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ABSTRAKT

Predkladana prace se vénuje pripravé a optimalizaci biokompatibilniho materidlu na bazi
poly(3-hydroxybutyratu). Dal§imi slozkami pfipravenych vzorkt jsou poly(kyselina mlécna),
hydroxyapatit a komeréni zmékcovadlo Syncroflex3114. Jednotlivé slozky byly vybrany na
zaklade jejich biokompatibility a vlastnosti potencialné vyuzitelnych v tkanovém inzenyrstvi.
Obsahem teoretické Casti prace je zpracovani obecného prehledu kostni tkané a reSerSe
materiald vyuzivanych v regeneraci kosti. Cast prace se také vénuje problematice scaffoldu.
Soucasti experimentalni prace je planovany experiment, ktery slouzi k optimalizaci smési
s ohledem na tisknutelnost a mechanické vlastnosti. Prvnim krokem je pfiprava vzorkil na
zaklade navrzenych podminek a jejich nasledné zpracovani do formy filamentu s pfesnym
primérem 1,75 mm pro 3D tisk metodou modelovani depozici taveniny. Z pfipravenych
filamentd byla vytiSténa testovaci télesa pro nasledujici experimenty: teplotni véz, méfeni
warping koeficientu, ohybova a tlakova zkouska. Data z téchto experimentl byla zpracovana
pomoci matematického modelu do formy rovnic a grafl, které znazornuji vliv slozek materialu
na meéfenou veliCinu. Bylo zjisténo, Ze nejvyznamnéji vlastnosti ovliviiuje mnozstvi
zmekCovadla ve vzorku. Tento vliv je ve vSech pifipadech negativni a zhorSuje vybrané
hodnocené vlastnosti materidlu. Vysledkem planovaného experimentu je také receptura
optimalizovana na co nejlepsi tisknutelnost a mechanické vlastnosti (ohybovy modul 3,3 GPa
a tlakovy modul 2,3 GPa). S ohledem na potencialni aplikaci materialu ve tkafiovém inzenyrstvi
kosti byly pro vybrané vzorky provedeny prvni screeningové testy urychlené biodegradace.
Vysledky urychlené degradace nejsou jednozna¢né a je nutna jejich dalSi optimalizace.
Soucasné s diplomovou praci probihalo biologickeé testovani nosica vyti§ténych na 3D tiskarné
z vybranych pfipravenych materiald. VSechny testované vzorky byly shledany jako
biokompatibilni.

ABSTRACT

The presented theses deals with preparation and optimalization of biocompatible material based
on poly(3-hydroxybutyrate). Other components of prepared samples are polylactid acid,
hydroxyapatite and commercially available plasticizer Syncroflex3114. These components
were chosen based on their biocompatibility and properties that can be possibly used in tissue
engineering. Theoretical part of this theses contains general overview of bone tissue and review
of materials used in bone tissue regeneration. Part of this thesis also deals with the problematics
of scaffolds. Aim of the experimental part is a planned experiment, which is used to optimize
the mixture with respect to printability and mechanical properties. The first step is the
preparation of samples based on the proposed conditions and their subsequent processing into
a filament with an exact diameter of 1,75 mm for 3D printing using the fused deposition
modeling method. From the prepared filaments, test specimens were printed for the following
experiments: temperature tower, warping coefficient measurement, bending and pressure test.
Data from these experiments were processed using a mathematical model in the form of graphs
and equations which show the effect of material components on the measured quantity. It was
found that the amount of plasticizer in the sample affects the properties the most. This effectis
negative in all cases and worsens the properties of the material. The result of the planned
experiment is also a mixture optimized for the best possible printability and mechanical



properties (bending modulus 3,3 GPa and pressure modulus 2,3 GPa). With regard to the
potential application of the material in bone tissue engineering, the first accelerated
biodegradation screening tests were performed for selected samples. The results of accelerated
degradation tests are ambiguous and further optimization is needed. Simultaneously with the
diploma thesis, biological testing of scaffolds printed on a 3D printer from prepared samples
took place. All tested samples were found to be biocompatible.
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planovany experiment, scaffold, urychlena biodegradace
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1. UVOD

Vyvoj novych materiali bude vzdy nedilnou soucasti védy, zvlasté pokud se jedna o materialy,
které lze potencidlné vyuzit v mediciné. Regenerativni medicina je pomérné novy,
multidisciplinarni obor, jehoz soucasti je i regenerativni medicina kosti, ve které by mél najit
uplatnéni i material zkoumany v této praci. Kosti tvoti oporu téla po celou dobu lidského zivota.
Béhem této doby vSak muze dochazet ke zZlomeninam, a to vlivem rtiznych faktorti. Mohou to
byt urazy, extrémni sporty, autonehody, onemocnéni kosti nebo starnuti. Ruku v ruce se
starnutim populace stoupa i Setnost onemocnéni muskoskeletarniho systému. Reseni nékterych
defektd nabizi tkanové inzenyrstvi (TE). TE jejednim z koncepti regenerativni mediciny, ktery
spojuje medicinu, biologii a materialové védy dojednoho multidisciplinarniho celku. Cilem TE
v kostnich defektech je vytvoreni podpirného leseni, které se in vitro osadi buikami nebo
jinymi podpurnymi faktory avlozenim do téla vznikne implantat umoznujici tkanovou
regeneraci. Je zaddouci pouzit material, ktery bude biokompatibilni, netoxicky, bioaktivni a po
dobé, kdy bude poskytovat podporu burikam se postupné rozlozi na netoxické produkty, které
je lidské télo schopno odbourat. Poptavka po materialech, které by spliiovaly tyto podminky je
obrovska, a pravé poly(3-hydroxybutyrat) spliiuje vSe vyse uvedené. Kombinaci s vhodnymi
aditivy vznikne kompozit, ktery je biokompatibilni, bioaktivni a velkou vyhodou je
zpracovatelnost metodou rychlého modelovani (rapid prototyping), konkrétné modelovanim
depozici taveniny, ¢imz je ziskana moznost vytvofit feseni na miru pfimo danému pacientovi
v relativné kratkém Casovém useku.



2. Teoreticka cast

2.1.Kost
Vzhledem k tomu, Ze se tato prace zabyva materidly pouzitelnymi pro nahrady kosti, je
nezbytné popsat alesponl ve strucnosti zakladni vlastnosti kosti pro lepsi pochopeni dané
problematiky. V téle dospélého Cloveka je 206 kosti a u kojence asi 270 kosti. Kosti sdruzené
do kostry maji v organismu tfi zakladni funkce:

a) Mechanicka — opora téla a spolu s kosternimi svaly umoznéni pohybu;

b) Ochranné — chrani vnitini organy téla pred vnéj§imivlivy;

¢) Metabolicka — produkce krve Cervenou a zlutou kostni dieni, skladovani tuku ve zluté
kostni dfeni, skladovani mineralt, jako jsou vapnik a fosfor, zajisténi acidobazické
rovnovahy absorpci nebo uvolnénim zéasaditych soli (1)

Kosti jako organy sestavaji z kostni tkané, kostni diené, krevnich cév, epitelu a nervi. Termin
kostni tkan konkrétné odkazuje na mineralni matrici, ktera tvori tuhé ¢asti organu (1).

2.1.1. Kostni tkan
Kostni tkan je hlavni strukturalni a podptrnou tkani téla. To znamena, ze zakladni funkci této
tkané je vytvaret skelet pro cely organismus. Je jednou z nejtvrdSich tkani a je velmi odolna
vuci tahu a tlaku (2). Zakladnimi prvky kostni tkan€ jsou buriky a mezibunééna hmota. Tremi
zakladnimi druhy bunék, které mazeme v kostni tkani pozorovat, jsou osteocyty, osteoblasty
a osteoklasty (1).

Z histologického hlediska rozliSujeme dva typy kostni tkan¢: primarni a sekundarni. Oba typy
jsou slozené ze stejnych stavebnich jednotek, ale 1i§i se v usporadani kolagennich vlaken.
V primarni kostni tkani jsou vlakna uspotfadana nadhodné, zatimco v sekundarni jsou vlakna
usporadana do lamel. Primarni (téz vlaknita, fibrilarni) se vytvafi nejprve pii kazdém ristu nebo
hojeni. Je pouze docasné a postupné je nahrazovana zralou sekundarni kosti. Sekundarni kost
(také lamelarni) se v organismu vyskytuje ¢astéji nez kost vlaknita. Je to dospéla kostni tkan,
ktera ma kolagenni vlakna uspotfadana do lamel, které jsou seskupeny paralelné jedna vedle
druhé, a to koncentricky kolem centralniho kanalku, ktery se nazyva Haverstuv kanal. Komplex
lamel obklopujicich centralni kanal se nazyva osteon (3).

Lamelarni kost se vyskytuje ve dvou forméach:

a) husta kompaktni kost
b) porézni spongidzni kost

Tyto tkané maji podobnou biologickou aktivitu; rozdil tkvi v geometrii, v usporadani
mikrostruktury. Vngjsi vrstva kosti je tvrda a nazyva se kompaktni kost (téz kortikalni). Tato
cast tkane dava kostem jejich hladky, bily a pevny vzhled a tvoti 80% celkové kostni hmoty
dospélékostry. Nazev této tkané vychazi z velmi malych mezer ve srovnani s vnitini spongidzni
kosti. Spongidzni (také trabekularni nebo houbovitd) kost tvori priblizné 15 % celkové kostni
hmoty (3). Slozeni kosti je znazornéno na Obrazek 1.



Obratle a panevni kosti obsahuji relativné vysoké mnozstvi spongiodzni tkané€ a jsou béznymi
misty osteoporotickych zlomenin, zatimco dlouhé kosti (napt. krk stehenni kosti) obsahuji
relativné vysoké mnozstvi kompaktni tkané. Kompaktni kost tvofi v dlouhych kostech diafyzu,
spongidzni kost se vyskytuje v epifyzach dlouhych kosti a v kratkych kostech (1,4).
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Obrazek 1 SloZeni kostni tkané (5)

2.1.1.1.  Chemické slozeni kostni tkané
Kostni tkan je mineralizovana pojivova tkan. Kosti se skladaji z anorganickych slozek, mezi
které tadime hydroxyfosforeCnan vapenaty, znamy také jako mineral apatit (nebo
hydroxyapatit, nékdy zkracené HA nebo HAp) a uhliitan vapenaty. Apatity maji obecny
vzorec Cajo(PO4)sX2, kde X mizeme nahradit riznymi skupinami. Pokud pouzijeme fluor F,
vznikne fluorapatit, hydroxy skupinu OH, vznikne hydroxyapatit, nebo chlor Cl, ¢imz vznika
chlorapatit (1).

Hydroxyapatit je pfirozend se vyskytujici forma apatitu vapenatého. Cisty prasek
hydroxyapatitu je bily, avSak existuji pfirozené se vyskytujici formy apatitu, které mohou mit
také hnédé, zluté nebo zelené zbarveni. Odhaduje se, ze az 50% suSiny kosti je tvoreno prave
formami anorganického minerdlu hydroxyapatitu. Hydroxyapatit se také pouziva jako
biomaterial pro nahradu kosti a pro potahovani kovovych protéz ke zlepSeni jejich
biokompatibility (1).

Dal§im mineralem pfirozené se vyskytujicim v kostni tkani je fosfore¢nan vapenaty. Ma
podobné slozeni a strukturu, jako mineraly ve skupiné apatitd. Patfi k biomineralim —
mineralim, které jsou produkované zivymi organismy. FosforeCnan vapenaty je Siroce
pouzivan v aplikacich regenerace kosti, protoze vykazuje osteokonduktivni a v nékterych
ptipadech osteoinduktivni vlastnosti. Osteokonduktivni material je takovy material, ktery svym
slozenim a strukturou podporuje vristani okolnich kostnich bunék. Osteoinduktivni materialy
svoji pfitomnosti a svym pasobenim vyvolavaji rust bunek kostni tkané (1).
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Organickou slozkou kosti je protein kolagen, ktery tvoii asi 20 % hmotnosti kosti. VétSina
kolagenu, ktery se nachazi v kosti, je kolagen typu I (90 %). Dal§imi typy, které se v kostech
vyskytuji jsou kolagen typu III, V, X a XII. Kolagen je vlaknity protein, jehoz struktura je
tvorena priblizné 1000 aminokyselinami s délkou asi 300 nm. Diky kolagenu je kostni tkan
pomérné flexibilni, zatimco pridavek mineralt zaji §tuje kosti pevnost. Zménou distribuce mezi
kolagenem a mineraly ma kost schopnost balancovat mezi rdznou pruznosti a tvrdosti.
Starnutim kosti dochéazi ke zmén¢ struktury kolagenu a zaroven se méni 1 celkova struktura
kosti, coz zvySuje nachylnost kosti ke zlomeninam. DalS§imi organickymi slozkami kosti, jsou
fibronektin, osteopontin, osteokalcin a kostni sialoprotein. Ackoliv tyto organické slozky tvorti
pouze malé procento celkové organické matrice kosti, zajistuji dalezité funkce pti diferenciaci
osteoblastl, mineralizaci tkan€, bunééné adhezi a remodelaci kostni tkané (1,4).

2.2. Biomaterialy
Biomaterialy maji v dneSni medicin€ nedilnou roli — obnovuji funkci tkani a usnadniuji hojeni
ran po zranéni nebo nemoci. Biomaterialy mohou byt ptirodni nebo syntetické a pouzivaji se
v lékatskych aplikacich k podpofte, posileni nebo nahrazeni poSkozené tkané€ nebo biologicke
funkce (6). S rozvojem tkanového inzenyrstvi se portfolio bio materialt rozsifilo o scaffoldy.
Doslovné by se slovo scaffold mohlo prelozitjako nosi¢ nebo leSeni. Tento pieklad je pomérné
vystizny, nebot’ se jedna o t€leso, které tvori podporu pro rist a mnozeni bunék (7).

V soucCasnosti je jiz mnozstvi materiali a nastroju vyuzivano k 1écbé zranéni. Zakladem
uspesné implantace biomaterialu do lidského téla jsou tii faktory: vlastnosti a biokompatibilita
implantatu, zdravotni kondice pacienta a schopnost chirurga, ktery nahradu implantuje. Existuji
ctyti kategorie medicinskych zafizeni, které se lisi stupném nebezpeci, kterému je pacient pti
implantaci vystaven. Klasifikace uvazuje mnoho aspektt, jako jsou invazivita zafizeni, délka
kontaktu s pacientem nebo ¢asttéla, ktera prijde se zarizenim do kontaktu. Se zvysujici se tfidou
se zvySuji1 pozadavky na testovani pfed uvedenim do praxe (7). Jednotlivé tfidy jsou:

I.  Trida — neinvazivni zafizeni, nebo invazivni zafizeni, které jsou v kontaktu s kuzi po
kratkou dobu (koleckova kiesla, kompresni puncochy, obinadla, skalpely)

II. Ttrida — invazivni zafizeni pro kratkodobé pouziti (kontaktni ¢ocky, zubni korunky,
sacky s krvi)

II.  Trida— invazivni zafizeni pro dlouhodobé pouziti (chirurgické implantaty, infuze)

IV.  Trida — invazivni zafizeni pro kratkodobé i dlouhodobé pouziti v pfimém kontaktu se
srdcem, ob&hovou nebo nervovou soustavou (stenty, nahrada kycCelniho kloubu);
zafizeni vykonévajici biologickou funkci nebo zafizeni podléhajici chemickym
preménam (biodegradovatelna zatizeni) (7).

Biomaterialy podle zptisobu pouziti v té€le délimena:

a) Biomaterialy pro nahradu, které se integruji do téla a zlstavaji trvale uvnitf po
implantaci, coz zplisobuje minimalni zanét a tvorbu vlaknité tkan¢;

b) Biomaterialy pro regeneraci, které nabizeji poc¢atecni podporu a stimuluji tvorbu nové
tkang, ale nakonec se ¢asem kontrolované odbouravaji (7).



2.2.1. Biomaterialy pro nahradu
Tento typ biomateriali se obvykle vyuziva pro zhotovovani dlouhodobych (> 20 let) nebo trvale
implantovatelnych zafizeni. Jsou slozeny z polymert, keramiky nebo kovu, které jsou
mechanicky velmi stabilni a po implantaci vykazuji minimalni reakci hostitele. Diive byly
preferovany biologicky inertni implantaty, které minimalizuji interakce bunék a implantata.
Tyto implantaty maji na povrchu obvykle adsorbované nativni proteiny, které podporuji tvorbu
provizorni matrice a funguji jako pufr mezi bio materidlem a hostitelskou tkani (5).

Mezi nejcastéji pouzivané materialy pro kostni implantaty patfi slitiny titanu (Ti-6Al-4V), které
se pouzivaji pfiblizn€ od roku 1980. Pro tuto aplikaci byly klicovym materialem z davodu
chemické inertnosti, dobré biokompatibility a dlouhodobé mechanické stability. Titanové
implantaty se déli na dvé hlavni skupiny: dlouhodobé a kratkodobé. Mezi kratkodobé
implantaty setadi Srouby a vyztuze (Obrazek 2), které se obvykle po zahojeni tkané operativné
odstranuji, aby se zabranilo nezadoucim vedlej§im uUcCinkim spojenych s nehomogennim
rozloZenim napéti mezi kosti a titanovym implantatem, ktery ma vyrazn€ vyssi Youngtv modul
pruznosti. Tento efekt mize snizit stimulaci rastu nové kostni tkan€ a remodelaci. Také mutze
casem dochazet k uvolfiovani implantatu, coz je i pfipad implantata kycelniho kloubu, které je
nasledné€ nutné vymeénit. DalSimi davody, které podnécuji odstranéni implantatu z lidského
prostiedi jsou komplikace spojené s tepelnou vodivosti, zvySena citlivost vi¢i kovu, chemicka
karcinogeneze nebo vznik zanétu. Zarover je pouziti dlouhodobych implantat zapovézeno pro
mladé pacienty, u kterych by mohlo dojit k zastaveni procesu rastu kosti (8). Mezi dlouhodobé
implantaty patfi napf. implantat kycelniho kloubu (Obrazek 3). Tento typ implantatd
nevyzaduje nasledné€ operaci vyjmuti a je v téle trvale.

Obrazek 2 Predni moduldrni podpiirny systém pro stabilizaci hrudni a bederni pdtere
Aesculap® MACS TL 11 (9)



(c) (d)

Obrazek 3 Titanovy implantat pro nahradu kycelniho kloubu (10)

2.2.2. Biomaterialy pro regeneraci

Vyvojem biodegradovatelnych a bioresorbovatelnych materiali se védci snazi piekonat
nevyhody neoddélitelné spojené s pouzitim dlouhodobych implantati. Nové materialy musi
navic byt metabolizovatelné lidskym télem bez zanechani stop a postupné ztracet svou
mechanickou odolnost, zatimco se regeneruje nova tkan. Timto zptisobem si nova kost zachova
mechanické vlastnosti jako pred poskozenim. Aby bylo docileno téchto vysledki, je nutné
dodrzet tf1 zakladni podminky: dobré mechanické vlastnosti, kontrolu nad casem degradace
a biokompatibilitu degradacnich produkta (8). Tyto materialy by se mély rozkladat v obdobi
trvajicim nékolik dni az mésica a zaroven podporovat regeneraci hostitelské tkané (5).



Existuje fada biomateriall, které byly zkoumany a klinicky pouzity pro 1écbu a regeneraci kosti
(11). Degradace implantatl je doprovazena nezadoucim poklesem mechanickych vlastnosti.
Pokud je vSak degradacefizena a postupna, pak se zatizeni pfenese z implantati na kostni tkan
a meékké tkané, ¢imz se posili kost a okolni tkané a nedochazi k oslabeni tkani v okoli
implantatu, jako se to déje pii pouziti inertnich implantatd. Vyvoj biologicky odbouratelnych
desek, Cepti, Sroubu a stehovych kotev v poslednich letech vyznamné pokro¢il. Tfemi hlavnimi
druhy studovanych a klinicky pouzivanych biologicky odbouratelnych materiald jsou
polymery, keramika a kovy (12).

2.2.2.1.  Polymery
Polymery jsou makromolekuly, které se skladaji z kovalentné véazanych opakujicich se
monomerd, které mohou byt stejné nebo rizné, tj. homopolymery a kopolymery. Tyto materialy
mohou byt amorfni nebo krystalické, pficemz jejich fetézce mohou byt linearni, rozvétvené
nebo zesiténé s jinymi fetézci (13).

Biologicky odbouratelné polymery jsou jednémi z prvnich a bézné pouzivanych biomaterialt
pro 1écbu kosti a v tkaniovém inzenyrstvi. Jejich biologicka odbouratelnost a kontrola nad
rychlosti odbouravani jsou vysoce ptfinosné pro klinické aplikace (14). Degradaci polymernich
materiali 1ze upravit zménou jejich strukturniho slozeni a zptisobem vyroby (13). Prabéh
a rychlost degradace jsou ovliviiovany raznymi faktory, jako je chemické slozeni, molekulova
hmotnost (My,) a krystalinita (15). Vzhledem k tomu, Ze krystalinita je mirou organizace,
interakce a vnitfniho usporadani materialu, tak ovliviiuje biodegradaci. Vice krystalicky
material ma silngj§iinter-aintra-molekulami vazbu, ktera se ve srovnani s amorfnimi polymery
rozklada pomalu (12).

Pro dosazeni optimalniho vysledku pfi tvorbé funkcni tkané je nutné, aby probéhla pozitivni
interakce na bunécné a biochemické urovni. Existuje n€kolik kritérii pro biologicky
odbouratelné polymery, aby je bylo mozné tispésné pouzit pro 1écbu kosti a tkafiové inzenyrstvi:

1) Povrch polymeruby meél umozinovat bunéénou adhezi a rast bun€k;

2) Po implantaci in vivo by nemélo dochéazet k zadné zanétlivé nebo toxické reakci na
polymer nebo produkty degradace;

3) Maji dostate¢né vysokou porovitost;

4) Maji velkou plochu a dostateCny prostor pro rust extracelularni matrice;

5) Musi byt zcela rozlozitelné s Casoveé kontrolovatelnou resorpci matrice scaffoldu
(rychlost odbouréavani se idealné shoduje s regenerujici se kostni tkani);

6) Polymerni material by mél byt reprodukovatelné zpracovatelny do trojrozmérnych (3D)
struktur (12).

Na zaklad¢ plivodu l1ze polymery délit na pfirodni nebo syntetické. Vzhledem k nizké pevnosti
se prirodni polymery pouzivaji hlavné k opravé zlomenin drobnych kosti, kde nevznika vysoké
zatizeni implantatu. Pokud jde o syntetické polymery, Gpravou struktury a syntézy lze pfipravit
polymery s vylepSenymi mechanickymi vlastnostmi. Syntetické polymery maji také tu vyhodu,
ze maji dobfe kontrolovatelnou a reprodukovatelnou molekularni strukturu a jsou také
neimunogenni (12).



a) Syntetické biodegradovatelné polymery

Nejrozsahleji zkoumanymi syntetickymi biologicky odbouratelnymi polymery jsou poly(a-
hydroxykyseliny) znamé také jako polyestery (12).

Nejrozsahleji zkoumanymi a pouzivanymi polymery ze tfidy poly(a-hydroxykyselin) jsou
poly(kyselina glykolova) (PGA), poly(kyselina mlécnd) (PLA) a jejich kopolymer mlécné
a glykolové kyseliny (PLGA) (11,16). Tyto polymery jsou povazovany za vhodné kandidaty
pro opravy a regeneraci kosti, protoze jsou biologicky kompatibilni a odbouratelné v lidském
téle (17). Pomoci téchto polymert byla vyrobena implantovatelna zafizeni pro vnitini fixaci
zlomenin. Poprvé vzbudily zajem pied tfemi desetiletimi, kdy byly pro Sici materialy pouzity
polyestery a stale zistavaji jednim z §iroce pouzivanych syntetickych biologicky
odbouratelnych polymert. Jsou-li pro vyrobu zafizeni pouzity samotné polyestery, jsou
mechanické vlastnosti vysoce poréznich scaffoldi relativné slabé v porovnani s t€émi, které jsou
vyzadovany pro aplikace kostni tkané. In vivo také snizuji lokalni pH kvali degrada¢nim
produktim, coz zase zvySuje rychlost degradace implantati do té miry, Ze omezuje jejich
klinickou pouzitelnost. Dal§i nevyhodou tohoto rychlého rozpadu je, ze vedlejsi produkty
kyselé degradace vyvolavaji zanétlivou reakci (12).

Poly(glykolova kyselina) je vysoce krystalicky, synteticky polymer kyseliny glykolové
(krystalinita 45-50 %). Diky wvysoké krystalinité, teploté tani (> 200 °C), taznosti
a kontrolované rozpustnosti byla PGA jako prvni pouzita pro klinické aplikace ve formé
vstiebatelnych stehi. PGA ma diky své hydrofilni povaze vysokou rychlost degradace
a mechanicka pevnost PGA 14 dni po implantaci obvykle klesa o 50 % a ptiblizn€ o 90 % po
28 dnech. Hlavnimi vyhodami pouziti PGA jako rozlozitelného biomaterialu jsou biodegradace
a témeér zadna cytotoxickd odpovéd. PGA je vhodna pro vyrobu zafizeni pouzitelnych pro
vnitini fixaci kosti. Jelikoz PGA po implantaci Casem ztraci svoji pevnost, omezuje to
pouzitelnost pro zlomené segmenty nesouci velké napéti (12). PGA byla také vyztuzena
amorfnim karbonovanym apatitem a pouzita jako implantat pro nahradu kosti, ale bylo zjisténo,
Ze tento material je uziteCny pouze v piipadé malych defekttinebo v situacichbez zatizeni (18).

Poly(mlécna kyselina) byla poprvé pouzita pro 1ékaiské aplikace ve forme steht a prutii pro
1é¢bu zlomenin dolni Celisti u pst a od té doby byla rozsahle zkoumana. PLA je alifaticky
termoplasticky polyester s linearnim polymernim fetézcem a in vivo podléha biologické
degradaci enzymatickymi a hydrolytickymi cestami. PLA ma vynikajici mechanické a tepelné
vlastnosti. Je biokompatibilni, biologicky odbouratelna a je vyhovujici pro biomedicinské
aplikace. Zaroven pochazi z obnovitelnych zdroji a velkou vyhodou je cenova dostupnost diky
cemuz je komeréné bézné pouzivana. Kyselina mlé¢na je chiralni molekula a existuje ve dvou
stereoizometrickych formach, které vedou k morfologicky odliSnym polymerim L-PLA, D-
PLA (semikrystalické); D,L-PLA a meso-PLA (amorfni) (19). Pro klinické aplikace se vétSinou
pouzivakrystalicka L-PLA, ktera je odolna vici hydrolyze, a amorfni D,L-PLA, ktera je naopak
citliv§j§i na hydrolyzu. In vivo se kyselina mlé€na, uvolnéna degradaci PLLA, pfeménuje
v jatrech na glykogen nebo je inkorporovéana do cyklu trikarboxylovych kyselin a je vyloucena
z plic jako voda a oxid uhlicity (12).
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Pro aplikace regenerace kostni tkané jsou vyzadovany specifické vlastnosti materialu, ze
kterého jsou vyrobeny scaffoldy (napf. mechanicka odolnost), a proto je v ortopedickych
aplikacich upfednostriovan L-PLA, protoze spliiuje vét§inu pozadavkd. Poly(kyselina L-
mlécna) (PLLA) byla zkoumana jako biomaterial a byla zpracovana ve scaffoldech louzenim
soli, fazovou separaci a metodou zpénovani plynem. Témito technologiemi lze vyrobit porézni
polymery, které maji porovitost pod 200 pm, neumoziuji v§ak kontrolu poréznosti v rozmezi
velikosti pora 200—500 um, coz je velikost nezbytna pro rust kosti a cév. Dalsi metodou, ktera
bylapouzita k vyrobe scaffoldi z PLLA je ptesna vyroba vytlaCovanim (PEM Precise extrusion
manufacturing). Porovitost scaffoldu byla pfiblizn€ 60 %, a distribuce porovitosti vedla ke
zlepSenym mechanickym vlastnostem (8 MPa pevnost v tlaku, proti 50 MPa kortikalni kosti
viz Tabulka 1 v kapitole 2.4.1) (20). PLA byla také pouzita k vytvoreni ¢astecné odbouratelné
kostni nahrady proximalniho femuru. Vnéjs§i elastickd vrstva byla tvofena D,L -PLA,
hydroxyapatitem a uhli¢itanem vapenatym. Vnitini vrstva byla tvofena titanem ponofenym do
roztokii PLLA se suspendovanymi vapenatymi solemi. D,L -PLA je diky vysoké rychlosti
degradace strategicky umisténa na vn¢jsi strané, aby podporovala biodegradaci a nahrazeni
novou kostni tkani. PLLA degraduje pomalu a poskytuje biokompatibilni rozhrani mez
biologickymi tkanémi a inertnim kovovym jadrem implantatu, které poskytuje pozadovanou
mechanickou stabilitu (21).

V posledni dobé pritahuji stale vét§i pozornost umelé materialy nahrazujici kost na bazi
kyseliny mlécné a glykolové. Vyhoda tohoto kopolymeru v tkanovém inzenyrstvi kosti je
biokompatibilita, biodegradace, vhodné mechanické vlastnosti a schopnost podporovat
regeneraci tkané. Dalsi vlastnosti PLGA vyuzivané v tkaniovém inzenyrstvi je kontrola nad
casem rozkladu, kterou je mozné korigovat pomérem kyseliny mlécné a glykolové. Napitiklad
pomér 50/50 ma nejrychlejsi dobu rozkladu. Scaffoldy na bazi PLGA byly zhodnoceny jako
vhodné pro budouci pouziti v tkdfiovém inzenyrstvi (22).

Poly(e-kaprolakton) (PCL) je alifaticky, semikrystalicky polyester. PCL byl zkouman jako
biomaterial pro ortopedické aplikace, je biologicky odbouratelny a biokompatibilni a pouziva
se k oprave kosti a 1écbé kostnich defektt (23). Ukazalo se vsak, ze PCL neni pro tyto tcely
idealnim biomaterialem z divodu pomalé rychlosti degradace a neidealnim mechanickym
vlastnostem (24).

b) Pfirodni biodegradovatelné polymery

Kolagen (COL) je nejhojnéji se vyskytujici bilkovinav lidském téle aje hlavni slozkou kostnich
a koznich tkani. Saska a kol. vytvorili nanokompozity na bazi COL, bakterialni celul6zy (BC),
apatitu (Ap) a osteogenniho ristového peptidu pro regeneraci kosti (OGP). Zadny z
pfipravenych kompoziti nevykazoval cytotoxicitu, genotoxicitu ani mutagenitu. Kompozity
stimulovaly rist bun€k rychleji nez vzorek cCisté bakterialni celulozy. Piestoze dochazi ke
snizeni pevnosti v tahu kompozitu sterilizaci gama zafenim, muze byt kompozit (BC-COL)-
Ap-OGP povazovan za potencialni material pro opravu kosti prfedev§im diky vynikajici
biokompatibilité (25).
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Chitosan je linearni polysacharid bézné vyrabény ¢astecnou deacetylaci chitinu. Chitosan ma
Siroké pouziti vtkanovém inzenyrstvi diky své osteokonduktivité, dobré biologické
odbouratelnosti, pozoruhodné antibakterialni aktivit€ a vynikajici biokompatibilit€. Chen a kol.
ptipravili kompozity nabazi organického chitosanu a sericinu z hedvabi a anorganického HAp.
Mechanické vlastnosti kompoziti s obsahem organickych slozek méné nez 50 % nebyly
dostate¢né, a to predev§im kvili kfehkému hydroxyapatitu. Nejlepsi kombinace modulu
pruznosti a pevnosti v tlaku byla naméfena u kompoziti s 60 a 70 % organickych slozek.
Nehledé na mechanickeé vlastnosti, kompozity podporuji navazani a proliferaci osteoblastt pri
kultivaci na bunkach (26). Wu a kol. popsal jesté jeden problém, ktery omezuje pouziti
chitosanovych materialt, a tim je doba degradace. Bylo zdiraznéno, Ze doba degradace mnoha
biologicky rozlozitelnych pfirodnich polymert, jako je kolagen, kyselina hyaluronova
a chitosan, stale neni dostatecné dlouha. Klinicky doporucena doba pro degradaci scaffoldu
doporucena lékari je 4—6 mésicu (27).

Jednim z nejvice studovanych materiala pro kostni regeneraci je ptirodni hedvabi. Je to pfirodni
protein, ktery je produkovan larvami hmyzu na tvorbu kokont (nejvyznamnéj§im producentem
hedvabi jsou larvy bource morusového). Dalsim producentem pfirodniho hedvabi jsou pavouci.
Pavouci hedvabi je velmi lehké a ma vynikajici mechanické vlastnosti. Pouziti tohoto typu
hedvabi je vS§ak omezené jeho dostupnosti (28). Kokon bource morusového se sklada prevazné
ze dvou proteint: hedvabného sericinu a hedvabného fibroinu. Cisty hedvabny sericin se pro
regeneraci kosti nepouziva z divodu nedostacujicich mechanickych vlastnosti, nicméné je
vhodné tento protein vyuzit pro vyrobu kompoziti pro regeneraci kosti diky vlastnosti
stimulovat rust hydroxyapatitu na svém povrchu. Z hedvabného fibroinu je mozné vyrobit
ultratenké filmy, které se priblizuji rozsahu mechanickych vlastnosti lidské kosti. Younglv
modul mize dosahnout 6—8 GPa s mezi pevnosti 100 MPa. Hedvabné filmy jsou vSak stale
velmi kiehké, a proto se vyzkumné kolektivy pokousi prekonat nedostatek mechanické pevnosti
vytvarenim kompozitnich materiali (29).

Vyznamnymi polymery pfirodniho pivodu jsou polyhydroxyalkanoaty (PHA). PHA jsou
biologicky odbouratelné polyestery organickych kyselin. PHA jsou produkované predevsim
biotechnologicky fermentaci pouzitim nékterych bakterii. Bakterie a dalSi prokariotické
organismy produkuji intracelularné PHA jako zasobni zdroj energie a uhliku za specifickych
rustovych podminek (30). Protoze jsou tyto polymery v porovnani s polypropylenem pomérné
drahé, velkoobjemové vyuziti v obalovém pramyslu je neekonomické, pii pouziti v tkanovém
inzenyrstvi ale cena problém neni. Pro tkaniové inzenyrstvi a lékarské ucely jsou vhodné
predevsim diky své dobré biokompatibilité, variabilnim mechanickym vlastnostem a dobré
kontrole nad biodegradabilitou za fyziologickych podminek (31). Mezi zastupce této skupiny
polymert patfi napiiklad P3HV (poly-3-hydroxyvalerat), PAHB (poly-4-hydroxybutyrat),
P3HHXx (poly-3-hydroxyhexanoat) ajejich kopolymery, nejcastéji PHBH (polyhydroxybutyrat-
co-hexanoat) a PHBV (polyhydroxybutyrat-co-hydroxyvalerat). Nejvyznamnéj§im zastupcem
je P3HB (poly-3-hydroxybutyrat) (32). P3HB byl objeven v roce 1926 védcem M. Lemoigne
(33) a jiz v sedmdesatych letech 20. stoleti byl tento material pouzit v 1ékarstvi jako jedna
slozka vsttebatelného Svu. Béhem let byly polyhydroxyalkanoaty pouzity pro vyrobu mnoha
dalsich 1ékarskych zafizeni vCetné stehli, Sroubt, nytl, svorek, kostnich desticek, naplasti,
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stentd, nahrad kaze, nahrad kosti a mnoha dalSich. Nektera 1ékai'ska zafizeni na bazi PHA jsou
zobrazena na Obrazek 4. Prvnim produktem na bazi PHA schvalenym Americkou lékovou
agenturou (FDA) pro klinické pouziti je vstiebatelny steh TephaFLEX® pfipraveny z PAHB
(34).

b Lo

Obrazek 4 Lékarska zarizeni zaloZend na bazi syntetickych a prirodnich PHA pouZivanych v
lékarské praxi nebo v soucasné dobé vyvijenych (A-PGA vstiebatelné Svy (Ethicon, Johnson &
Johnson, USA); B- Osteotwin™ bioresorbovatelny Sroub pro fixaci kosti na bazi PLA se
zmékcovadlem (Biomatlante, France; C- LAKTOSorb® bioresorbovatelné desticky na bazi
PLGA pro fixaci kosti (Biomet, USA); D- ABSORB bioresorbovatelny korondrni stent na bdzi
PLA(Abbott, USA); E- Phasix Plug bioresorbovatelnd endoprotéza na bazi P4HB pro
hernioplastiku (C.R. Bard Inc., USA); F- Gore Bio- bioresorbovatelnd zatka na bazi PLA pro
koloproktologické aplikace (W. L. Gore & Associates Inc., USA); G- Ultrapro Advanced™
castecné resorbovatelnd sitovinovd endoprotéza pro hernio plastiku na bazi tkaného materidlu
z polypropylenovych monofilamentit a PLGA (Ethicon, Johnson & Johnson, USA); H- GEM
Neurotube sitovinova trubice na bdzi tkaného PGA pro nervové spoje (Synovis Micro
Companies Alliance, USA); I- Bioresorbovatelnd svorka na bdzi PLA pro automatizované
seSivaci zarizeni pro kiizi a mékké tkané (Ethicon, Johnson & Johnson, USA); J- ElastoPHB
bioresorbovatelnd biopolymerni membrdna na bdazi PHBV pro opravu mékkych defektii a
defektii chrupavcité tkané (BIOMIR Service JSC, Krasnoznamensk, Russia)) (30)

Polyhydroxyalkanoaty je mozné pouzit i ve tkaflovém inzenyrstvi kosti, kde je na implantaty
nebo scaffoldy ptisobeno velkym napétim a je od nich vyzadovana pomérné velka mechanicka
odolnost. V tomto pfipadé maji nejvétsi potencial PHA s kratkym fetézcem jako P3HB c¢i
P3HBV spridavkem keramiky (HAp nebo TCP), ktera se pifidava pro optimalizaci
mechanickych vlastnosti pro konkrétni pouziti (35). Galego a kol. testovali nékolik smési na
bazi PHB a HAp rliznymi metodami a zjistili, ze smeés P(HB-co-8%HV)/HAp (30% hm.) ma
mechanickou pevnost v tlaku podobnou nékterym lidskym kostem (62 MPa), vyvolava nizsi
zanétlivou odezvu a proto by mohl byt vyuzit v tkanovém inzenyrstvi kosti (36).

2.2.2.2.  Biokeramika
Biomaterialy z keramiky byly pivodné zkoumany a pouzivany v oblasti ortopedické chirurgie
jako alternativa ke kovovym materialim. Biokeramika se v souCasné dobé pouziva
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k vypliiovani kostnich defektli, opravé a stabilizaci zlomenin. Keramické materialy jsou
biokompatibilni, odolné proti korozi a prokazuji obrovskou bioaktivitu. Nevyhody biokeramiky
jsou §patna lomova houzevnatost, kiehkost a extrémné vysoka tuhost (11).

Fosforec¢nan vapenaty (TCP) je vstiebatelny a bioaktivni keramicky material . TCP se vyskytuje
ve dvou krystalickych formach: a-TCP a f-TCP. Krystalinita a chemické slozeni se velmi
podobaji mineralni fazi kostni tkané. TCP prokazuje vyssi rychlost biodegradace nez HAp po
implantaci in vivo (37). TCP vykazuje osteokonduktivitu a aktivni resorpci, to predevsim diky
mikroporozité, ktera hraje zasadni roli v procesu remodelace mezi kosti a kostnim implantatem.
Preklinické experimenty prokazaly, ze se TCP témét uplné€ vstiebava (asi z 95 %) po mésici a
po pul roce od implantace holenni kosti u krys a dochazi k tvorbé nové kosti a reformaci kostni
dfené. Podobny rast kosti byl pozorovanu implantace TCP do spongiozni kosti u psich modelt
(398).

Hydroxyapatit je bioaktivni a biologicky vstfebatelny keramicky material, ktery tvoii vétsinu
anorganické slozky kostni tkan€. HAp je mozné pfipravit synteticky, vysokoteplotni reakci.
Timto zptisobem vznika vysoce krystalicky keramicky material. AcCkoli se synteticky a ptirodni
HAp lisi fyzickou mikrostrukturou, velikosti krystali a porovitosti, oba maji chemickou
strukturu podobnou kostem a maji tedy osteokonduktivni potencial (39). Bioresorpce HAp je
pomalda silné zavisi na vlastnostech. Poimplantaci do kralici stehenni kosti byla po 12 tydnech
pozorovana pouze minimalni degradace a pomala resorpce (40). Biokeramika na bazi HAp se
pouziva k vyplni malych kostnich defekti po resekci nadoru nebo po ubytku kostni hmoty
v dasledku zlomenin pazni kosti, holenni kosti, patni kosti a obratl (12). Na Obrazek 5 je
mozné pozorovat castice hydroxyapatitu a p-TCP zobrazené skenovaci elektronovou
mikroskopii.

Obrazek 5 Mikroskopické zobrazeni castic materidlii; a) f-TCP, zvétSeni 50 % ; b) Hydoxyapatit,
zvétSeni 5000% (12)

2.3. Biodegradace a biokompatibilita PHA v lidském téle
Biomaterialy jsou biologicky rozlozitelné a biokompatibilni polymery ptirodniho nebo
syntetického pivodu. Biomaterialy pro inzenyrstvi kostni tkan€ by mély spliiovat nasledujici
pozadavky (41, 42):
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1. Mechanicka pevnost odolavajici hydrostatickému tlaku. Youngiv modul kortikalni
kosti se nachazi mezi 15 a 20 GPa a modul spongio6zni kosti je mezi 0,1 a2 GPa. Pevnost
v tlaku se pohybuje mezi 100 a 200 MPa pro kortikalni kost a mezi 2 a 20 MPa pro
spongiozni kost (42). Velké rozdily v mechanickych vlastnostech a geometrii ztézuji
navrh idealniho kostniho scaffoldu.

2. Indukce tvorby novych tkani bez zanétu.

3. Povrchové vlastnosti, které vyhovuji osteogennim bunkam. Pro rist je rozhodujici
proliferace a diferenciace bunék.

4. Osteoinduktivita pro podporu migrace osteogennich bunék a pro stimulaci diferenciace.
Dulezitou roli v osteoinduktivité hraje chemické slozeni scaffoldu, poérovitost,
povrchové vlastnosti a nano/mikro topografie.

5. Poérovitostumoznujici rust bun€k a neovaskularizaci.

6. Bioresorbce po degradaci scaffoldu, ktera umoziiuje rist nové kostni tkan€. Scaffold by
m¢él degradovat fizenou rychlosti resorpce, ¢imz se vytvoii prostor pro rast nové kostni
tkané. Produkty rozkladu by nemély zptisobovat zanét okolni tkan€.

Vzhledem k tomu, ze PHB je kandidatem pro pouziti v lidském kostnim inzenyrstvi, jsou Cetné
studie zaméfeny na posouzeni biokompatibility pomoci lidskych osteoblasti. Hayati a kol.
potvrdili biokompatibilitu kompozitnich scaffoldi P3BHB/HAp pomoci bunécné linie lidského
osteosarkomu (MG-63). Morfologie navazanych bunék MG-63 v ptimém kontaktu s povrchem
scaffoldu prokazala vhodnou interakci mezi buiikou a scaffoldem (43). Bernd a kol. pouzivali
P3HB naplasti k pokryti defekti predni lebky u miniprasatek. Po 3, 6 a 9 mésicich byly
implantované naplasti odstranény a podrobeny testovani biodegradace, histologii, pfitomnosti
mikroorganismu a elektronové mikroskopii. Po 9 meésicich byl defekt predni zakladny lebky
zcela uzavien (44). Gredes a kol. studovali PHB naplasti po implantaci do chirurgicky
vytvorenych defekti na lebkach dospélych potkant. Nebyly zjistény zadné znamky bunécného
zanétu nebo jiné znaky odmitnuti P3HB. Dvanact tydna po operaci byla prokazana tvorba kosti
ve vSech defektech oSetfenych P3HB néaplastmi. Také byl pozorovan vyrazny vyvoj krevnich
cév (45).

2.4. Scaffold

Scaffoldy jsou trojrozmérné biokompatibilni struktury, které napodobuji vlastnosti
extracelularni matrix (ECM) a tvoti predlohu, na kterou se pripojuji butiky a stimuluje tvorbu
kostni tkan€ in vivo (46). PoZzadavky na materialy pro vyrobu scaffoldijsou:

a) Povrchové vlastnosti

Scaffoldy s optimalnimi povrchovymi vlastnostmi a slozenim vykazuji zvySenou adhezi,
proliferaci a diferenciaci bun€k. Naptiklad v tkaiovém inzenyrstvi kosti bylo zjisténo, ze vetsi
drsnost zlepSuje funkci osteoblasti (47).

b) Fyzikalni vlastnosti

Scaffoldy by mély byt tfirozmérné, propojené, porézni struktury. Tvar a velikost port by mély
zajistovat idealni podminky pro rist bunék, transport zivin a odvod metabolického odpadu.
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Dale by architektura méla umoziovat burikam vstup do celého objemu scaffoldu, aby se
zajistilokompletni zhojeni tkané (48).
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¢) Mechanické vlastnosti

Dale je dulezité vytvorit matrici, ktera bude kopirovat vlastnosti okolniho prostfedi, do kterého
je vlozena (41). Naptiklad v inzenyrstvi kostni tkané naddimenzovana matrice implantatu maze
aktivovat kostni resorpci, zatimco poddimenzovana matrice maze selhat ve své funkci
mechanické podpory. Mechanické vlastnosti lze variovat spravnym vybérem materialuy,
architekturou kompozitnich konstrukci a porovitosti matrice (48).

d) Degradace

Scaffoldy by mély byt degradovatelné a ¢as degradace by mél kopirovat rychlost rustu
bunék/tkané. Testy degradace mohou probihat v simulovanych podminkach za teploty 37 °C
a kontrolovanym pH (48).

e) Sterilizovatelnost

Abychom zabranili zaneseni mozné infekce do organismu, musi byt mozné matrici
vysterilizovat. V pfipad€ pouziti nékterych béznych chemikalii ur€enych ke sterilizaci by na
povrchu vzorku mohly zistat rezidua, které by mohly pusobit toxicky (napf. ethylenoxid).
Vhodnou alternativou k pouziti chemikalii je gama zafeni. Zaroven je vSak nutné pocitat se
zménami vlastnosti, které by mohla zpasobit sterilizacni technika pouzitému materialu.
Napriklad v pfipadé P3HB je prokazano, ze pouziti y zafeni je mozné a u¢inné, nicméné
zpusobuje mirné snizeni molekulové hmotnosti. Dalsi u¢innou metodou sterilizace P3HB
scaffoldi je pouziti UV zafeni po dobu 30 minut (49).

2.4.1. Mechanické vlastnosti scaffoldu

Mechanické vlastnosti scaffoldu jsou velmi dalezité aje nutné je zohlednit pii vyrobé scaffol du.
Pfi aplikaci ve tkafiovém inzenyrstvi kosti je nutné, aby mechanické vlastnosti scaffoldu
imitovaly mechanické vlastnosti pivodni spongidzni kosti. Je tedy nejprve nutné zjistit
mechanické vlastnosti kosti. Dvé zakladni slozky kosti jsou kiehky apatit, ktery zajistuje
pevnost a kolagen, ktery zajist'uje elasticitu. Chovani kosti pfi tahu vychazi pravé z kombinace
téchto dvou hlavnich slozek. Je také dualezité vzit v uvahu fakt, ze kostni tkan je schopna
prizpisobit své vlastnosti a konfiguraci v zavislosti na okolnim mechanickém napéti, coz zadny
uméle pripraveny material nedokaze (48).

V piipadé pouziti spongidzni kosti jako pfedlohy pro tvorbu scaffoldu pro tkanové inzenyrstvi
je nutné predem znat jeji strukturu a vlastnosti. Spongiozni kost je tvorena propojenou siti platt
a prutl. Spongidzni kost je znama svou nizkou hustotou (relativni hustota se pohybuje mezi
0,05 — 070). Pti kompresi by scaffold mél vykazovat linearni pruznost pfi nizkém namahant,
nasledované kolapsem stén volnych prostor, coz zpusobi zvySeni hustoty a napéti (48).
Mechanické vlastnosti kostnich tkani a dalSich materialt pouzivanych pii 1éCeni kosti jsou
znazorneény v Tabulka 1.
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Tabulka 1 Mechanické viastmosti materiali (50)

Material Youngtv modul pruznosti Pevnost v tahu Taznost [%]
[GPa] [MPa]
Kortikalni kost 7-30 50-150 1-3
Spongi6zni kost 0,05-0,5 1020 5-7
Co-Cr slitiny 230 900-1540 10-30
Nerezova ocel 200 540-1000 6-70
Ti-6Al-4V 106 900 12,5
Hydroxyapatit 30-100 60-190 -
Polyethylen 1 30 >300

2.4.2. Biologické vlastnosti scaffoldu

Idealni scaffold poskytuje podporu, kterd umoziiuje navazani, proliferaci a diferenciaci bunék.
Thned po implantaci biomaterialu do organismu dochazi k adsorpci proteina na jeho povrch.
K tomu dochazi béhem nékolika sekund, dlouho predtim, nez prvni buiky dosahnou povrchu
implantatu. V diasledku tohoto jevu bunky téméf nikdy nepfichazeji do pfimého kontaktu
s povrchem materialu; spiSe interaguji s vrstvou adsorbovanych proteind. Tato vrstva
zprostiedkovava bunécnou adhezi a také zajiStuje signaly buiikdm pres adhezni receptory
bunek, predevsim integriny. Timto zptisobem urcuje bunéénou odezvu k biomaterialu (51).
Typ, mnozstvi a geometricka konformace adsorbovanych proteinti silné zavisi na fyzikalné-
chemickych vlastnostech povrchu materiélu, jako je jeho chemické slozeni, elektricky naboj,
smacitelnost, drsnost a topografie (52).

Dialezitou vlastnosti scaffoldu, ktera ovliviiuje bunécnou odpoveéd’, je hydrofobicita ¢i
hydrofilita povrchu. Tato vlastnost je uréena kontaktnim uhlem. Pokud je thel vétsi nez 90°, je
povrch povazovan za hydrofobni, pokud méné nez 90° je povrch hydrofilni. Studie prokazaly,
ze buniky lépe prosperuji na hydrofilnim povrchu, ktery usnadiiuje bunéénou adhez
a proliferaci (53,54).

Dalsim dilezitym faktorem ovliviiujicim adhezi a nasledné chovani bunék je drsnost povrchu
materialu a topografie. V zavislosti na méfitku nepravidelnosti povrchu materialu rozlisujeme
makro drsnost (100 um — milimetry), mikro drsnost (100 nm — 100 pm) a nano drsnost (méné
nez 100 nm), pficemzrizné bunky reaguji rizné na drsnost povrchu (55).

Pory scaffoldu jsou zdsadni pro umoznéni biologickych aktivit butiky zahrnujicich migraci
bunek, infiltraci, zasobovani zivinami a kyslikem a vyménu odpadnich produkti. Aby se
usnadnila migrace a proliferace bunék, musi byt velikost port scaffoldu vétsi nez fyzicka
velikost bun€k, pticemz primérna velikost fibroblast, osteoblastti a chondrocytije 10 um. Pii
mensi velikosti pora, nez je velikost bunék, je zabranéno infiltraci a migraci bunék (56).

Porozita, dualezity faktor ovliviiujici bunécnou infiltraci, je procento volného objemu ve
scaffoldu. Pfi studiu kostnich bunék bylo zjisténo, Ze rust kostnich bunék se s rostouci porozitou
zvySuje (57). Optimalni porozita pro penetraci bunék se pohybuje v rozmezi 60-90 %. Proto je
pii vyrobé scaffoldtrozhodujici vysoka porovitost a optimalni velikost pora (58).
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2.5.Metody vyroby scaffolda pro regeneraci kostni tkané
Vybérem vhodné metody vyroby mizeme ovlivnit funkénost vysledného scaffoldu, Je tedy
nutné se zaméfit nejen na material, ale i na zpusob vyroby. Je zadouci zajistit vhodnou 3D
strukturu scaffoldu, aby se docililo optimalniho vysledku. Nejoblibenéj§i metody vyroby
scaffoldi jsou znazornény v Tabulka 2 vCetné jejich vyhod a nevyhod.

Tabulka 2 Metody vyroby scaffoldii (28)

Metoda Vyhody Nevyhody
Odlévani Moznost vytvaret porézni struktury Porozita vede ke snizeni
Jednoduchost mechanickych vlastnosti
Rezidua organickych
rozpoustédel mohou mit toxické
ucinky
Vstiikovani Vyroba struktur raznych tvari a Neporézni struktury
taveniny velikosti Vysoka operacni teplota
Netteba organickych rozpoustédel
Elektrospining Jednoducha kontrola fyzikalnich Mala velikost poru
(zvlakiiovani) vlastnosti Prilis tenka vlakna
Hydrogely Nevyzaduje specialni pfistroje Nedostatecna mechanicka
Nevyzaduje rozpoustedlo odolnost pro nosna zafizeni
Smrs$tovani gelu v dasledku
ztraty vody
Zpétiovani Nevyzaduje organické Nedostate¢na  kontrola nad
plynti rozpoustédlo velikosti port
Nedostatecna mechanicka
odolnost pro nosna zafizeni
Lyofilizaéni Kontrola nad velikosti pora Vznik  nestabilnich  emulz,
suseni emulzi Vyzaduje méné rozpoustédla vyzaduji surfaktant
Kratkodoby proces Nedostatecna mechanicka

Rychlé
modelovani

Schopnost vytvaret jedinecné dily
na zakladé specifickych potieb
pacient

odolnost pro nosna zarizeni
Nelze volit drsnost povrchu

Polymerni scaffoldy pro tkanové inzenyrstvi s 3D strukturou lze technologicky pfipravit
nékolika zpiisoby, naptiklad odlitim roztoku nebo litim taveniny do forem, lyofilizaci, pénénim,
eluci porogennich Castic nebo rtiznymi technikami elektrospiningu (59). V soucasné dobé se
uspésn€ pouziva relativné nova vyrobni metoda 3D tisku (znamé jako aditivni vyroba). 3D
tistény produkt je vytvaren vrstvu po vrstvé podle digitalniho 3D modelu. Nejvétsi vyhodou
této metody je schopnost produkovat slozité tvary, v€etné vnitini porézni struktury v relativné
kratkém Casovém useku a za nizké naklady (60).
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Vyhodou metod 3D tisku proti konvencnim technikam vyroby scaffoldd je vEét§i moznost
kontroly a vSestrannéjsi pouziti. S pomoci pocitaCem podporovanych navrhii (CAD) lze
scaffold reprodukovatelné¢ vyrobit a v zavislosti na technologii 3D tisku i s presnosti
v nanoméfitku. Za ucelem vytvoreni scaffoldu s vlastnostmi podobnymi ECM musi byt
technologie 3D tisku schopna poskytnout kvalitni tisk strukturs fizenou velikosti port, vysokou
mechanickou pevnosti, biologickou rozlozitelnosti a schopnosti podporovat bunéény rast (61).

3D tisk je pojem, ktery zahrnuje vice vyrobnich technologii. Mezi tyto technologie patfi
napiiklad stereolitografie (SLA), spékani prasku laserovym paprskem (SLS), taveni laserovym
paprskem (SLM) nebo metoda modelovani depozici taveniny (FDM), ktera je vyuzita v této
praci (62). Principem této metody je vedeni polymerniho vlakna o pfesném prameéru do
vyhtivané trysky, kde je roztaveno a vytlaceno na podlozku, kde vytvofi prvni vrstvu objektu.
Trajektorie trysky je ziskana ze softwaru, ktery dokaze 3D model rozlozit na fezy piedstavujici
jednotlivé vrstvy. FDM je v soucasné dobé jednou z nejpouzivangjSich 3D tiskovych
technologii. Jedna se o levnou a dostupnou technologii (63). Filamenty materialt, které se
komercné pouzivaji jsou obvykle akrylonitrilbutadienstyren (ABS), akrylonitrilstyrenakrylat
(ASA), polyamid (PA), poly(mlécna kyselina) (PLA), polyethylentereftalat (PET). Filamenty
samotnych PHA dosud nejsou k dispozici na trhu. Divodem neni jen jejich vysoka cena, ale
i jejich nizka tepelna stabilita pfi zpracovani taveniny. Reologické vlastnosti a tepelna stabilita
P3HB neumoziiuji pfipravu filamentu pouze z P3HB bez dalSich ptidanych latek. Tepelné
stabilngj§i, nezP3HB jejeho kopolymer s 3-hydroxyvaleratem (3HV), P3HBV. Dalsi variantou
tisku P3HB je vytvoreni smeési s PLA, ktera se muze nasledné modifikovat zmékcovadlem pro
optimalizaci vlastnosti (64).

3. Soucasny stav poznani

Oblast tkanového inzenyrstvi kosti v poslednich letech rychle pokrocila. P3HB je polymer
vyrobeny bakteriemi, o kterém je znamo, ze je biokompatibilni a biologicky odbouratelny.
Nabizi se tedy myslenka, ze bude vhodnym kandidatem pro vyrobu scaffoldi pro regeneraci
kostni tkané. Vzhledem ke svym $patnym mechanickym vlastnostem vSak musi byt P3HB
doplnén vhodnymi aditivy, aby byl uziteCny v biomedicinskych aplikacich. Nejcastéji
testovanymi aditivy ke zlepSeni vlastnosti jsou HAp (65, 66), biosklo (67) a chitosan (68).
DalS$imi aditivy jsou také PCL nebo PLA se zmé&kcovadlem (64).

Kovalcik a kol. testovali vhodnost pouziti PHA na pfipravu scaffoldd metodou FDM. Nasledné
testovali mechanické, tepelné a biodegradacni vlastnosti scaffoldi v porovnani s komercné
dostupnou a bézné€ pouzivanou PLA. Extruzi vytvofili filamenty vzorkd o priméru 1,60—
1,75 mm. Z filamenta vytiskli testovaci té€lesa normovaného tvaru na testy mechanickych
vlastnosti a cytotoxicity. Tepelné vlastnosti byly testovany termogravimetrickou analyzou
(TGA). Testy cytokompatibility byly provedeny dvéma zpusoby. Nejprve byla provedena
cytokompatibilita vyluhti vzorkd, nasledné bylo provedeno osazeni buné€k ptimo na scaffoldy.
Dalsim testem bylo méteni degradace scaffoldi v uméle vytvorenych zaludeCnich stavach.
Mezi nékolika studovanymi PHA bylo zji§téno, ze poly(hydroxybutyrat-ko-hydroxyhexanoat)
ma dostatecnou tepelnou stabilitu a reologické vlastnosti pro pouziti v FDM. Scaffoldy
ptipravené¢ z PHBH metodou FDM vykazuji dobré mechanické a viskoelastické vlastnosti.
Scaffoldy nevykazovaly zadnou cytotoxicitu. V cytokompatibilité byly pozorovany vyznamné
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rozdily v porovnani PLA a PHBH scaffoldi. Na povrchu scaffoldu z PLA neprobihala bunééna
proliferace, zatimco povrch scaffoldu z PHBH umoznil proliferaci bunék srovnatelnou
s kontrolou. Zaroven také scaffold z PHBH rychleji degradoval v simulovanych podminkéach
v porovnani se scaffoldem z PLA. Z téchto diivodi byl PHBH shledan vhodnym pro dalsi
vyzkum pro pouziti v tkanovém inzenyrstvi (69).
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4. Experimentilni ¢ast
4.1. Materialy

Pro préaci byly pouzity materialy P3HB, PLA, HAp a zmékcovadlo Syncroflex3114 (dale jen
S3114). Tyto materialy byly zvoleny na zakladé€ predchozich experimentd. P3HB bylo zvoleno
jako hlavni testovany polymer, ke kterému byly vybrany dal§i slozky za uCelem potlaceni
nekterych negativnich vlastnosti tohoto polymeru. Konkrétné byl pouzit P3HB Sarze EDW
2394 Enmat™ zakoupeny od firmy TiaAn Biopolymer. P3HB je velmi kiehky material, proto
byla jako dal$i polymerni slozka zvolena PLA, ktera je téz biokompatibilni, ale vykazuje méné
kiehké chovani. PLA typu Ingeo™ Biopolymer 4060D byla zakoupena od firmy NatureWorks
LLC. Pouzita PLA je smés L a D — izomert, je tedy amorfni. Dalsi slozkou je HAp. Tato
keramicka slozka je béznou soucasti kosti a zvysSuje jejich mechanickou odolnost. Za stejnym
ucelem byl zvolen i v této praci. HAp byl zakoupen od firmy AppliChem. Velikost ¢astic HAp
je 2,80 um a byla méfena laserovou difrakci na zafizeni Helios. Posledni slozkou je
zmékcovadlo, které zajistuje v polymeru volny objem, ve kterém se mohou makromolekuly
1épe pohybovat. ZmekCovadlo S3114 bylo poskytnuto firmou Croda. Charakteristické
vlastnosti vCetné Ciselnych a hmotnostnich stfed molekulovych hmotnosti M, a teploty
skelnych prechodi P3HB a PLA jsou znazornény v Tabulka 3.

Tabulka 3 Charakteristické viastnosti pouZitych materialii

M, [kg/mol] Tg [OC] T [OC]
P3HB 160000 0 170
PLA 180000 55-60 -

4.2. Planovany experiment

Hlavnim cilem této prace je charakterizace vlastnosti materialt slozenych ze ¢ty slozek,
kterymi jsou P3HB, PLA, HAp a S3114, v co nejSirsi §kale kombinaci hmotnostniho slozeni.
Tradi¢ni metodou by s ohledem na mnozstvi slozek systému bylo nutné pfipravit nerealné
mnozstvi vzorki. Metoda planovaného experimentu umoziuje dosahnout stejného efektu
a zaroven znacn¢ zredukovat mnozstvi pripravovanych vzorka. Planovany experiment vyuziva
matematicky model, ktery dokaze z namétfenych dat dopocitat a vytvorit kompletni plochu
zavislosti méfenych vlastnosti na slozeni. Diky tomu, lze zjistit vlastnosti materiali se
slozenimi, které nebyly pfipraveny. VSechny slozky systému vyznamné ovliviiuji vysledné
vlastnosti. Proto jsme zvolili tfifaktorovy experiment s nasledujicimi faktory:

1. Faktor 1 PLA/P3HB
2. Faktor 2 HAp/(P3HB+PLA)
3. Faktor 3 Zmekcéovadlo/(P3HB+PLA+HAp)

Prvnim faktorem je pomér PLA/P3HB v rozsahu hmotnostnich poméra 50/50-95/5. Minimum
bylo zvoleno tak, aby ve smési byla vzdy majorita P3HB. Maximum bylo zvoleno z divodu
tisknutelnosti a mechanickych vlastnosti. Samotné P3HB by bylo pfili§ kiehké a tedy
netisknutelné. Ze stejného divodu bylo zvoleno i maximum HAp ve druhém faktoru. Minimum
bylo zvoleno tak, aby systém obsahoval vzdy keramickou slozku. Ve druhém faktoruje pomér
HAp/(P3HB+PLA) v rozsahu hmotnostnich pomeért 5/95-30/70. Treti faktor byl zvolen jako
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zmék¢ovadlo/(P3HB+PLA+HAp) proto, ze zmékCovadlo interaguje se vSemi tfemi slozkami
systému. Mnozstvi zmékCovadla se z predchozich experimentt osvédcilo v rozmezi 7-11 %.
Aby bylo toto rozmezi pokryto bylo zvoleno rozmezi poméri 5,6/94,4—12,4/87,6.

Vysledky experimenta byly statisticky zpracovany a pro vykresleni ploch zavislosti méfené
veliciny na jednotlivych faktorech byl pouzit matematicky rozvoj ve formé rovnice 1.

Y = bO + b]_X]_ + b2X2 + b3X3 + b11X%1 + bZZX%Z + (1)
+bs3x35 + byoXXy + by3X X3 + bayXsx,

Pficemzplati, ze:
_PLA~ HAp ~~ zmeékCovadlo
~P3HB’ 2 T PLA/P3HB’ " ~ PLA + P3HB + HAp

X4

Vysledkem statistického zpracovani jsou koeficienty s obecnym oznacenim byy, kde x a y nabyvaji
hodnot 1-3 podle toho, ke kterému faktoru se vztahuji. Koeficienty b1, b, a b3 urcuji linearni vliv.
Koeficienty b11, b2z a b3z urcuji miru kvadratického vlivu a koeficienty bi2, b1z a bz, kombinuji
vliv dvou faktord. Matematicky model vyhodnoti vSechny tyto koeficienty a vyznaci ty, které jsou
statisticky vyznamné. Pokud by systém vyhodnotil jako statisticky vyznamny naptiklad pouze
koeficient b1, znamenalo by to, zZe je pro méfenou veli¢inu vyznamny pouze faktor 1, v naSem
ptipadé pomér polymert PLA/P3HB. A tento vliv by byl linearni.

Z koédovanych hodnot a vyhodnocenych koeficientt byly vytvoreny grafy znazornujici vliv
faktord na méfenou velicinu. Je tedy mozné odhadnout slozeni vzorki s konkrétni hodnotou
meéfené veliCiny. Spolehlivost experimentuje 95 %.

4.3. Vzorky
V ramci experimentu bylo pfipraveno celkem 20 vzorkt. Kazdy vzorek se sklada z P3HB, PLA,
HAp a zmékcovadla v riznych pomérech. Vzorky i s procentualnim zastoupenim jednotlivych
materialt jsou uvedeny v Tabulka 4. Hmotnost vSech piipravenych vzorka byla 700 g Jako
oznaceni vzorku bylo zvoleno zkracené slozeni vzorku udavajici pomér P3HB/PLA, nasledné
mnozstvi plniva (HAp) a posledni ¢islo nazvu udava mnozstvi zmékcovadla ve vzorku. Rada
bych zminila, ze vzorky s ¢iselnym oznacenim 9-14 maji ve svém slozeni vzdy jeden faktor
v krajnosti experimentu. Vzorky s ¢iselnym oznaenim 15-20 maji shodné slozeni a tyto
vzorky byly pfipraveny za ucelem stanoveni experimentalni chyby v planovaném experimentu.
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Tabulka 4 Pripravované vzorky

Cislo Oznaceni
vzorku vzorku P3HB [%] PLA [%] S3114 [%] HAp [%]
1 80/20-11-7 66 16 7 11
2 55/45-11-7 46 37 7 11
3 80/20-24-7 55 14 7 24
4 55/45-24-7 38 31 7 24
5 80/20-10-11 63 15 11 10
6 55/45-10-11 44 35 11 10
7 80/20-23-11 53 13 11 23
8 55/45-23-11 36 29 11 23
9 95/5-18-9 70 4 9 18
10 50/50-18-9 37 37 9 18
11 66/34-5-9 57 30 9 5
12 66/34-27-9 42 22 9 27
13 66/34-18-6 50 26 6 18
14 66/34-17-12 46 24 12 17
15 66/34-18-9_1 48 25 9 18
16 66/34-18-9_2 48 25 9 18
17 66/34-18-9_3 48 25 9 18
18 66/34-18-9_4 48 25 9 18
19 66/34-18-9_5 48 25 9 18
20 66/34-18-9_6 48 25 9 18
4.4. Piiprava vzorku

Navazky materialt byly kompaundovany do formy granuli pomoci dvousnekového extrudéru
znaCky LabTech. Pramér $neka je 16 mm a pomér L/D (délka/sitka) je 40. Nastaveni teplot
extrudéru od nasypky po trysku je znazornéno v Tabulka 5. Otacky extrudéru byly nastaveny
na 150 rpm.

Tabulka 5 Nastaveni teplot extrudéru

Zony Tryska 9 8 7 6 5 4 3 2 1
Teplota [°C] 60 120 180 190 190 190 190 170 160 160
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4.5. Vyroba strun (filamentu) pro 3D tisk

Pripravené granule materidlu byly prevedeny do jednoSnekového extrudéru, ze kterého

vychézela struna. Struna byla vedena vanou s vodou temperovanou na 60 °C nasledné byl

optickym snimacem kontrolovan jeji prumér, ktery se nachazi v rozmezi 1,75-1,80 mm, aby
mohla byt struna vyuzita pro 3D tisk. Extrudér je od firmy HAAKE Rheomex OS (Haake
Technik GmbH). Nastaveni teplot extrudéru od nasypky po trysku je znazornéno v Tabulka 6.

Prameér $neku je 19 mm. Pomeér L/D je 30.

Tabulka 6 Nastaveni teplot extrudéru

Pod Kroutici
Tryska Zona Zona nasypkou Tavenina moment Otacky Odtah
°C °C °C °C °C M [Nm] n[l/min] jednotky
80/20-11-7 170 180 185 180 168,7 18-19 20 105
55/45-11-7 170 180 185 180 168,7 25-27 20 105
80/20-24-7 170 180 185 180 169,8 18-20 20 102
55/45-24-7 170 180 185 180 168,7 27-29 20 105
80/20-10-11 170 180 190 180 168,8 13-14 20 106
55/45-10-11 170 180 190 180 168,7 17-19 20 106
80/20-23-11 170 180 185 180 168,8 1618 20 105
55/45-23-11 170 180 185 180 168,8 19-22 20 105
95/5-18-9 170 185 185 180 173,3 11-12 20 105
50/50-18-9 170 180 185 180 168,7 26-28 20 105
66/34-5-9 170 180 190 180 168,7 23-25 30 140
66/34-27-9 170 185 185 180 173,0 18-22 20 105
66/34-18-6 170 180 185 180 168,8 12 20 102
66/34-17-12 170 180 185 180 168,8 17 20 105
66/34-18-9_1 170 180 185 180 168,8 17 20 105
66/34-18-9_2 170 180 185 180 168,8 19-22 20 105
66/34-18-9_3 170 180 185 180 168,8 2022 20 105
66/34-18-9_4 170 180 185 180 168,8 22-25 20 106
66/34-18-9_5 170 180 185 180 168,8 2022 20 105
66/34-18-9_6 170 180 185 180 169,0 19-22 20 106
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Problematické materialy pti vyrobé filamentu byly 80/20-10-11, 55/45-10-11, 95/5-18-9
a 66/34-5-9. Je zajimavé, ze zde neni patrna korelace mezi procentualnim zastoupenim slozek
a zpracovatelnosti.

4.6.3D tisk
Pro vSechny experimenty byla vyuzita FDM tiskarna Original Prusa 13 MK3s, ktera je
zobrazena na Obrazek 6. Maximalni tiskovy prostor této tiskarny je 250x210%200 mm (xxyxz),
rozliSeni osy x a y je 10 um a rozliSeni osy z je 5 um. Zakladni tiskové parametry pouzité
tiskarny jsou uvedeny v Tabulka 7.

Tabulka 7 Zdkladni tiskové parametry

Prameér filamentu 1,75 mm
Pramér trysky 0,4 mm
Vyska vrstvy 0,2 mm
Sitka tisknuté vrstvy 0,45 mm
Rychlost tisku perimetra 45 mm/s
Rychlost tisku vyplné 200 mm/s
Teplota vyhtivané podlozky 20 °C
Vykon chladiciho vétraku 100 %

(I L
i ‘

N

Obrazek 6 FDM tiskarna Prusa i3 MK3s (70)
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4.7. Optimalizace tisknutelnosti materiala
Tisknutelnost materialt neni obecné definovany pojem a neexistuji obecné specifikace, které
by tisknutelnost dokazaly popsat. To je pravdépodobné zptusobeno velkym mnozstvim typu
tiskaren, metod a nastaveni parametrt tisku a tim, ze se jedna o pomérné novou technologii.
Proto byly nasi vyzkumnou skupinou navrzeny testy tisknutelnosti vyuzitelné pro vSechny
materialy a FDM tiskarny a jsou popsany v nasledujicich kapitolach (71).

4.7.1. Teplotni véze
Prvnim provedenym testem tisknutelnosti materialu je teplotni véz. Teplotni véz je téleso, které
je slozeno z identickych pater a kazdé patro obsahuje fadu geometrickych elementd, pficemz
kazdé patro se pak tiskne pfi jinéteploté. S ohledem na pouzity material byly vytvoreny g-kody
na tfi véze v celkovém teplotnim rozmezi 220-150 °C. Prvni véz byla vytiSténa v intervalu
teplot 220-195 °C (prvni patro teplotou 220 °C, kazdé dalsi patro o 5 °C niz§i teplotou a
posledni patro 195 °C), druhd v teplotnim intervalu 195-170 °C a posledni véz v intervalu 170-
150 °C. Teplotni véze jsou tistény s cilem stanoveni optimalni teploty tisku pro dany material.
Elementy kazdého wvytisténého patra jsou podrobeny subjektivnimu vyhodnoceni, jehoz
vystupem je zji§téni optimalni teploty tisku. Mezi pozorovanymi elementy byly kolonada a
mosty mezi patry, horizontalni otvor ve tvaru kruhu, pfevis mezi patry, diagonala, zakulaceni
vnejsi stény a vertikalni otvor ve tvaru kruhu. Tyto elementy je mozné pozorovat na Obrazek
7. Dals$im dulezitym pozorovanym parametrem je barva vytiSténého patra. Tmavsi odstin se
objevuje predevsim pfi tisku vy$simi teplotami, je zpisoben degradaci materialu a je divodem
nepouzitelnosti dané teploty.
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Obrazek 7 Trojrozmérny model teplotni véze

Zhodnocenim teplotnich vézi byly pro kazdy vzorek vybrany dvé teploty, pfi kterych byly
nejlépe vytistény vSechny elementy. Tyto dvé teploty byly zvoleny jako nejvyssi a nejnizsi
teplota, pfi niz se vytisknou vSechny elementy teplotni véze. Nejvyssi teplota byla zvolena
ztoho divodu, ze je nejvhodnéjsi pro tisk vétSich téles. Tiskem vyssi teplotou dochazi
k optiméalnimu slinovani vrstev a télesa maji nejlepsi mechanické vlastnosti. Nejnizsi teplota
byla naopak zvolena k tisku malych téles, naptiklad scaffoldt. Tiskem nizsi teplotou ziskame
lepsi detail.

4.7.2. Warping

Warping neboli krouceni je nezadouci jev, ktery nastava pii 3D tisku. Obvykle je zptisoben tim,
ze zahtivame filament nad teplotu tani, ¢imz se roztavi a zvétsi svlij objem. Po naneseni se
material ochladi, ztuhne a dojde ke smrsténi, které je kombinaci smrs§téni vlivem teploty a
v piipade semikrystalickych polymerd, jako je P3HB, také krystaliza¢niho smrsténi. Tento jev
se obvykle projevuje odlepovanim rohu télesa od podlozky a zptisobi deformaci tiSténého
télesa. Pro warping neexistuje standardizované téleso popisujici warping, proto si na§ tym
vytvoril vlastni téleso pro meéfeni warpingu. Te€leso je tvorené c¢tvercovou zakladnou
(2020 mm) a trnem, ktery k podlozce pfiléha pouze jednim perimetrem, jak je mozné vidét na
Obrazek 8. Vlivem warpingu se v prub&hu tisku zacne od podlozky odpojovat bod trnu
nejvzdalenéjsi od Ctvercové zakladny. V tu chvili je zaznamenana hodnota z, tedy vyska
vytisku, kdy doslo k odlepeni od podlozky.
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Obrazek 8 Trojrozmérny model testovaciho télesapro warping

Pro zji§téni warping koeficientu je celkova vySka modelu (10 mm) vydélena namétenou
hodnotou z (rovnice 2). Cim pozdgji se zatne projevovat negativni fenomén warping, tim nizs
je hodnota warping koeficientu a tim tisknutelnéj$i je testovany material. Na zakladé teplotnich
vézi byly pro kazdy material zvoleny dvé teploty, pti kterych byla vyti§téna testovaci télesa pro
warping. Od kazdé teploty byla vytisSténa tfi télesa pro statistické zpracovani. Teplota prvni
vrstvy byla vzdy nastavena na 195 °C kvuli lepsi adhezi k podlozce.

vySka navrZzeného modelu testovaciho télesa

warping koeficient = 2)

nameérena vySka tiSténého testovaciho télesa

Testy tisknutelnosti bylo ziskdno optimalni nastaveni tiskarny pro kazdy vzorek a timto
nastavenim byla dale vyti§téna testovaci télesa pro ohybovou a tlakovou zkousku. Déle byla
vyti§téna télesa pro biologické experimenty.

4.8. Mechanické testy
S ohledem na uplatnéni testovanych materiala v lidském téle pti nahradach kostni tkan€ byly
zvoleny takové mechanické experimenty, které umozni otestovani vlastnosti materialti na zatéz
vyvijenou prave na tuto tkan. Prvnim experimentem je ohybova zkouska, ktera simuluje ohyb
kostni tkané. Druhym experimentem je tlakova zkouska.

4.8.1. Priprava testovacich téles pro ohybovou zkousku
Vzorky byly na 3D tiskarn€ vytistény do tvaru normovanych zku$ebnich téles tvaru tramct
o rozmérech 80x10x4 mm teplotou ziskanou z teplotnich vézi. Od kazdého vzorku bylo
vyti§téno 6 testovacich téles. Podminky tisku testovacich téles jsou uvedeny v Tabulka 8

Tabulka 8 Podminky tisku zkuSebnich téles pro mechanické experimenty

Oznacenivzorku  Teplota Teplota Oznaceni Teplota Teplota
prvnivrstvy  dalSich vrstev | vzorku prvni vrstvy  dalSich vrstev
[*C] [°C] [*C] [*C]
80/20-11-7 195 195 66/34-5-9 195 195
55/45-11-7 195 195 66/34-27-9 195 195
80/20-24-7 195 195 66/34-18-6 195 195
55/45-24-7 195 195 66/34-17-12 195 175
80/20-10-11 195 195 66/34-18-9_1 195 200
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55/45-10-11 195 200 66/34-18-9_2 195 200
80/20-23-11 195 195 66/34-18-9_3 195 200
55/45-23-11 195 180 66/34-18-9_4 195 200
95/5-18-9 195 195 66/34-18-9_5 195 200
50/50-18-9 195 175 66/34-18-9_6 195 200

4.8.2. Ohybova zkouska

Vsechny pripravené vzorky byly podrobeny tfibodovému ohybu podle normy ISO 178
metoda A s vyuzitim Univerzalniho zkusebniho zatizeni ZWICK Z 010 firmy Zwick — Roell
se silomérnou hlavou 1 kN. Radius podpurnych a zatézovaciho trnu byl 5 mm, vzdalenost
spodnich podpér 64 mm. Modul pruznosti v ohybu byl stanoven z oblasti deformace 0,05—
0,25 %. Rychlost posuvu byla nastavena na 2 mm/min. Limitni deformace byla nastavena na
5 %. V pribéhu méfeni byla s ohledem na chovani vzorkd limitni deformace zvysenana 6 %.
Pfi dosazeni této hodnoty byl experiment ukoncen.

4.8.3. Priprava testovacich téles pro tlakovou zkousku
Vzorky byly na 3D tiskarné vytistény do tvaru normovanych zkusebnich téles tvaru malého
kvadru o rozmérech 10x4x10°mm. Trojrozmérny model testovacich téles je zobrazen na
Obrazek 9. Od kazdého vzorku bylo vyti§téno 6 téles. Podminky tisku testovacich téles jsou
v Tabulka 8.

Obrazek 9 Trojrozmérny model testovacichtéles pro tlakovou zkousku

4.8.4. Tlakova zkouska
Pro vsSechny vzorky byla provedena tlakova zkouska podle normy ISO 604 s vyuzitim
Univerzalniho zku§ebniho zatizeni ZWICK Z 010 firmy Zwick — Roell se silomérnou hlavou
10 kN. Celisti pro tlakovou zkousku jsou dvé& rovné plochy, mezi které se vklada pravé
testovany vzorek. Vzorek byl pfed experimentem zméfen a pfipraven. Pfiprava spocivala
v sefiznuti hornich rozki télesa, které precnivaly nad rovinou zbylého vzorku. Tento jev vznikl
pfi tisku v dusledku warpingu. Tato pfipravaje nutna k tomu, aby silomérna hlavice dosedlana
celou plochu vzorkd, a nikoliv na tyto Ctyfi precnivajici §picky a pfistroj zacal méfit ve spravny
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okamzik. Modul byl na rozdil od normy stanovovan z hodnot deformace 1,25-1,5 % z divodu
zaktiveného pocatku kiivky u vSech vzorkt. V oblastiza 1 % jsou vSechny kiivky linearni.

4.9. Biologické testy

S ohledem na zamyslené uplatnéni vytvorenych materialtije vhodné otestovani jejich chovani
v prosttedi simulyjicim zivé systémy. K tomu byly zvoleny dva hlavni experimenty. Prvnim je
test urychlené degradace v kyselém prostfedi a druhym komplexni biologické testovani
v zivném médiu s buitkami na pracovi§ti Ustavu experimentalni mediciny AVCR. Pro
biologické testy byly zvoleny vzorky snejvy$sim (95/5-18-9) a nejnizS§im (50/50-18-9)
mnozstvim P3HB, nejnizs§im (66/34-5-9) anejvy§sim mnozstvim HAp (66/34-27-9), nejniz§im
(66/34-18-6) a nejvyssim (66/34-17-12) mnozstvim zmeékcovadla a kontrolni vzorek se stfedni
hodnotou (66/34-18-9 1). Pro prvni screeningurychlené biodegradace byl vybran pouze vzorek
se stfedni hodnotou (66/34-18-9 1). Pro vSechna tisténa télesa byla teplota tisku prvni vrstvy
nastavena na 195 °C, teplota dalSich vrstev 190 °C.

4.9.1. Test urychlené biodegradace

Pro testovani degradace byl zvolen zrychleny experiment, ktery dokaze pfiblizit chovani
materialu pfijeho resorpci v lidském téle. Jedna se o prvotni experiment vytvoreného materialu
v tomto sméru, a proto byl nejprve zvolen test s kontrolou pH vychazejici ze studie A.Diez-
Escudero a kol (72). V této studii se vénuji degradaci fosforeCnanu vapenatého v kyselém
prostiedi. Kyselé prostiedi bylo zvoleno za Gcelem simulace prostiedi osteoklastt, tedy bunék
zodpovédnych za resorpci kosti. Je tomu tak proto, ze resorpce osteoklasty probihd pocatecnim
vytvorenim tésné prstencove adhezni zony, na které osteoklasty vytvareji kyselé prostredi, které
muze dosahnout hodnot pod pH 3, coz vede k rozpusténi materialu pod touto vrstvou (73).

Pro vSechny biodegradacni experimenty bylo pfipraveno médium slozené z 0,01 M kyseliny
chlorovodikové (HCI) a 0,14 M chloridu sodného (NaCl) (73). pH bylo vzdy méfeno na pH
metru Mi 160 znacky Milwaukee. Inkubovano bylo na 37 °C pro simulaci teploty lidského téla
s vyuzitim inkubatoru CO2cell znacky MMM. Prvnim testem biodegradace bylo zvoleno
pravidelné odebirani média pro zjisténi pH pro vzorek 66/34-18-9_1 po dobu 8 hodin. Zaroveni
byla béhem testu zaznamenana zména hmotnosti méfenych vzorka. Pokud dochazi ke zméné
pH, je pravdépodobné, ze dochazi i k degradaci vzorka. Bylo vytisténo 12 testovacich téles ve
tvaru kolecka s primérem 9 mm a vyskou 2 mm. Nejprve byla zvazena hmotnost vzorku
v suchém stavu. Nasledné byly vzorky po dobu 10 minut ponofené v médiu pro jejich nasaknuti
a zvazena hmotnost v mokrém stavu. Poté bylo médium vylito a ke vzorkiim bylo pfidano 20 ml
média. Vzorky byly po dobu 2 hodin inkubovany na 37 °C a nasledné byly zvazeny a zméteno
pH média. Médium bylo nasledné vyménéno za nové. Tento proces byl jesté tiikrat zopakovan
a po 8 hodinach byl experiment ukoncen. Poslednim zbyvajicim krokem bylo zvazeni vzorku
v suchém stavu. Vzorky byly ponechany v susarné nastavené nateplotu 60 °C podobu 12 hodin
a nasledné byly vzorky zvazeny. Protoze délka testu nebyla dostatecna, bylo nutné provést delsi,
48hodinovy experiment.

Dalsi test biodegradace byl 48hodinovy experiment s vyménou média a prubéznym meéfenim
pH média a zaznamem ubytku hmotnosti métenych téles. Pro tento test byl opét zvolen material
s oznaCenim 66/34-18-9 1. Bylo vytisténo 9 testovacich téles ve tvaru kolecka s primérem
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9 mm a vysSkou 2 mm. Byla zméfena hmotnost testovacich téles v suchém stavu a nasledné byla
télesa vlozena do vialek s 20 ml média. pH média bylo méfeno po 6 hodinach, potom po 24
hodinach a 48 hodinach od pocatku experimentu. Vzdy pfi méfeni pH média bylo médium
vymeénéno. Po 6, 24 a 48 hodinach byla 3 télesa vlozena do suSarny nastavené na 60 °C,
ponechana 12 hodin a nasledné zvazena hmotnost v suchém stavu. Po 48 hodinach nebyl
zaznamenan ubytek hmotnosti, byl proto proveden 6denni experiment.

Poslednim biodegrada¢nim testem byl 6denni experiment s kontrolnim méfenim pH. Pro
testovani urychlené degradace byly zvoleny vzorky s extrémy ve slozeni. Z vybranych vzorkt
byla vytiSténa testovaci télesa ve tvaru kolecka s primérem 9 mm a vyskou 1 mm. Od kazdého
vzorku bylo vytisténo 6 testovacich téles. Byla zvazena jejich hmotnost v suchém stavu a ke
kazdému telesu bylo pfidano 20 ml média. Bylo zméfeno pH média. Vzorky byly ponechany
v inkubatoru nastaveném na teplotu 37 °C. Prvni odbér byl proveden po 72 hodinach. Bylo
zméteno pH média vSech vzorkl. 3 testovaci télesa kazdého vzorku byla vlozena do susarny
nastavené na 60 °C a tato télesabyla nasledné po 12 hodinach zvazena v suchém stavu. Druhé
a posledni méfeni bylo provedeno za dalSich 72 hodin. Bylo zméfeno pH média vzorka a télesa
byla vysuSena v suSarné a po 12 hodinach zvazena jejich sucha hmotnost.

4.9.2. Komplexni biologické testovani

Z vybranych vzorki byla na 3D tiskarné vytvorena testovaci télesa ve tvaru koleCka
s praimérem 6 mm a vySkou 1,5 mm. Zaroven byly z materialt 95/5-18-9, 50/50-18-9 a 66/34-
18-9 1 vytvoreny planarni vzorky pomoci lisu. Z nich byla nasledné raznici vyrazena kolecka
s primérem 6 mm. Tato kolecka byla soubézné testovana totoznymi experimenty z divodu
podezieni negativniho vlivu 3D tisku na cytotoxicitu nosi¢i, ktera muze byt zpuisobena
termickou degradaci P3HB. Z tohoto divodu byly pro vyrobu kontrolnich vzorki vybrany
vzorky obsahujici nejvyssi, nejnizsi a stfedni hodnotu obsazeného P3HB.
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5. Vysledky
5.1. Planovany experiment

5.1.1. Teplota tisku

Prvni experiment tisknutelnosti odhalil nékteré komplikace pfi tisku filamenta z testovanych
materialt. Prvnim problémem je pfitomnost necistoty ve vzorcich a tyto necistoty ucpavaji
trysku 3D tiskarny. Tato necistota je vice patrna ve vzorcich, které maji vét§i procentudlni
zastoupeni P3HB, coz potvrzuje domnénku toho, ze se jedna o zbytky biomasy. Tento problém
jsem se pokusila vyfesit pouzitim trysky o vét§im praméru (0,6 mm), nebyl vSak patrny zadny
efekt a musela jsem pokraCovat v tisku s funkci Vyména filamentu a vzdy, kdyz byl objeven
viditelny kus biomasy, prerusit tisk a tento kus vystiihnout. Fotka s biomasou vyizolovanou ze
vzorku je mozné pozorovat na Obrazek 10. Dalsi komplikaci je kiehkost vzorkt vysoce
plnénych HAp a jejich nevhodny navin. Protoze byly tyto filamenty navinuty na civce tvaru
petiuhelniku a prejaly tento tvar, dochazelo vzdy k tomu, ze kdyz byly tiskarnou vedeny do
vyhtivané trysky, doslo v misté ohybu k jejich prasknuti a tisk se prerusil. Tento problém byl
vyfeSen narovnanim navinutého filamentu za zvySené teploty pouzitim horkovzdusné pistole.
Vysledné teploty jsou znazornéné v Tabulka 9. Optimalni teplota tisku 1 znaci nizsi teplotu, pri
které se nejlépe vytiskly vSechny elementy a je tedy pouzitelnd pro mensi télesa, napf.
scaffoldy. Optimalni teplota tisku 2 je vyssi teplota pouzitelna pro vétsi télesa.

Tabulka 9 Vysledky teplotni studie

Oznaceni Optimalni Optimalni Oznaceni Optimalni Optimalni
vzorku teplotatisku  teplotatisku | vzorku teplotatisku  teplotatisku
1[°C] 2 [°C] 1 [°C] 2 [°C]

80/20-11-7 170 195 66/34-5-9 170 195
55/45-11-7 170 195 66/34-27-9 170 195
80/20-24-7 170 195 66/34-18-6 170 195
55/45-24-7 170 195 66/34-17-12 170 175
80/20-10-11 170 195 66/34-18-9_1 170 200
55/45-10-11 170 200 66/34-18-9_2 170 200
80/20-23-11 165 195 66/34-18-9_3 170 200
55/45-23-11 170 180 66/34-18-9_4 170 200
95/5-18-9 170 195 66/34-18-9_5 170 200
50/50-18-9 170 175 66/34-18-9_6 170 200
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1 mm

Obrazek 10 Biomasa vyizolovand ze vzorku

Vysledné teploty byly statisticky zpracovany viz kapitola 4.2 a bylo zjisténo, ze vSechny
koeficienty by, jsou statisticky vyznamné. Nejvétsi vliv maji shodné faktor 1 a faktor 3, oba
vlivy jsou kvadratickéa zaporné, proto je na Obrazek 11 mozné pozorovat plochu s maximem.
Obé plochy na Obrazek 11 znazorfiuji zavislost idealni teploty tisku na faktoru 1 (pomér
PLA/PHA) a faktoru 3 (mnozstvi S3114 ve smési) se zafixovanou hodnotou faktoru 2
(mnozstvi HAp). Vlevo na Obrazek 11 je plocha pro nejnizsi testované mnozstvi HAp, a naopak
vpravo je plocha pro nejvyssi testované mnozstvi HAp. Dal§im vyznamnym ptispévkem jsou
efekty linearnich koeficientt souvisejicich s pomérem PLA/P3HB a zmékcovadla. Linearni
efekty je mozné pozorovat na Obrazek 11 vpravo. Plocha linearné klesa smérem k nejvyssim
hodnotam zmeékcovadla. Dvakrat mens§i vyznam, nez kvadratické koeficienty maji
kombinované faktory.
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Obrazek 11 Plocha teploty tisku pri nejnizsim testovaném mnozstvi HAp (vlevo) a nejvyssim
testovaném mnozstvi HAp (vpravo)
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5.1.2. Warping koeficient

Pro vSechny vzorky byl proveden test na warping. Od kazdého vzorku byla vytisténa 3 testovaci
télesa a zapsana vyska vytisténého télesa. Tyto tfi vysky byly zprimérovany a pouzity pro
vypocCet warping koeficientu. VySka modelu byla vydélena praimérem vySek vytisténych
testovacich téles podle rovnice 1, ¢imz byl ziskan warping koeficient. Warping koeficient byl
vypocitan z vysky téles vyti§ténych vyssi optimalni teplotou zjisténou z teplotnich vézi z toho
divodu, ze pri niZsi teploté nékteré vzorky warpovaly natolik, Zze nebylo mozné zkusebni téleso
vytisknout (je mozné pozorovat na Obrazek 12). Nadale uz se nizsi teplota tisku v tomto
experimentu nepouzivala. Jednim z obtizné tisknutelnych vzorkd byl 80/20-23-11. U tohoto
vzorku jsem se pokusila nejprve zahtat podlozku na 50 °C, nicméné tento pokus zistal bez
efektu. V Tabulka 10 se nachazeji vysledky warpingové studie. Protoze neexistuji
standardizované zkousky warpingu, vyvinula nae vyzkumna skupina test vlastni. Neni tedy
mozné najit hodnoty warping koeficientu pro jiné komercné dostupné materialy. Pro srovnani
je vSak mozno uvést hodnoty pro komercné dostupny filament PLA (Prusa Research, Prague,
Czech Republic), ktery méa hodnotu warping koeficientu 2,9 + 0,1.

Tabulka 10 Vysledky warpingové studie

Oznaceni Warping Oznaceni Warping

vzorku koeficient vzorku koeficient

80/20-11-7 2,31£0,12 | 66/34-5-9 2,00+ 0,20
55/45-11-7 1,70+ 0,31 | 66/34-27-9 2,78 £ 0,20
80/20-24-7 341£0,12 | 66/34-18-6 1,90+ 0,12
55/45-24-7 2,17+ 0,20 | 66/34-17-12 2,27+ 0,00
80/20-10-11 2,94+ 0,20 | 66/34-18-9_1 2,24+0,12
55/45-10-11 1,83+ 0,42 | 66/34-18-9_2 2,21+0,12
80/20-23-11 4,29 £ 0,06 | 66/34-18-9_3 2,27+ 0,00
55/45-23-11 1,95+ 0,31 | 66/34-18-9_4 2,24+0,12
95/5-18-9 10,0+ 0,00 | 66/34-18-9_5 2,38 = 0,00
50/50-18-9 1,95+ 0,12 | 66/34-18-9_6 2,28 + 0,20

Z rovnice 2 vyplyva, ze existuje nepiima umera mezi realné vyti§ténou vyskou télesa a warping
koeficientem. To znamena, ze ¢im vice vrstev vytiskneme, tim nizsi bude warping koeficient
a material tedy tisknutelné&jsi. Z testovanych vzorka byl nejlépe tisknutelny vzorek 55/45-11-7,
coz bylo o¢ekavané z divodu slozeni vzorku. Tento material obsahuje pomér P3HB/PLA
55/45. PLA se zde nachazi v dostate€ném mnozstvi a potlaci efekt krystalizace P3HB, ktery
zpusobuje warping. Dale vzorek obsahuje 11 % HAp, coz je mnozstvi, které jesté nezpusobi
priliSnou kiehkost materialu. Posledni slozkou je zmékcovadlo, které je zastoupenov 7 % a zda
se, ze toto mnozstvi bylo dostatecné pro zmeékceni smeési. Nejhlire tisknutelny byl naopak
material s oznaCenim 95/5-18-9. Pomér P3HB ku PLA je zde opravdu vysoky a zpusobuje
vysokou kiehkost materidlu. Zaroven s velkym obsahem P3HB roste i mnozstvi pfitomné
necistoty ve formé biomasy ve vzorku. Tyto dvé skuteCnosti zpusobily to, Zze byl material
obtizné zpracovatelny a znacné komplikovaly tisk testovacich téles.
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Obrazek 12 Warping testovaciho télesavzorku G_80/20-23

Statistickym zpracovanim bylo zjisténo, ze statisticky vyznamné jsou vSechny koeficienty
kromé b1». Nejvétsi vliv (priblizné 2—-3x vétsi) ma faktor 1, tedy pomeér polymert PLA/P3HB.
Uplattiuje se zde kombinace linedrniho a kvadratického ptispévku, coz je patrné na Obrazek
13. Na Obrazek 13 jsou znazornény dvé plochy zavislosti idealni teploty tisku na faktoru 1
(pomeér PLA/PHA) a faktoru 3 (mnozstvi S3114 ve smési) se zafixovanou hodnotou faktoru 2
(mnozstvi HAp). Vlevo je plocha pro nejnizsi testované mnozstvi HAp, a naopak vpravo je
plocha pro nejvyssi testované mnozstvi HAp. Efekt b; je zaporny, faktor 1 tedy snizuje warping
koeficient, ktery vyznamné klesad smérem k nejvy§sim hodnotdm poméru PLA/P3HB. Vlivem
kvadratického koeficientu by, ktery je kladny, existuje v zavislosti minimum, jak vidét na
Obrazek 13. Tento experiment ma prakticky efekt, protoze vime, Ze existuje minimalni
warping, kteréhojsme schopni dosahnout.
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5.1.3. Ohybova zkouska
Kost je nejpevnéjsi tkan lidského téla, pokud je vsak aplikovano lokalni napéti presahujici
pevnost tkané, dochazi k jejimu naruseni a vzniku zlomenin. Proto jsme z mechanickych
experimentt zvolili pravé ohybovou a tlakovou zkousku, které simuluji napéti prirozené
pusobici na kosti a zaroven pomohou charakterizovat vytvorené materialy.

Vyhodnocenim vysledkti ohybové zkousky bylo zjisténo, ze se modul pruznosti méfenych
vzorkd pohybuje v rozmezi 2,3-3,7 GPa. Nejvyssi hodnoty modulu pruznosti v ohybu maji
vzorky 55/45-24-7, 66/34-18-6 a 80/20-24-7. Hodnota modulu pruznosti u téchto vzorkid se
pohybovala v rozmezi 3,4-3,7 GPa. Jsou to vzorky, které obsahuji vysoké mnozstvi keramické
slozky HAp a zéaroven nizké mnozstvi zmekcovadla (6—7 hm. %). Vzorek s nejvySsim
zastoupenim HAp (66/34-27-9) ma také vysoky modul pruznosti, ale nedosahuje nejvyssich
hodnot (3,2 GPa). Vyssi mnozstvi plniva nez 25 hm. % by tedy jiz pravdépodobné modul
nezvysSovalo a zpusobovalo spiSe komplikace pfi tisku z divodu vysoké kiehkosti. Dalsi
slozkou, ktera ovliviiuje modul, je obsah zmékcovadla, coz je patrné ze vzorka 80/20-23-11
a 55/45-23-11. Tyto vzorky obsahuji vys§i mnozstvi zmékCovadla, konkrétné 11 hm. %.
Z vysledkt vyplyva, ze pro ziskani nejvys$siho modulu by vzorek nemél obsahovat vétsi
mnozstvi zmékCovadla nez 9 hm. %. Nejniz§i hodnota modulu (2,3 GPa) byla namétena
u vzorku 80/20-10-11, ktery obsahuje 11 hm. % zmékcovadla a relativné nizké mnozstvi HAp.
Vysledky ohybové zkousky se nachéazeji v Tabulka 11.

Tabulka 11 Vysledky ohybové zkousky

Oznaceni vzorku Modul pruznosti Pevnost
v ohybu [GPa] v ohybu [MPa]
1 80/20-11-7 2,7+0,1 51,917
2 55/45-11-7 3,1£0,3 58,9+1.2
3 80/20-24-7 34402 442 +14
4 55/45-24-7 3,7+£0,7 55,5+1,3
5 80/20-10-11 2,3+0,2 45,0+2.3
6 55/45-10-11 2,4+0,1 47,6 £1,8
7 80/20-23-11 2,60,1 39,3+0,7
8 55/45-23-11 2,7+0,1 43,6 £1,0
9 95/5-18-9 2,7+0,1 359+1,3
10 50/50-18-9 3,1+£0,1 51,114
11 66/34-5-9 2,5+0.1 54,1+1,5
12 66/34-27-9 32+0,2 43,6 1,9
13 66/34-18-6 3,7+0,1 58,7+0,9
14 66/34-17-12 2,3£0,1 422+1,2
15  66/34-18-9_1 2,8+0,1 48,6 £0,9
16  66/34-18-9_2 2,9+0,1 49,9+1.3
17  66/34-18-9_3 2,9+0,1 50,3+1,1
18  66/34-18-9_4 2,9+0,1 48,7+1,0
19  66/34-18-9_5 2,9+0,2 49,7+0,8
20  66/34-18-9_6 2,8+0,1 484+ 14
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Vysledné hodnoty byly nasledné statisticky zpracovany a bylo zji§téno, ze na modul pruznosti
v ohybu méa nejvétsi vliv faktor zmekcovadla. Koeficient b3 ma zapornou hodnotu, coz
znamend, ze piidavek zmékcovadla snizuje modul pruznosti. Statisticky vyznamné jsou
koeficienty spojené s faktory PLA/P3HB a mnozstvi HAp. Tyto v§ak maji mensivliv (1-2x) a
jsou kladné, tedy modul zvysuji. Na Obrazek 14 mizeme porovnat ziskané plochy vytvorené
matematickym modelem. Obé€ plochy znazorfiuji zavislost modulu pruznosti v ohybu na faktoru
1 (pomér PLA/P3HB) a faktoru 3 (mnozstvi S3114 ve smési) se zafixovanou hodnotou faktoru
2 (mnozstvi HAp). Vlevo na Obrazek 14 je plocha pro nejnizsi testované mnozstvi, a naopak
vpravo je plocha pro nejvyssi testované mnozstvi. Obé plochy linearné klesaji smérem
k nejvys§imu mnozstvi zmekCovadla a zarovenl nejvys$§imu mnozstvi PLA/P3HB. Rozdil
v plochach lezi v tom, ze ¢im véts$i mnozstvi HAp pouzijeme, tim vys$§iho modulu mizeme
dosahnout. Pti stejnych mnozstvich zmé&kcovadlaa PLA/P3HB, pouze se zvySenym mnozstvim
HAp, dosdhneme o 1 GPa vys§iho modulu. Dal§imi statisticky vyznamnymi faktory jsou
faktory b3 a by3 kombinujici vliv zmékcovadla se zbylymi dvéma faktory, coz znaci to, ze
zmékcovadlointeraguje nejen s polymery, ale i s keramickym HAp. Oba kombinované faktory
jsou negativni a snizuji modul pruznosti v ohybu.

Vysledek statistického zpracovani koreluje s vysledky odvozenymi z namétenych hodnot, které
jsou popsany vyse. Z obou zpracovani vyslo, ze nejvétsi vliv na modul méa faktor zmékcovadla.
Je jasné, ze tento vliv je negativni a modul pruznosti snizuje. Naopak faktor HAp ma pozitivni
ucinky na modul pruznosti. V ¢em se zpracovani lisi je, ze matematicky model dokéazal odhalit
vliv poméru polymert PLA/P3HB. Jednoduché zpracovani naméfenych hodnot zde neni
dostate¢né, protoze nedokazeme posoudit takto komplikované slozeni vzorkd.
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Obrazek 14 Plocha modulu pruznosti pri nejnizsim testovaném mmnozstvi HAp (vlevo) a
nejvyssim testovaném mnozstvi HAp (vpravo)

Dalsim vysledkem ohybové zkousky je pevnost v ohybu. Pevnost v ohybu méfenych vzorku se
pohybuje v rozmezi 35,9-58,9 MPa. Nejvyssi hodnoty pevnosti v ohybu byly naméfeny
u vzorka 55/45-11-7 a 66/34-18-6. Tyto vzorky jsou slozeny z podobného poméru P3HB/PLA
a velmi nizkého mnozstvi zmékcovadla (6—7 hm. %). Dalsi vzorky, u nichz byla namétena
vysoka hodnota pevnosti v ohybu, jsou 80/20-11-7, 55/45-24-7, 50/50-18-9 a 66/34-5-9. Jak je
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jiz z nazva patrné, tyto vzorky jsou slozeny zrozdilného poméru P3HB/PLA a lisi se
i v mnozstvi obsazeného HAp. Spole¢nym znakem pro tyto materialy je, ze vSechny obsahuji
nizké mnozstvi zmékcovadla (7-9 hm. %). Naopak vzorky, které obsahuji vysoké mnozstvi
zmékcovadla (11-12 hm. %) patfily k tém s nejnizsi pevnosti v ohybu. Vliv zmékcovadla je
patrny z porovnani vzorkd 15-20 a 13. Tyto vzorky maji stejné slozeni pouze vzorek 13
obsahuje nejnizsi mérené mnozstvi zmékcovadla (6 hm. %). Pevnost tohoto vzorku je témér
0 10 % vyssi, nez u vzork 15-20. Subjektivni zhodnoceni pevnosti v ohybu nepfineslo prilis
zjevny vysledek. Vysledky jsou nejednoznacné a jednotlivé slozky spolu interaguji natolik, ze
neni mozné nalézt timto zptusobem trendy vlivu samostatnych slozek.

Nameétené hodnoty pevnosti v ohybu byly statisticky zpracovany a byly vytvoreny plochy vlivu
jednotlivych faktort. V pevnosti ma znovu nejveétsi vliv faktor zmék¢ovadla a tento vliv je opét
zaporny. Dalsim negativnim faktorem je mnozstvi HAp, tento vliv je vSak polovi¢ni ve srovnani
s vlivem zmé&kcovadla. Jedinym pozitivnim faktorem je pomér PLA/P3HB, ktery vyznamné
zvySuje pevnost v ohybu. Dal§im vyznamnym piispévkem je kvadraticky koeficient b;;. Na
Obrazek 15 je mozné pozorovat porovnani vlivu faktoru 3 (mnozstvi S3114 ve smési) a faktoru
1 (pomér PLA/PHA) na pevnost pii zafixované hodnoté¢ mnozstvi HAp. Obé plochy linearné
klesaji k nejvy§simu mnozstvi zmekcovadla. Zaroven je zde patrny kvadraticky piispévek
faktoru 1.
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Obrdzek 15 Plocha pevnosti v ohybu pri nejnizsim (vpravo) a pri nejvyssim testovaném
mnozstvi HAp (vievo)

5.14. Tlakova zkouska
Dal§im testem pouzivanym k charakterizaci nové vyvijeného materialu je tlakova zkouska.
Pusobenim tlaku na testovaci téleso mizeme ziskat cenné informace. Vysledky tlakové
zkousky jsou zobrazeny v Tabulka 12.
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Tabulka 12 Vysledky tlakové zkousky

Oznaceni vzorku Modul pruznostiv tlaku Napétipii 1 % Mez kluzu
[GPa] deformace [MPa]
1 80/20-11-7 1,2+0,1 4,3+£0,7 Ne
2 55/45-11-7 1,3+0.2 4,6+0,8 Ano
3 80/20-24-7 1,5+£0,1 74+19 Ne
4 55/45-24-7 1,8+ 0.0 10,0 + 1,3 Ano
5 80/20-10-11 1,2+0,1 44+04 Ne
6 55/45-10-11 0,9+ 0,0 2,004 Ne
7 80/20-23-11 1,2+0,1 7,8+ 1,3 Ne
8 55/45-23-11 1,5+0,0 8,8+23 Ne
9 95/5-18-9 1,2+0,1 55+14 Ne
10 50/50-18-9 1,6+0.1 6,9+24 Ano
11 66/34-5-9 1,2+0,1 4,6+£0,9 Ne
12 66/34-27-9 1,4+£0,2 83+19 Ne
13 66/34-18-6 1,8+ 0.1 9,9+ 3,0 Ano
14 66/34-17-12 1,2+0,1 53+2.1 Ne
15 66/34-18-9_1 1,5+0.1 7,0£2.8 Ne
16 66/34-18-9_2 1,1+£0,4 42+£26 Ne
17 66/34-18-9_3 1,4+0,1 6,8+ 1.8 Ne
18 66/34-18-9_4 1,3+£0,1 5,1+0.7 Ne
19 66/34-18-9_5 1,4+0,1 6,8+ 1.8 Ne
20 66/34-18-9_6 1,4+0.1 5,5+£23 Ne

Na prvni pohled patrnym rozdilem modulu pruznosti v tlaku v porovnani s modulem pruznosti
v ohybu je vyrazné€ niz$i odolnost pfipravenych materialu v tlaku nez v ohybu. Zatimco
v ohybové zkousSce se naméfeny modul pohyboval v rozmezi 2,3-3,7 GPa, v tlakové zkousce
je modul témef o polovinu nizs§i. Naméfeny modul se pohybuje v rozmezi 0,9-1,8 GPa.
Nejvyssi hodnota modulu pruznosti byla shodné€ naméfena pro vzorky 55/45-24-7 a 66/34-18-
6. Opét se jedna o vzorky obsahujici nizké mnozstvi zmekcovadla a stfedni hodnoty HAp.
Nejnizs§i hodnota modulu byla naméfena pro vzorek 55/45-10-11. Tento vzorek obsahuje velké
mnozstvi zmékcovadla a malo HAp. Vzorky s vysokym mnozstvim zmékcovadla maji jedny
z nejnizsich naméfenych hodnot modulu pruznosti. Tento fakt je opét potvrzen porovnanim
vzorku s Cislem 15-20 a 13, které se ve slozeni lisi pouze mnozstvim zmekcovadla. Vzorek 13
(66/34-18-6) ma namétrenou nejvyssi hodnotu modulu a obsahuje nejniz§i méfené mnozstvi
zmékcovadla (6 hm %), zatimco vzorky 15-20 maji o ¢tvrtinu niz§i hodnoty modulu a obsahuji
9 hm.% zmékc¢ovadla.

Statistickym zpracovanim bylo zjiS§téno, ze vliv na modul pruznosti maji pouze faktor 3
(mnozstvi zmé&kcovadla ve slozeni) a faktor 2 (pomér HAp/(PLA+P3HB)). Vliv téchto dvou
faktorti je téméf shodny, rozdil je v tom, Ze faktor 3 ma zapornou hodnotu, snizuje tedy modul
pruznosti. Faktor 2 ma naopak kladnou hodnotu a modul zvysuje. Oba tyto faktory jsou linearni.
Na Obrazek 16 je znazornéna plocha modulu pruznosti pifi zafixované stiedni hodnoté
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PLA/P3HB. Protoze faktor PLA/P3HB neni statisticky vyznamny, je zobrazena pouze jedna
plocha, protoze pii zafixovani jiné hodnoty by se nezménila. Plocha modulu pruznosti linearné
klesa smérem k nejvétsSimu mnozstvi zmékCovadla a roste se zvysujicim se mnozstvim HAp.
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Obrazek 16 Plocha modulu pruznosti v tlaku pri stredni hodnoté poméru PLA/P3HB

Dalsi hodnotou ziskanou z tlakové zkousky je napéti pti 1% deformaci. Hodnoty naméfeného
napéti se pohybuji v rozmezi 2,0-10,0 MPa. Nejvétsi hodnoty napéti byly naméteny pro vzorky
55/45-24-7 a 66/34-18-6. Tyto vzorky maji nejvyS§si hodnoty ve vSech mechanickych
experimentech. Vyrazné nejnizs§i hodnota napéti byla namérena pro vzorek 55/45-10-11, stejné
jakou modulu pruznosti v tlaku. Pouze 4 testované vzorky majii mez kluzu. Jedna se o vzorky
55/45-11-7, 55/45-24-7, 50/50-18-9 a 66/34-18-6. Analogie téchto vzorkl lezi v podobném
obsahu PLA a zmékcovadla.

Statistickym zpracovanim bylo zji§téno, ze na napéti pii 1% deformaci maji statisticky
vyznamny vliv pouze dva faktory, podobné jako u tlakového modulu. Faktor 2 (pomér
HAp/(PLA+P3HB)) je kladny a vyznamné vys§i, nez faktor 3 (mnozstvi zmé&kcovadla ve
slozeni), ktery je zdporny. Oba tyto faktory jsou linearni. Na Obrazek 17 je mozné pozorovat
plochu znazortujici vliv faktoru 2 a faktoru 3 na napéti pti 1% deformaci pii zafixované stiedni
hodnoté poméru PLA/P3HB. Faktor PLA/P3HB je statisticky nevyznamny, je proto zafixovan
pii jedné hodnoté. Plocha napéti roste smérem k nejnizsim hodnotam mnozstvi zmékcovadla
ve vzorku a zaroven nejvys§im hodnotam HAp/(PLA+P3HB).
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Obrazek 17 Plocha napéti pri 1% deformaci pri stredni hodnoté poméru PLA/P3HB

5.1.5. Optimalizovana receptura

Na zacatku experimentu byly zvoleny podminky, které ma splnit idedlni material pro vyrobu
scaffoldi do kostnich tkani. Tyto podminky byly minimalni warping, maximalni ohybova
pevnost a maximalni tlakovy modul. Vyhodnocenim planovaného experimentu byla nalezena
smés, ktera tyto podminky splfiuje a je to receptura obsahujici 35,2 % P3HB, 30,8 % PLA,
28,3 % HAP a 5,6 % S3114 Teoretické vlastnosti této smési jsou znazornény v Tabulka 13.
Tato smés nejvice odpovida testované smési 55/45-24-7, kterd nevykazovala problematické
chovani v zadném z experimentu.

Tabulka 13 Teoretické viastnosti smési

Modul pruznostiv tlaku  Napétipii 1%  Pevnost vohybu ~ Modul pruznosti ~ Warping

[GPa] deformaci [MPa] v ohybu [GPa] koeficient
[MPa] [-]
2,3 14,1 59,7 3,3 1,0

5.2. Biologické experimenty
5.2.1. Test urychlené degradace
Prvnim experimentem testujicim schopnost degradace materialu byla zvolena urychlena
degradace v kyselém prostiedi. Cilem bylo zjistit, zda se béhem osmi hodin experimentu zmeni
pH nebo hmotnost vzorku, coz by indukovalo degradaci materialu. Jako testovaci material byl
zvolen vzorek 66/34-18-9_1, ktery obsahuje 18 % HAp, 9 % zmékcovadla a pomér P3SHB/PLA
je 66/34. Tento vzorek je snadno tisknutelny a bez extrémui ve slozeni.

Vysledek 8hodinové studie je pomérne nejednoznacny. Hmotnost vzorka se po 2 hodinach
mirné zvysila, material tedy jes§té stale nasdkal médium. Po 6 hodinach experimentu se pH
média pomirném zvyseni pii méfeni po 2 hodinach upravilona piivodni hodnotu, cozje znamka
toho, ze nedo$lo k degradaci v pfedchozim odbé&ru. Po 8 hodinach jiz vidime mirny pokles pH,
v méfeni hmotnosti v mokrém stavu je zména oproti hmotnosti ve 2 h (doba, kdy vzorek
vstiebal nejvice média) zanedbatelna. Po vysusSeni vSak muzeme pozorovat, ze k mirnému
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snizeni v hmotnosti vzorki opravdu doslo, a to o 0,49+0,10 % Vysledky experimentu se
nachazi v Tabulka 14. Tyto vysledky naznacily, ze materiél za¢ina pravdépodobné degradovat
az po 6 hodinach méfeni, a proto byl proveden delsi experiment.

Tabulka 14 Vysledky 8hodinové degradacni studie

Zménamokré hmotnosti v porovnanis ¢asem 0 h [%]
Cas (h) 1 2 3 Pramér pH
2 0,92 0,06 0,69 0,56 £0,45 | 2,58
4 0,55 0,66 0,13 0,45+0,28 | 2,72
6 0,67 0,42 0,44 0,51+0,14 | 2,41
8 0,61 0,30 0,50 0,47 £0,16 | 2,38
Zménasuché hmotnosti v porovnani s ¢asem Oh [%]
8 -0,43 -0,60 -0,45 | -0,49+£0,10

Dalsim testem byl 48hodinovy experiment s priabéznou kontrolou pH. Kontrola probéhla
v delSichintervalech, ato po 6, 24 a 48 hodinach. Pro tento experiment byl znovu pouzit vzorek
66/34-18-9_1. Ani vysledek po 48 hodinach se nejevi jako dostacujici, vysledky se nachazi v
Tabulka 15. Nejevi zadny trend a mezi jednotlivymi vzorky je obrovsky rozptyl. Sucha
hmotnost vzorki ani pH po 48 h neklesa, coz znaci, ze nedochazi k degradaci materialu nebo
degradace probihd procesem hydrolytické degradace. Ptfi hydrolytické degradaci dochazi
nejprve k nahodnému pferuseni esterovych vazeb, pfi¢emzje tento proces doprovazen snizenim
molekulové hmotnosti. Jakmile se snizi molekulova hmotnost pfiblizné na 10000 g-mol™,
projevi se 1 ubytek hmotnosti (74). Dalsim krokem v optimalizaci biodegradace je 6denni test
se dvéma zaznamy pH a kontrolou hmotnosti materialu vzorkt s extrémy ve slozeni.

Tabulka 15 Vysledky 48hodinového degradacniho experimentu

Zménamokré hmotnosti v porovnani s ¢asem 0 h [%]
Cas (h) 1 2 3 Pramér
24 -1,26 -3,72 1,12 -1,28 £2,42
48 -6,12 -4,16 -2,19 -4,16 + 1,96

Zména suché hmotnosti v porovnani s Casem Oh [%]

1 2 3 Pramér
6 -0,18 -7,98 -0,25 -2,81 +£4,48
24 6,55 0,19 0,06 2,27 +3,71
48 -0,06 2,27 -0,13 0,69 + 1,36

Ani v pfipadé Sestidenniho experimentu nedochéazi k vyznamnému poklesu hmotnosti nebo pH.
Zmény hmotnosti jsou v obou meéfenich minimalni a mohou byt zpisobeny vysokou
nepiesnosti méfeni. Vysledky 6denniho experimentui s chybovymi useCkami jsou znazornény
na Obrazek 18. Vhodnym postupem by v tuto chvili bylo provedeni gelové permeacni
chromatografie (GPC) a zjisténi molekulové hmotnosti méfenych vzorkli. Tento krok je
predmétem dalSihotestovani. V tuto chvili probiha optimalizace provedeni tohoto experimentu,
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vcetné piipravy vzorka na GPC. Priprava vyzaduje eliminaci castic HAp, které mohou ucpavat

Liil

95/5-18-9  50/50-18-9  66/34-5-9  66/34-27-9 66/34-18-6 66/34-17-12 66/34-18-9_1

kolonu.

12%

L% |
0,8%
0,6%
0,4%

02% |

Procentudlni ubytek hmotnosti

0,0% L
E72H m144H

Obrazek 18 Procentudlni ubytek hmotnosti mérenych vzorkii po 6 dnech experimentu

5.2.2. Komplexni biologické testovani
Komplexni biologické testovani bylo provedeno na pracovisti Ustavu experimentalni mediciny
AVCR arada bych pro tplnost prace uvedla struéné vysledky v této kapitole.

V ramci experimentu bylo provedeno testovani metabolické aktivity, méfeni proliferace,
vizualizace bun€k pomoci konfokalni mikroskopie, méteni diferenciace bunék a mineralizace
nosicu. Nosice byly osazeny Saos-2 osteosarkomovou linii.

Po sedmi dnech experimentu zadny z pfipravenych vzorkd nedosahoval hodnot metabolické
aktivity srovnatelnych s pozitivni kontrolou, coz je bézné vzhledem k tomu, ze kontrolni plast
je oSetien a optimalizovan pro rast a adhezi bunék. Nejblize kontrole byly vzorky 66/34-5-9 a
66/34-27-9 s polovi¢ni metabolickou aktivitou. Diferenciace po 7 dnech probihéa obdobné jako
u kontroly. Ani po 14 dnech experimentu hodnoty metabolické aktivity méfenych vzorkt
nedosahuji hodnoty kontroly, nicméné se snizuje rozdil mezi naméfenou hodnotou kontroly a
vétsiny vzorkd. U vSech méfenych vzorka aktivita stoupa, pouze u vzorku 66/34-17-12 doslo
k poklesu metabolické aktivity mezi dny 7 a 14. Diferenciace po 14 dnech probiha stejné jako
u kontroly. Po 21 dnech experimentu byla mezi vétSinou vzorkl absorbance pfi méfeni
metabolické aktivity vyrovnana, ackoliv stale niz§i, nez byla absorbance naméfené na kontrole.
Vzorek s nejnizsi aktivitou je jednoznacné 95/5-18-9 Pl. Vysledky méfeni je mozné pozorovat
na Obrazek 19. Diferenciace u v§ech méfenych vzorku probiha obdobné jako u kontroly.
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Obrazek 19 Metabolicka aktivita bunék mérena MTS

Butiky byly nasledné vizualizovany pomoci konfokalni mikroskopie. Bunécna jadra byla
obarvena propidium jodidem (na Obrazek 20 Cerven¢) a intracelularni membrany DiOC6(3)
(na obrazku zelené). Po 21 dnech experimentu byl povrch vSech vzorkl pokryt silnou vrstvou
bunék. Nejméné buneék bylo pozorovano na vzorcich 95/5-18-9_Pl a 66/34-17-12_3D.
Vysledky vizualizace koreluji s méfenim bunécné proliferace. Vzorky, které vykazovaly
nejniz§i hodnoty pro proliferaci, majii neyméné vizualizovanych bunék.
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66/34-5-9_3D

66/34-27-9_3D

66/34-18-6_3D

66/34-17-12_3D

Obrazek 20 Vizualizace pomoct konfokalni mikroskopie, méritko 100 um
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6. Diskuze a zavér

V ramci experimentu bylo pfipraveno 20 vzorkd ze Ctyf slozek, kterymi jsou poly-3-
hydroxybutyrat, poly(kyselina mlécna), hydroxyapatit a zmeékcovadlo Syncroflex3114. Piesné
slozeni vzorkd bylo urCeno planovanym experimentem, na zakladé vytvorenych hranic
(extrému) jednotlivych faktort. Ty byly nastaveny tak, aby byla ve vzorcich vzdy majorita
P3HB a zaroven, aby byl otestovan maximalni mozny obsah plniva. Z téchto slozek byly na
dvousnekovém extrudéru piipraveny granule materialu. Z téch byly nasledné vytvoreny
filamenty pro 3D tisk na jednoSnekovém extrudéru. Z pfipravenych filamentd byla vytiSténa
testovaci télesa pro optimalizaci podminek 3D tisku; teplotni véze a télesa na warping.
Optimalizovanymi podminkami byla néasledné pfipravena télesa pro mechanické testy. Pro
charakterizaci mechanickych vlastnosti materialu byla zvolena ohybova a tlakova zkouska.
S ohledem na planovanou aplikaci pro resorpci v lidském téle byl proveden test urychlené
biodegradace v kyselém prostiedi.

Soucasti diplomové prace je 1 statistické vyhodnoceni namétrenych dat pomoci matematického
modelu, pficemz vysledkem jsou koeficienty vztahujici se k jednomu ze tii zvolenych faktort
(poméry PLA/P3HB, HAp/(P3HB+PLA), S3114/(P3HB+PLA+HAp)). Tyto koeficienty urcuji
miru vlivu daného koeficientu na méfenou hodnotu. Soucasti vysledku je i trojrozmémé
grafické znazornéni zavislosti méfené veliciny najednotlivych faktorech. V ramci planovaného
experimentu byly vyhodnoceny tyto zkousky: teplotni véz, warping, ohybova a tlakova
zkouska.

Prvnim optimaliza¢nim krokem tisknutelnosti pfipravenych materialt je teplotni véz. Pomoci
tohoto 3D tisténého télesa dokazeme odhadnout optimalni teplotu pro tisk dalsich testovacich
téles. Zhodnocenim jednotlivych prvkia véZe byla vybrana optimalni teplota pro kazdy vzorek.
Interval optimalnich teplot tisku se nachézi v rozmezi 180-200 °C. Zaroveii se jedna o prvni
zpracovani pripravenych materiali pomoci 3D tisku a po této zkusenosti miizeme konstatovat,
ze jsou nékteré z pripravenych vzorka velmi obtizn€ zpracovatelné a nejsou tedy pro bézné
pouziti vyuzitelné. Jsou to predevsim vzorky 80/20-24-7,80/20-23-11 a95/5-18-9. Tyto vzorky
jsoujedny z nejvétsich extrému z hlediska mnozstvi obsazeného P3HB. Tyto vzorky jsou velmi
kiehké a z divodu obsazené biomasy v P3HB cCasto ucpavaly trysku 3D tiskarny. Statistickym
vyhodnocenim bylo zji§téno, ze vliv na teplotu tisku maji v§echny faktory. Nejvétsi vliv vSak
maji shodné kvadratické koeficienty faktoru 1 (pomér PLA/P3HB) a faktoru 3 (mnozstvi
zmékcovadlave vzorku).

Druhym optimalizacnim experimentem je otestovani tzv. warpingu. Warping je negativni jev
pfitomny u 3D tisku. Cesky ho mizeme nazvat napiiklad krouceni a diisledkem tohoto jevu
jsou odlepujici se rohy télesa od tiskové podlozky. V extrémnich pfipadech muze dojit
k Gplnému odlepeni t&lesa. Uplné zabranéni warpingu nelze provést, ale miizeme tento efekt
minimalizovat optimalnim nastavenim tiskarny a teploty tisku. Naptfiklad u komercné dostupné
PLA se vliv warpingu snizuje zahfatim podlozky na 60 °C. U testovanych vzorku v§ak zahtati
podlozky nemélo zadny efekt. Testovani bylo provedeno s vyuzitim specialniho testovaciho
télesa. Ve chvili, kdy doslo k odlepeni casti télesa od podlozky byla zaznamenana vyska
vytisténého télesa a porovnana s 3D modelem. Vysledkem této studie je warping koeficient,
ktery uréuje miru krouceni u testovaného materialu. Cim je vy$§i hodnota warping koeficientu,
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tim hafe je material tisknutelny. Nejvyssi hodnotu warping koeficientu ma jednozna¢né vzorek
95/5-18-9, kdy se vzorek odlepil prakticky hned po vytisknuti ctvercové zakladny testovaciho
télesa. Naopak nejniz§i hodnotu ma vzorek 55/45-11-7, ktery ma hodnotu warping koeficientu
1,7 + 0,3. Statisticky vyhodnocené hodnoty warping koeficientu odhalily, Ze vyznamny vliv na
warping maji témer vSechny koeficienty. Nejvétsi vliv v§ak ma faktor 1 (pomér PLA/P3HB)
a to téméf shodné kvadratickyi linearni prispévek.

Pfi vyvoji nového materialujetieba otestovat mechanické vlastnosti. V této praci byly zvoleny
dva experimenty, a to ohybova a tlakova zkouska. Vyhodnocenim vysledki ohybové zkousky
bylo zjiSténo, ze se modul pruznosti méfenych vzorkii pohybuje v rozmezi 2,3-3,7 GPa.
Porovnanim téchto vysledkl s hodnotami naméfenymi pii tlakové zkousce bylo zjisténo, ze
modul pruznosti v tlaku ma témét o polovinu niz§i hodnoty. Materialy jsou tedy podstatné
odolnéjsi v ohybu nez v tlaku. Nejvyssi hodnotu modulu pruznosti maji shodné vzorky 55/45-
24-7 a 66/34-18-6 a to i v ohybu i v tlaku. Zajimavé je, ze v obou experimentech byly také
naméteny stejné hodnoty pro oba materialy. Modul pruznosti v ohybu je 3,7 GPa a v tlaku
1,8 GPa pro oba vzorky. Srovnanim namétenych hodnot s modulem pruznosti lidské kosti bylo
zjisténo, ze se tyto hodnoty velice lisi. Kost sice nema presnou hodnotu modulu pruznosti,
protoze nezalezi pouze na tom, jaka kost téla je méfena, ale zaroven zalezi na tom, v jakém
misté kosti méteni probiha, ale z reSerSe vime, Ze se modul pohybuje v nizsich desitkach GPa
(75, 76, 77). Zaroven je méfeni ovlivnéno stafim kosti, resp. vékem cloveka a také jeho
pohlavim. Dalsi hodnotou méfenou pii ohybové zkousce je pevnost. Naméfené hodnoty
pevnosti se pohybuji v rozmezi 35,9-58,9 MPa. Vzorky s nejvyssi pevnosti jsou 55/45-11-7 a
66/34-18-6. Namérené hodnoty je opet mozné porovnat s pevnosti lidské kosti, ale opét plati,
ze pevnost kosti zavisi na mnoha faktorech, jak je zminéno vySe u modulu pruznosti kosti.
Pevnost kosti muze variovat mezi 90-209 MPa u kortikalni kosti, u houbovité 1,5-45 MPa (78).
Dalsi hodnotou ziskanou z tlakové zkousky je napéti pti 1% deformaci. Hodnoty naméteného
napéti se pohybuji v rozmezi 2,0-10,0 MPa. Nejvétsi hodnoty napéti byly naméteny pro vzorky
55/45-24-7 a 66/34-18-6. Statistickym vyhodnocenim dat namétfenych ohybovou zkouskou
bylo zji§téno, ze nejvetsi vliv na modul pruznosti ma mnozstvi zmekcovadla ve smési. Vliv
zmekcovadla byl znazornén se zapornym koeficientem, zmekcovadlotedy pasobi negativné na
modul pruznosti. Tento vliv je 1-2x vétsi, nez pozitivni vliv poméru PLA/P3HB a mnozstvi
HAp ve smési. Dal§i naméfenou hodnotou pfi ohybové zkousce je pevnost. Pevnost nejvetsi
mirou ovliviuje také zmekcovadlo ve smési a znovu je tento vliv negativni. Nicméne¢ je zde
dilezité zminit i pozitivni vliv poméru PLA/P3HB, ktery je jen o Ctvrtinu nizsi, nez vliv
zmékc¢ovadla. Polovi¢ni vliv, nez mnozstvi zmékcovadla ma i mnozstvi HAp ve smési.

Zhodnocenim celkového planovaného experimentu mizeme konstatovat, ze testované meze
vstupnich parametrd experimentu byly vhodné€ nastaveny na zakladé predchozi zkusSenosti
s podobnymi materialy. Vzorky s extrémy v jednom z faktort byly velmi obtizné tisknutelné a
pravdépodobné by nebylo mozné vytisknout vzorky o slozeni za hranicemi tohoto experimentu.
Na testované vlastnosti materialu méa obecné nejvétsi vliv mnozstvi zmeékcovadla ve vzorku a
ve vSech pripadech je tento vliv negativni. Vyhodnocenim planovaného experimentu byla
vybrana smés, ktera ma optimalni sloZeni pro pfipravu scaffoldu. Jeji sloZeni je 35,2 % P3HB,
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30,8 % PLA, 28,3 % HAP a 5,6 % S3114, coz nejblize odpovida testovanému vzorku 55/45-
24-7, ktery nevykazoval problematické chovani pfi zadném z testa.

V ramci diplomové prace byl proveden prvni screening biodegradace v kyselém prostiedi.
Prvnim experimentem byl 8hodinovy test, kde nebyl pozorovan zadny ubytek hmotnosti nebo
zména pH. Proto byl zvolen delsi, 48hodinovy experiment. Ani pii prodlouzeném testu se vSak
neprokazala vyraznéj§i zména hmotnosti. Byl proveden jesté 6denni experiment pro vzorky
s extrémy ve slozeni, avSak ani v tuto chvili nebyly pozorovany jasné ubytky hmotnosti ani
zmeény pH, prestoze byla zvolena polovicni vyska vzorku. Pfedpokladané zdiivodnéni, pro¢ ke
snizeni hmotnosti nedochazi, je to, ze degradace probih4 procesem hydrolytické degradace
v objemu télesa. Nejprve se nahodné §tépi esterové vazby a snizuje se molekulova hmotnost.
Jakmile se molekulova hmotnost snizi pod hodnotu 10000 g-mol™!, dojde i ke snizeni
hmotnosti. Pro potvrzeni tohoto predpokladu je vhodné provést gelovou permeacni
chromatografii pro zjisténi molekulové hmotnosti. Tento experiment bude predmétem dalSiho
testovani.

Na externim pracovisti bylo provedeno biologické testovani vzorkd, jehoz vysledkem bylo
zjisténi, ze jsou vSechny testované vzorky biokompatibilni a nenesou znamky cytotoxicity.
Protoze byly testovany vzorky o slozeni definovaném parametry na extrémech
experimentalniho prostoru, je oekavano, ze jsou biokompatibilni i zbylé pripravené materialy.
Zaroven byl porovnanim vysledka na nosicich vytis§ténychna 3D tiskarné a vylisovanych v lisu
vyvracen predpoklad nevhodnosti metody FDM pro vyrobu scaffoldi. Naopak se z vysledka
jevi drsny povrch 3D tisténych vzork jako optimalnéjsi, nez leskly povrch vylisovanych téles.
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Seznam symbolu a zkratek

TE
HAp
PGA
PLA
PLGA
PLLA
PEM
PCL
COL
BC
Ap
OGP
PHA
P3HV
P4HB
P3HHXx
PHBH
PHBV
P3HB
FDA
TCP
ECM
CAD
FDM
SLA
SLS
SLM
TGA

Tkanové inzenyrstvi

Hydroxyapatit

Poly(kyselina glykolova)
Poly(kyselinamlécna)

Kopolymer mlééné a glykolové kyseliny
Poly(kyselina L-mlécna)

Precise extrusion manufacturing
Poly(e-kaprolakton)

Kolagen

Bakterialni celuloza

Apatit

Osteogenni rustovy peptid pro regeneraci kosti
Polyhydroxyalkanoaty
Poly-3-hydroxyvalerat
Poly-4-hydroxybutyrat
Poly-3-hydroxyhexanoat
Polyhydroxybutyrat-co-hexanoat
Polyhydroxybutyrat-co-hydroxyvalerat
Poly-3-hydroxybutyrat

Americka 1ékova agentura

Fosforecnan vapenaty

Extracelularni matrix

Pocitatem podporovany navrh
Modelovani depozici taveniny
Stereolitografie

Spékani prasku laserovym paprskem
Taveni laserovym paprskem

Termogravimetricka analyza
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PHBH

ASA
PA
PET
3HV
S3114
HCl
NaCl
GPC

Poly(hydroxybutyrat-ko-hydroxyhexanoat
Akrylonitrilbutadienstyren
Akrylonitrilstyrenakrylat

Polyamid

Polyethylentereftalat

3-hydroxyvalerat

Syncroflex3114

Kyselina chlorovodikova

Chlorid sodny

Gelova permeacni chromatografie
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