pii teploté 37 °C a jeho viskozitu Ize upravovat
pomoci zmény koncentrace chitosanu a zelatiny. Dale podle autort v [28] je idealni
koncentrace chitosanu v rozmezi 0,5 az 2 % (w/v) a glycerol fosfatu 5 az 20 % (w/v) pro
podporu bunék a spravného tisknuti. A proto bude také testovana zavislost tvrdosti a
modulu pruznosti na koncentraci. Protokol je vytvoren podle doporuceni autora v [30]. U
tohoto hydrogelu neni vyuzito sitovani.

Materidly vyuzité pro piipravu hydrogelu: chitosan s nizkou molekulovou
hmotnosti (50 kDa a s 75-85 % deacetylaci), Zelatin (typ A), B — glycerol fosfat, kyselina
chlorovodikova (37 %) a deionizovana voda. Pouzité pfistroje jsou: ohfivac, centrifuga a
lednice.

Postup pfipravy: smes chitosanu a zelatiny se neché rozpustit v deionizované vodé
pti teploté 120 °C po dobu 30 min. Poté se piida 0.4 ml 37 % kyseliny chlorovodikové za
kazdy gram chitosanu. Nasledné se smés centrifuguje (14 000 x g po dobu 90 s) pro
odstranéni necistot (napf. nerozpustény prasek chitosanu nebo zelatiny apod.). Poté se
pridava do smési glycerol fosfat (0.56 % w/v) tak, aby celkové pH roztoku bylo 7.4. Je
dulezité, aby se glycerol fosfat rovnomeérné rozptylil. Nakonec se vysledny roztok
centrifuguje (3000 x g po 60 s). Roztok by mél byt chlazen pied tisknutim, aby se predeslo
samovolnému a pred¢asnému gelovaténi.

4.4.5 Mozna vylepseni hydrogela

Jak uz bylo zminéno, nékteré hydrogely lze vylepSit riznymi metodami nebo piimeési,
jako je napftiklad cinidlo pouzité pro sitovani nebo ptimes SiO», ktera je vice popsana
v kapitole 4.4.3. Tyto moznosti budou testovany a na zakladé jejich vysledki bude
rozhodnuto, které jsou nejvhodné&jsi pro nasledujici biotisk. Moznymi vylepSenimi jsou
napfiklad u hydrogelu v 4.4.4 sitovani jednoho nebo obou polymera. Sitovani Zelatiny
1ze také vyuzit u ostatnich.

4.5 Biotisknuti hydrogeli

Tato kapitola obsahuje stru¢ny doporuceny postup a parametry biotisku. Jsou zde také
popsany upravy po vytiSténi, zejména sitovani. Hydrogely pro biotisk byly vybrany na
zaklad€ analyzy jejich vlastnosti, zejména viskozita a mechanické vlastnosti, v predchozi
kapitole. Pro biotisk byla pouzita biotiskdrna inkredible+ od firmy CELLINK. Tato
tiskarna ma rozliseni 10 pm a tloustku vrstvy 100 um. Dale maze vytvaret tlak v rozmezi
5 az 400 kPa. Tiskarna obsahuje zdroj zafeni pro foto vytvrzovani o vinové délce 365 az
405 nm a zahftivani tiskové zakladny az do 65 °C.
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4.5.1 Biotisk hydrogelu z alginatu, Zelatiny a kolagenu

Tento hydrogel bude pfipraven podle protokolu v kapitole 4.4.1 pro biotisk. Uprava po
vytiSténi obsahuje postup sitovani alginatu pomoci CaClo. Seznam materialt a pristroju
je také stejny, jako v kapitole 4.4.1. Pti tisknuti je nutné kontrolovat teplotu, protoze na
ni zavisi mira gelovaténi. Nasledujici protokol biotisku byl vytvoren na zakladé
doporuceni autort v ¢lanku [20].

Podminky a parametry biotisku: rychlost tisknuti je doporucena 15 mm/s a teplota
pii tisknuti 25-30 °C. Upravy po vytisténi: hydrogel se ofetii 3 % roztokem CaCla
ptipravené v destilované vode po dobu 3-5 minut. Poté je hydrogel opatrné oplachovan
2x az 3x fosfatovym pufrem.

4.5.2 Biotisk hydrogelu z alginitu a Zelatiny s vyuzitim apatitu

Podle kapitoly 4.4.2 a autor v [22] vyuziti apatitu zlepSuje vlastnosti hydrogelu
z alginatu a zelatiny, pfedevsim jejich biokompatibilitu. Déle je zde sitovan alginat,
pomoci CaCls, a zelatina, pomoci ECD a NHS. Postup a seznam materiald je také stejny,
jako v kapitole 4.4.2. Protokol biotisku je podle doporuceni autora v [22].

Podminky a parametry biotisku: rychlost tisknuti 5 mm/s, tlak 0,5 MPa, teplota
pii tisknuti 55 °C. Upravy po vytisténi: nejprve se hydrogel osetii roztokem 1 M CaCl,
(pH = 9) po dobu 20 min za pokojové teploty. Poté se oplachne, vysusi a inkubuje
v roztoku 2 % (w/v) ECD a 0,25 % (w/v) NHS pies noc. Poté je opatrné oplachovan 3x
deionizovanou vodou.

4.5.3 Biotisk hydrogelu z alginatu a Zelatiny s vyuzitim SiO2

Poslednim hydrogelem z alginatu a zelatiny je s vyuzitim nanocastic SiO». Tiskne se cela
smes, ktera je pfipravena podle protokolu v kapitole 4.4.3, a nasledné je pouze sitovan
alginat, pomoci CaCl,. Protokol biotisku a Gpravy po vytisknuti jsou tedy podobné, jako
v kapitole 4.5.1.

Podminky a parametry biotisku: rychlost tisknuti 10 mm/s, tlak pfi tisknuti 0,24
MPa, Teplota pii tisknuti 25-30 °C. Upravy po vytisténi: nejdiive je hydrogel odetien 3
% roztokem CaCl, pfipravené v destilované vodé po dobu 3-5 minut. Poté je opatrné
oplachovan 2x az 3x fosfatovym pufrem.

4.5.4 Biotisk hydrogelu z chitosanu, zelatiny a glycerol fosfatu

Jak uz bylo v kapitole 4.4.4 uvedeno, tento hydrogel je termo senzitivni a gelovati pfi
teploté 37 °C. Viskozitu tohoto gelu 1ze modifikovat zménou koncentrace jednoho nebo
obou polymert. Nevyhodou jsou pomémeé nizké mechanické vlastnosti. To lze upravit
napiiklad pomoc sitovani jednoho nebo obou polymeri pomoci vhodného cinidla.
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Dulezitym parametrem pii tisknuti je teplota. Pfiprava hydrogelu byla uvedena v kapitole
4.4.4 a protokol biotisku byl vytvoren na zakladé doporuceni autort v [30].

Podminky a parametry biotisku: je nutné, aby hydrogel byl rovnomérné ohtivan
teplotou 37 °C (muze byt i nizsi, ale rychlost a kvalita gelovaténi se muze snizit) po dobu
tisknuti a po tisknuti, kvili rovnomérému gelovaténi. Rychlost vytlaCovani je
doporucena v rozmezi 100480 cm/min (z&visi na teplot¢).
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5.ZAVER

Cilem diplomové prace je seznamit Ctenafe s polymernimi hydrogely, 3D biotiskem a
vytvorit polymerni hydrogel, ktery bude co nejvice podobny kostni tkani. V prvni
kapitole se prace zabyva popisem jednotlivych typu tkani a jejich slozenim. Druha
kapitola obsahuje popis a postup biotisku, popis nejcastéji pouzivanych polymera pro
tvorbu hydrogelt a popis vlastnosti, které by mély hydrogely spliiovat.

Prvni cast praktické casti diplomové prace obsahuje reSer§i polymernich
hydrogelli v kostnim tkaniovém inzenyrstvi se zaméfenim na alginatové, chitosanové a
zelatinové hydrogelti. Dale nasleduje pfiprava, biotisk a analyza hydrogeli. Nejprve
budou jednotlivé hydrogely pfipraveny a analyzovany. Testuje se jejich viskozita, modul
pruznosti, tvrdost a biokompatibilita. Bude bran obzvlast diraz na test viskozity z divodu
biotisku. Nasleduje biotisk vybranych gelt, které maji dostate¢né vySe popsané
vlastnosti. U vytisténych hydrogela bude také testovan jejich modul pruznosti a tvrdost a
také biokompatibilita pomoci zvolenych bunéénych kultur. Hydrogely, které budou v této
préci pfipravovany, jsou slozeny z alginatu a zelatiny, chitosanu a Zzelatiny a dalSich
komponent (kolagen, nanocastice SiO», apatit, glycerol fosfat).

Polymernimi materialy pro pfipravu a nasledujici testovani, jak uz bylo
vySe zminéno, jsou alginat, chitosan a zelatina. Hydrogely, které budou pfipraveny, jsou
z: alginatu a zelatiny s kolagenem (4.4.1), alginatu a zelatiny s vyuzitim SiO2 (4.4.3) a
z alginatu a zelatiny s vyuzitim apatitu (4.4.2). Posledni hydrogel bude vytvofen
z chitosanu a zelatiny s vyuzitim glycerol fosfatu (4.4.4). Pro pfipravu téchto gelt jsou
vytvofeny protokoly, které jsou strucné popsany v prislusnych kapitolach (4.4). Po
analyze vlastnosti a nalezeni optimalnich koncentraci budou tyto hydrogely tisknuty
pomoci biotiskarny (4.5). Nakonec bude snaha nalézt optimalni slozeni hydrogelu, které
bude mit co nejlepsi mechanické vlastnosti a biokompatibilitu. Mozné vylepSeni jsou
uvedena v kapitole 4.4.5 nebo pfimo u popist hydrogela v kapitolach 4.4 a 4.5. Jedna se
zejména o pouziti sitovani jednoho nebo obou polymert a vyuziti pfimési, jako jsou
nanocastice SiO», apatit nebo nanovlakna celuldzy apod.

32



LITERATURA

[1] CIHAK, Radomir. Anatomie. Tfeti, upravené a doplnéné vydani. Praha:
Grada, 2016. ISBN 978-80-247-3817-8.

[2] REN, Guangwen, Arthur I. ROBERTS a Yufang SHI. Adhesion
molecules. Cell Adhesion & Migration [online]. 2014, 5(1), 20-22 [cit. 2023-
04-24]. ISSN 1933-6918. Dostupné z: doi:10.4161/cam.5.1.13491

[3] ALBERTS, Bruce. Molecular biology of the cell. 4th ed. New York: Garland
Science, 2002. ISBN 08-153-3218-1.

[4] ZHANG, Tao, Wei ZHAO, Zijie XIAHOU, Xingwang WANG, Kunxi ZHANG a
Jingbo YIN. Bioink design for extrusion-based bioprinting. Applied Materials
Today. 2021, 25(25), 1-19. ISSN 23529407. Dostupné z:
doi:10.1016/j.apmt.2021.101227

[5] BUDHARAJU, Harshavardhan, Anuradha SUBRAMANIAN a Swaminathan
SETHURAMAN. Recent advancements in cardiovascular bioprinting and
bioprinted cardiac constructs. Biomaterials Science. 2021, 9(6), 1974-
1994. ISSN 2047-4830. Dostupné z: doi:10.1039/D0BM01428A

[6] KAZDA, Tomas. Materidly a komponenty pro biomedicinu: Laboratorni
ulohy.

[7] PEREIRA, Leonel, Jodo COTAS a Miroslav BLUMENBERG, ed. Alginates -
Recent Uses of This Natural Polymer [online]. 7. Londyn, Spojené
Kralovstvi: IntechOpen, 2020, 150 s. [cit. 2022-12-03]. ISBN 978-1-83968-
558-3. Dostupné z: https://www.intechopen.com/books/8019

[8] TEIXEIRA, Maria C., Nicole S. LAMEIRINHAS, Jodo P. F. CARVALHO,
Armando J. D. SILVESTRE, Carla VILELA a Carmen S. R. FREIRE. A Guide to
Polysaccharide-Based Hydrogel Bioinks for 3D Bioprinting

Applications. International Journal of Molecular Sciences [online].
2022, 23(12) [cit. 2023-05-18]. ISSN 1422-0067. Dostupné z:
doi:10.3390/ijms23126564

[9] HERNANDEZ-GONZALEZ, Aurora C., Lucia TELLEZ-JURADO a Luis M.
RODRIGUEZ-LORENZO. Alginate hydrogels for bone tissue engineering,
from injectables to bioprinting: A review. Carbohydrate Polymers [online].
2020, 229 [cit. 2023-01-31]. ISSN 01448617. Dostupné z:
doi:10.1016/j.carbpol.2019.115514

[10] KITA, Rio, Atsuo TAKAHASHI, Makoto KAIBARA a Kenji KUBOTA.
Formation of Fibrin Gel in Fibrinogen-Thrombin System: Static and
Dynamic Light Scattering Study. Biomacromolecules [online]. 2002, 3(5),

33


https://www.intechopen.com/books/8019

1013-1020 [cit. 2022-12-13]. ISSN 1525-7797. Dostupné z:
doi:10.1021/bm025545v

[11] KOH, Ik Soo a Won LEE. Filler Complications. Springer [online]. 2019,
2019, 27 - 39 [cit. 2023-01-01]. Dostupné z: doi:10.1007/978-981-13-
6639-0

[12] GORDON, Marion K. a Rita A. HAHN. Collagens. Cell and Tissue
Research [online]. 2010, 339(1), 247-257 [cit. 2023-01-02]. ISSN 0302-
766X. Dostupné z: doi:10.1007/s00441-009-0844-4

[13] COLLINS, Maurice N., Guang REN, Kieran YOUNG, S. PINA, Rui L. REIS
aJ. Miguel OLIVEIRA. Scaffold Fabrication Technologies and
Structure/Function Properties in Bone Tissue Engineering. Advanced
Functional Materials [online]. 2021, 31(21), 1-22 [cit. 2023-01-02]. ISSN
1616-301X. Dostupné z: doi:10.1002/adfm.202010609

[14] DESHMUKH, K., M. BASHEER AHAMED, R.R. DESHMUKH, S.K.
KHADHEER PASHA, P.R. BHAGAT a K. CHIDAMBARAM. Biopolymer
Composites With High Dielectric Performance: Interface
Engineering. Biopolymer Composites in Electronics [online]. Elsevier, 2017,
2017, 27-65 [cit. 2023-01-02]. ISBN 9780128092613. Dostupné z:
doi:10.1016/B978-0-12-809261-3.00003-6

[15] KUO, Catherine K a Peter X MA. lonically crosslinked alginate
hydrogels as scaffolds for tissue engineering: Part 1. Structure, gelation
rate and mechanical properties. Biomaterials [online]. 2001, 22(6), 511-
521 [cit. 2023-02-01]. ISSN 01429612. Dostupné z: doi:10.1016/S0142-
9612(00)00201-5

[16] STRACCIA, Maria Cristina, Giovanna Gomez D'AYALA, Ida ROMANO a
Paola LAURIENZO. Novel zinc alginate hydrogels prepared by internal
setting method with intrinsic antibacterial activity. Carbohydrate
Polymers [online]. 2015, 125, 103-112 [cit. 2023-02-03]. ISSN 01448617.
Dostupné z: doi:10.1016/j.carbpol.2015.03.010

[17] BAJPAI, M., Priyanka SHUKLA a S.K. BAJPAI. Ca(ll) Ba(ll) ions
crosslinked alginate gels prepared by a novel diffusion through dialysis
tube (DTDT) approach and preliminary BSA release study. Polymer
Degradation and Stability [online]. 2016, 134, 22-29 [cit. 2023-02-03]. ISSN
01413910. Dostupné z: doi:10.1016/j.polymdegradstab.2016.09.027

[18] SCHLOSSMACHER, Ute, Heinz C. SCHRODER, Xiaohong WANG,
Qingling FENG, Barbel DIEHL-SEIFERT, Sebastian NEUMANN, Anna
TRAUTWEIN a Werner E. G. MULLER. Alginate/silica composite hydrogel

34



as a potential morphogenetically active scaffold for three-dimensional
tissue engineering. RSC Advances [online]. 2013, 3(28), 11185-11194 [cit.
2023-02-03]. ISSN 2046-2069. Dostupné z: doi:10.1039/c3ra2334c

[19] RASTOGI, Prasansha a Balasubramanian KANDASUBRAMANIAN.
Review of alginate-based hydrogel bioprinting for application in tissue
engineering. Biofabrication [online]. 2019, 11(4) [cit. 2023-04-17]. ISSN
1758-5090. Dostupné z: doi:10.1088/1758-5090/ab331e

[20] BANDYOPADHYAY, Ashutosh, Vimal Kumar DEWANGAN, Kiran
Yellappa VAJANTHRI, Suruchi PODDAR a Sanjeev Kumar MAHTO. Easy
and affordable method for rapid prototyping of tissue models in vitro
using three-dimensional bioprinting. Biocybernetics and Biomedical
Engineering [online]. 2018, 38(1), 158-169 [cit. 2023-04-21]. ISSN
02085216. Dostupné z: doi:10.1016/j.bbe.2017.12.001

[21] ROOPAVATH, Uday Kiran, Raghav SONI, Urbashi MAHANTA, Atul
Suresh DESHPANDE a Subha Narayan RATH. 3D printable SiO 2
nanoparticle ink for patient specific bone regeneration. RSC
Advances [online]. 2019, 9(41), 23832-23842 [cit. 2023-04-18]. ISSN 2046-
2069. Dostupné z: doi:10.1039/C9RA03641E

[22] LUO, Yongxiang, Yuxiao LI, Xialing QIN a Qingde WA. 3D printing of
concentrated alginate/gelatin scaffolds with homogeneous nano apatite
coating for bone tissue engineering. Materials & Design [online].
2018, 146, 12-19 [cit. 2023-04-21]. ISSN 02641275. Dostupné z:
doi:10.1016/j.matdes.2018.03.002

[23] LU, Zhengbo, Lei ZOU, Xiaoman ZHOU, Di HUANG a Yongjun ZHANG.
High strength chitosan hydrogels prepared from NaOH/urea aqueous
solutions: the role of thermal gelling. Carbohydrate Polymers [online].
2022, 297 [cit. 2023-02-03]. ISSN 01448617. Dostupné z:
doi:10.1016/j.carbpol.2022.120054

[24] KIM, Soyon, Zhong-Kai CUI, Bonhye KOO, Jiwen ZHENG, Tara
AGHALOO a Min LEE. Chitosan-Lysozyme Conjugates for Enzyme-
Triggered Hydrogel Degradation in Tissue Engineering Applications. ACS
Applied Materials & Interfaces [online]. 2018, 10(48), 41138-41145 [cit.
2023-02-03]. ISSN 1944-8244. Dostupné z: doi:10.1021/acsami.8b15591

[25] MATURAVONGSADIT, Panita, Lokesh Karthik NARAYANAN, Parth
CHANSORIA, Rohan SHIRWAIKER a S. Rahima BENHABBOUR. Cell-Laden
Nanocellulose/Chitosan-Based Bioinks for 3D Bioprinting and Enhanced
Osteogenic Cell Differentiation. ACS Applied Bio Materials [online].

35



2021, 4(3), 2342-2353 [cit. 2023-05-17]. ISSN 2576-6422. Dostupné z:
doi:10.1021/acsabm.0c01108

[26] MOSHAYEDI, Shadi, Hossein SARPOOLAKY a Alireza KHAVANDI.
Fabrication, swelling behavior, and water absorption kinetics of genipin-
crosslinked gelatin-chitosan hydrogels. Polymer engineering and
science [online]. 2021, 61(12), 3094-3103 [cit. 2023-03-30]. ISSN 0032-
3888. Dostupné z: doi:10.1002/pen.25821

[27] LIN, Meng, Jiangnan ZHANG, Jun LI, Dechun ZHANG a Tingting MO. A
convergent synthetic platform of gold/silica nanomaterials
functionalized gelatin/chitosan hydrogel framework for the bone
fracture treatment. Journal of Experimental Nanoscience [online].
2022,17(1), 451-465 [cit. 2023-04-02]. ISSN 1745-8080. Dostupné z:
doi:10.1080/17458080.2022.2087872

[28] AHMADI, Raheleh a Joost D. DE BRUIJN. Biocompatibility and gelation
of chitosan-glycerol phosphate hydrogels. Journal of Biomedical Materials
Research Part A [online]. 2008, 86A(3), 824-832 [cit. 2023-04-21]. ISSN
15493296. Dostupné z: doi:10.1002/jbm.a.31676

[29] HUANG, Yu-Min, Yi-Cheng LIN, Chih-Yu CHEN, et al. Thermosensitive
Chitosan-Gelatin-Glycerol Phosphate Hydrogels as Collagenase Carrier
for Tendon-Bone Healing in a Rabbit Model. Polymers [online].
2020, 12(2) [cit. 2023-04-03]. ISSN 2073-4360. Dostupné z:
doi:10.3390/polym12020436

[30] ROEHM, Kevin D a Sundararajan V MADIHALLY. Bioprinted chitosan-
gelatin thermosensitive hydrogels using an inexpensive 3D
printer. Biofabrication [online]. 2018, 10(1) [cit. 2023-04-13]. ISSN 1758-
5090. Dostupné z: doi:10.1088/1758-5090/aa96dd

[31] CHEN, Xiugiong, Huigiong YAN, Chaoling BAO, et al. Fabrication and
evaluation of homogeneous alginate/polyacrylamide-chitosan-gelatin
composite hydrogel scaffolds based on the interpenetrating networks
for tissue engineering. Polymer Engineering & Science [online]. 2022, 62(1),
116-128 [cit. 2023-03-27]. ISSN 0032-3888. Dostupné z:
doi:10.1002/pen.25838

[32] HUANG, Jie, Han FU, Zhiying WANG, et al. BMSCs-laden
gelatin/sodium alginate/carboxymethyl chitosan hydrogel for 3D
bioprinting. RSC Advances [online]. 2016, 6(110), 108423-108430 [cit.
2023-05-06]. ISSN 2046-2069. Dostupné z: doi:10.1039/C6RA24231F

36



[33] ZHONG, Chao, Jun WU, C.A. REINHART-KING a C.C. CHU. Synthesis,
characterization and cytotoxicity of photo-crosslinked maleic chitosan-
polyethylene glycol diacrylate hybrid hydrogels. Acta
Biomaterialia [online]. 2010, 6(10), 3908-3918 [cit. 2023-05-11]. ISSN
17427061. Dostupné z: doi:10.1016/j.actbio.2010.04.011

[34] CHIMENE, David, Logan MILLER, Lauren M. CROSS, Manish K.
JAISWAL, Irtisha SINGH a Akhilesh K. GAHARWAR. Nanoengineered
Osteoinductive Bioink for 3D Bioprinting Bone Tissue. ACS Applied Bio
Materials [online]. 2020, 12(14), 15976-15988 [cit. 2023-05-18]. ISSN
1944-8244. Dostupné z: doi:10.1021/acsami.9b19037

[35] CELLINK. GelXA BONE. SPS-IK-3X2135. Udéleno 08-APR-2021. Dostupné
také z: https://www.cellink.com/product/gelxa-bone/

[36] CELLINK. CELLINK® BONE. IKC20800. Dostupné také z:
https://www.cellink.com/product/cellink-bone/

37


https://www.cellink.com/product/gelxa-bone/
https://www.cellink.com/product/cellink-bone/

SEZNAM SYMBOLU A ZKRATEK

Zkratky:

GelMA
HEMA
GDL
PBS
ECD
NHS
TEOS

Methakrylova zelatina
2-hydroxyethylmethakrylat

D — glukan — 6 — laktan

Fosfatovy pufr
N-(3-dimetylaminopropyl)-N-etylkarbodiazen
N-hydroxysukcinimid

Tetraethyl ortosilikat
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