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ABSTRAKT

Bakalatska prace se zabyva vyvojem unikatni struktury buné¢ného nosic¢e pomoci
technologie FDM/FFM 3D tisku a néslednym biologickym testovanim s lidskymi
bunikami Vv podob¢ in vitro testi. Cilem préace je vytvoreni takoveé struktury a jejiho
fyzického modelu, ktery se v ramci tkanového inzenyrstvi s Umyslem nahrady nefunk¢ni
kostni, svalové ¢i chrupav¢ité tkané bude dal vyvijet az do stavu, kdy bude moznost
takovyto scaffold otestovat in vivo metodami. Testovanymi materialy byly poly(e-
kaprolakton) a kyselina polymlé¢na. Oba materialy jsou v oboru tkanového inzenyrstvi
Siroce vyuzivany. Vysledkem prace bylo zjisténi, Zze z Kkyseliny polymlécné
se jednozna¢né lépe tisklo a vysledné nosice byly jednotnéjsi. Za nastavenych podminek
biologického testovani vykazovala Kkyselina polymlé¢na taktéz vyS§i miru poctu

a proliferace bunék MG-63, coz bylo dokazano MTT testem.

Kli¢ova slova

nanovlakna, 3D tisk, tkafiové inZzenyrstvi, bunéény nosié

ABSTRACT

Bachelor thesis deals with development of a scaffold’s unique structure using
the FDM/FFM 3D printing as one of the methods of Rapid Prototyping and biological
testing afterwards using the in vitro lab methods. The aim of this pursue is to develop
such a structure and its physical model which is intended to replace dysfunctional bone,
muscular or cartilage structures, that has certain properties and hence is suitable
for advanced in vivo testing. Materials used within this experiment were poly(e-
caprolactone) and polylactid acid. Both materials are respected and widely used
in the field of tissue engineering. The results of this work bring to the attention that
printing the scaffolds using the polylactid acid was much easier and that such printed
scaffolds manifested more of an equal physical appearance. The conditions set
for biological testing also suited the polylactid acid better as these scaffolds showed
higher rate of thriving MG-63 cells during the MTT testing.
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Uvod

Cilem teoretické Casti prace je definovat zakladni pojmy a podat struény piehled
0 tkanovém inZzenyrstvi jako 0 védnim oboru a dale 0 moznostech, které tento relativné
novy védecky obor nabizi. Prace je zaméfena na vyvoj vlakennych polymernich
buné¢nych nosi¢t pomoci metody Rapid Prototyping (RP). V prvnich odstavcich
nasledujiciho textu vSak budou piedstaveny i jiné materidly a jiné formy nosic¢u.
Mluvime-li o tkanovych nosiéich, neni zcela nutné uvazovat pouze vlakenné struktury.
Nabizi se i1 jind fada moznosti, naptiklad nanaSeni bioaktivnich latek (coating)
naneporézni ¢i malo porézni povrchy (plati predevS§im pro kovové nosice),
nebo na keramické, pripadné sklokeramické kompozity. Stejné jako existuji rizné
technologie vyroby bunéénych nosici (elektrostatické zvlaknovani z roztoku ¢i taveniny,
melt blown, drawing, 3D tisk, vymyvani, zpéiovani aj.), z nichz kazda ma své vyhody
a nevyhody, existuji i rizné typy nosicu a rizné materialy, ze kterych se nosice vyrabéji.
Jiné mechanicko-fyzikélni vlastnosti vykazuje kost oproti mékkym tkanim, a proto je
tteba velice pfesné formulovat zakladni kritéria, podle kterych je zvolen vhodny material
1 struktura nosice. Nekdy je cilem poskytnout trvalou mechanickou podporu ¢i zcela
nahradit pivodni tkan/organ, jindy je implantace scaffoldu pouze docasna a funguje

jako prostiedi pro regeneraci vlastnich bunék tkané.
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1 Teoreticka ¢ast

1.1 Rapid Prototyping — 3D tisk

Rapid Prototyping je souhrnny nazev pro nékolik druhti vyrobni technologie.
Princip technologie spo¢iva v individudlnim navrhu a v konstrukci pomoci systémi CAD
(Computer-aided design) a v automatizovaném vyrobnim procesu. V oblasti tkanového
inZenyrstvi se tyto technologie vyuzivaji pfevazné¢ pro tvorbu 3D struktur. Tiskarn€ jsou
data piedkladana ve form¢ 2D a pomoci vrstveni vznika vyslednd 3D struktura.
Rozdily v technologii vychazeji z pouziti rozlicnych CAD programi nebo 3D zafizeni.
Vyhodou 3D tisku je pfedevsim vysok& mira kontroly nad vyslednym stavem vyrobku
a moznost velice pfesné definovat jeho parametry (tvar, rozméry, vzdalenost jednotlivych
vldken). Dalsi vyhodou je moznost tvorby kompozitnich nosicd, napiiklad pomoci
kombinace 3D tisku a elektrostatického zvlakinovani. Limitnim faktorem technologie
3D tisku je tiskovad hlava stryskou, kterd ovlivituje tloustku tisknutych vlaken.
Tloustka materidlu tedy ovliviiuje celkovy objem pouzitého materidlu ve vysledné
struktufe, coz muze mit za ndsledek prodlouzenou dobu rozkladu nosice v téle pacienta.
[1] Na Obrazku 1 je zobrazen technologicky postup vyroby scaffoldu od prvotniho
ziskani informace po navrh v CAD systému, vyvoj pomoci RP technologie,

osazeni buiikami a implantace do téla pacienta. [2]

— 3D-information

biocompatible/bio-
degradable materials

human W com_puter y
—>  x-ray/ —» assisted A
bady tomography design (CAD)\‘ Rapid e
Prototyping | : shape :
Systems | "7 T
»
’ii\;i;lé ol ! cells from . -~ >
! 1 i . H
_________ atient ll :
patients N NS
individual
- Il > T—— &
New <= implantation =750 clte < -~ designed
tissue - - - culure o ___ 30 scaffold

Obréazek 1 Technologicky postup vyroby bunécného nosice pomoci metody Rapid Prototyping
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1.2 Elektrostatické zvlaknovani

Historie elektrostatického zvldknovani (anglicky electrospinning) zac¢ina roku
1897, kdy Rayleigh poprvé popsal podstatu jevu. Podrobné&jsim studiem elektrospinningu
se nésledné zabyval az sir G. Taylor, jenz své poznatky sepsal a publikoval v préci z roku
1969. [3] Od této doby se proto vypozorovanému jevu ptezdiva Taylorav kuzel. Taylorav
kuzel je zaktiveni povrchu elektricky vodivé kapaliny vlivem vystaveni kapaliny
elektrickému poli. Podstatou jevu je samoorganizace polymerniho roztoku/taveniny
do formy nanovlaken pouze za G¢inku elektrického pole. [1] Pfi pfekonani povrchovych
sil kapky je z Taylorova kuzelu vymr$tén polymerni proud, ktery nasledné prochazi
stabilni a nestabilni (zde dochazi k tzv. bicovani) oblasti, az je nakonec zachytavan
na opacné nabity nebo uzemnény kolektor. Protoze je elektrostatické zvlaknovani svym
principem velice jednoduché, jednd se o jednu z nejpouzivanéjich metod k vyrobé
nanovlaken. Zaklad zvlakinovaciho zafizeni tvoii zdroj vysokého napéti, davkovac
polymeru a kolektor, viz Obrazek 2. [4] Zvlakiovacim ustrojim je nejcastéji jehla,
tzv. kapilara. Dalsi moznosti je kuptikladu zvlaknovani z valecku. Na tomto principu

operuje zatizeni Nanospider™ vyvinuté na Technické univerzité v Liberci.

Polytmerni roztok

Vsthkowani
—

Kolektor

Tayloriv kuzel
Zdrog Davkovac zafizeni e

vysokého
napéti

Obrazek 2 Schéma zvidkiiovaciho zarizeni pro elektrostatické zvldkiovaini
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1.3 Tkanové inzenyrstvi

Tkanové inzenyrstvi je mezivédni obor aplikujici inZenyrské a biologické postupy
zaucelem zakladniho poznani vztahu mezi strukturou a funk¢nosti zdravych
a poskozenych tkani savci. Snahou je vyvinout biologicky kompatibilni nahrady
pro obnovu, zachovani nebo vylepseni funkci danych tkani. [5] Cilem je pak vyvinout
takové technologické postupy a materialy, které budou nasledné slouzit pfi
rekonstrukcich a nahradach tkani ¢i organt v piipadech, Ze pavodni tkan je z jakéhokoliv
divodu neschopna nadale vykonavat svou funkci — jedna se zejména o cévni nahrady,

regeneraci opotiebovanych kloubii a chrupavek, kostnich a zubnich tkani.

1.3.1 Materiély pro tkanové inZenyrstvi

Materidly pro tkanové inzenyrstvi musi vykazovat vysokou miru
biokompatibility, vZzil se tedy zkraceny ndzev biomaterialy. Prvotni definice biomaterialu
z roku 1976 byla pozdéji pieformulovana, v sou¢asné dobé zni piiblizné takto: ,,material,
jehoz zamyslenou funkci je lécit, vylepsit anebo nahradit kteroukoliv tkan, organ nebo
funkci v tele. [5] V soucasné dobé se za biomateridly povazuji syntetické a ptirodni
polymery, jejichZ nejvétsi vyhodou je moznost tvofit vlakna riznych jemnosti,
dobré biokompatibilita v prostiedi téla a relativné snadno a dobte regulovatelny rozklad
polymeru v téle. Jedna se vétSinou o vlakna popisovana jako nanovldkna (d < 1000 nm)
¢i mikrovldkna (d > 1000 nm), pény, hydrogely nebo jiné porézni struktury.
Mimo polymernich vlakennych materialti, kterymi se bude tato prace zabyvat, budou
V nasledujicim odstavci zminéni dva vybrani zastupci z fady nepolymernich materialt.
Jednd se vSak o materidly s velkym potencidlnim piinosem v oblasti tkanového

inZenyrstvi.
1.3.1.1 Nepolymerni materialy

Bioaktivni sklo! (BAG) je sklokeramicky material, poprvé vyvinut v Sedesatych
letech 20. stoleti. Prvni ¢lanek popisujici BAG a jeho vlastnosti jako bunééného nosice
pro regeneraci kostni tkané byl vydan az v 80. letech a popisuje vyborné vlastnosti BAG
pfi pojeni na plivodni kost. Mechanismus pro kultivaci bun€k na povrchu bioaktivniho

skla spociva v kontaktu t€lnich tekutin s povrchem skla, kde dochazi k vyméné ionti

L Anglicky vyraz Bioglass® je obchodni nazev konkrétné patentovaného slozeni, proto je dileZité nezaménovat dva
relativné stejné pojmy; biosklo a bioaktivni sklo
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Na* spole¢né s rozpousténim Ca?*, PO4>~ a Si** za vzniku silica-gelu na povrchu skla,
ktery je podkladem pro tvorbu calcium-fosfatu, viz Obrazek 3. [6] Ten nasledné

krystalizuje do podoby hydroxyapatitu, ktery odpovida chemickému slozeni kosti. [7]

Bioactive Glass Surface Reaction

nepodporuje bakteridlni mnozeni. [8] Diky bohaté iontové vyméné se také zjistilo, ze sklo

iniciuje tvorbu kostnich bun¢k a aktivné se tak podili na diferenciaci a proliferaci.

Nosi¢i kostnich bunék mohou byt i kovy. Aktualné je velka pozornost vénovana
hot¢iku a hofe¢natym slitinam. Hoi¢ik je v kostni tkani hojné zastoupeny prvek
a s puvodni tkani dobfe reaguje. Na rozdil od titanu, ktery byl doted’ ¢asto vyuzivany,
je pevnost a hustota hot¢iku a kosti velmi podobna (pmg = 1,74 glcm3, prosi = 1,8-2,1
g/cm?). [9] [10] Oproti polymernim scaffoldiim maji kovy vétsi pevnost a odolnost viigi
deformacim, jsou Casové stalejsi a pri rozkladu mineralizuji okolni prostiedi. V testech
bylo prokazéano, Ze hot¢ik proaktivné plsobi pii aktivaci osteoblastli pro tvorbu nové
kostni tkané. [9] Poérovitost 1 velikost porG maji velky vliv jak na degradaci nosice,
kdy degradace je tim rychlejsi, ¢im vétsi jsou pory, tak i na kultivaci novych bunék
a naslednou proliferaci. [11] Hoi¢ik s istotou vice jak 99 % koroduje relativné rychle
a vlivem porovitosti jeste rychleji, protoze v téle funguje jako katoda. Zpomalit degradaci
nosicu se podafilo pti inflzi stopovym mnozstvim kovu vzacnych zemin (lanthanoidy,
yttrium, scandium). [12]
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1.3.1.2 Polymerni materialy

Polymery jsou makromolekularni latky, jejichz struktura se v ramci fetézce

nekolikrat opakuje. Klicovym prvkem fetézce je uhlik. Oproti nizkomolekularnim latkam

A4

maji ndsobn¢ vyssi molarni hmotnost. Diky tomu maji vysoky bod varu a nez jej
dosahnou, dosahuji zpravidla bodu rozkladu. Polymerni latky tedy nemaji plynné
skupenstvi, dusledkem jejich struktury se formuji jina fyzikalni uspotfadani — fazové
stavy. Za polymerni fetézce ozna¢ujeme materialy, jejichZ strukturni (zakladni) jednotka
— mer, se Vv fetézci opakuje vice jak 1000x (nenito vSak exaktni ani dogmaticky
definovany pocet). Logicky se tedy dostavame k samotnému nazvu ,polymer®,
coz je slozenina dvou feckych slov — ,,poly, znamenajici nasobny a ,,mer®, znamenajici

jednotka, viz Obrazek 4. [13]

monomer polymer

|CN
Ghigpacns CN CN CN CN CN
akrylonitril — CH;—CH — CH;—CH— CH;—CH — CH,;—CH-— CHy— CH+

polyakrylonitril
mer (a)

CHy==CH— CH=CH,
butadien
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styren

1,4-polybutadien
Py mer (b)

— CHz~ CH— CHy— CH— CHsy~ CH— CH;— CH—CHzy— CH—

polystyren mer (s)

Obréazek 4 Na prikladu jsou zndzornény monomerni jednotky ti1 chemickych latek

(akrylonitril, butadien a styren) véetné jejich polymernich retézcu

Véda zabyvajici se studiem polymert se nazyvd makromolekularni chemie.
Pro¢ si polymery zasluhuji pozornost védct po celém svété? Jedna se piedevsim o jejich
unikatni vlastnosti a s trochou nadsazky muzeme o soucasné dobé hovofit jako o dobé
,»polymerni, a to jednoduse proto, ze polymery jsou v§ude kolem nas. Svymi vlastnostmi
dokazi nahrazovat, mnohdy i piekonavat, doposud tradi¢ni materialy, jakymi jsou kovy,
sklo apod. Jeto pravé opakujici se struktura, ktera jim propujcuje jejich unikani
vlastnosti, kdy zakladni jednotka — mer, ¢asto vykazuje zcela odlisné vlastnosti od téch,
kterymi disponuje polymer. V piipadé polymeri tak hovoiime o makroskopickych
vlastnostech a snahou je rozkli¢ovat zavislost makroskopickych vlastnosti na zakladé

molekularni struktury.

16



Pro pouziti polymert v tkanovém inzenyrstvi je prvotni podminkou
biokompatibilita. Materialy splitujici tuto podminku 1ze rozdélit na pfirodni a syntetické,

jak je ilustrovano na Obrazku 5. [14]

Biodegradable polymers
1
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Obrézek 5 Rozdéleni biopolymerii na zdkladeé vychozich surovin

1.3.1.2.1 Poly(e-kaprolakton)

Poly(e-kaprolakton) (PCL) je synteticky polymer vyrabény polymeraci za otevieni
kruhu e-kaprolaktonu. Strukturni vzorec je uveden na Obrazku 6. [15] PCL je hydrofobni,
semikrystalicky, alifaticky polyester s nizkou teplotou tani a dobrou rozpustnosti.
Protoze ma PCL relativné nizkou teplotou tani, vyuziva se spole¢né s jinymi polymery
jako kompozit, nebo se strukturné situje. [16] Degradace PCL je dvoustupniova,
prvni fazi je hydrolytické $té€peni esterovych vazeb, po snizeni molekulové hmotnosti
nastava enzymatické $tépeni. Doba rozkladu PCL v téle zavisi na molekulové hmotnosti
polymeru, je vsak delsi nez u kyseliny polyglykolové (PGA) nebo kyseliny polymlécné
(PLA). | proto bylo od PCL, jakoZto materialu pro vyrobu tkafiovych nosiét, nosict 1é¢iv,

chirurgickych niti aj., v minulosti upusténo. [17]

0]

n

Obréazek 6 Strukturni vzorec poly(e-kaprolaktonu)

1.3.1.2.2 Kyselina polymlécna

Kyselina polymlécna je biodegradabilni ptirodni polyester s linearnim fetézcem,

viz Obréazek 7, vyrabéna nejcastéji polymeraci za pomoci otevieni kruhu laktidu kyseliny
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mlécné. Vychozi kyselina mléna pro vyrobu PLA je ziskdvana fermentaci glukozy
zbézné¢ dostupnych zemédélskych plodin (kukufice, fepy, titiny apod.). [18]
PLA je prithledny a velice odolny material. Z toho divodu je ¢im dal ¢astéji vyuzivani
v primyslovych odvétvich jako substitut za plasty z oblasti petrochemického priamyslu.
Jednd se predevs$im o vyrobu plastovych oball a lahvi. PLA lze zpracovavat naprostou
vétSinou prumyslovych technologii, at’ uz se jedna o lisovani, vstiikovani, tvareni apod.
Diky tomu, Ze je PLA biodegradabilni, ale i biokompatibilni, dostava se mu pozornosti
pii vyvoji implantati v tkanovém inzenyrstvi. [19] Pro svoje vytecné mechanické
vlastnosti a odolnost je zkoumano zejména pouziti PLA jako podpory pii rastu
pro tkanové inzenyrstvi jsou stupen krystalinity, molekulova hmotnost a Sterecizomerie
daného polymeru. PLA lze povaZzovat za vhodny material pro vnitrotélni implantaty,

protoze podléha hydrolytickému Stépeni a Casem se v té€le samovolné rozpadne. [20]

O
O
CHs; n

Obréazek 7 Strukturni vzorec kyseliny polymlécéna

1.3.2 Scaffoldy

Scaffoldy (v ptekladu leseni, opora) jsou materialové struktury, slouzici jako
tkanové nosice bunék. Vlastnosti scaffoldii napodobuji morfologické vlastnosti piivodni
tkané. Vychozimi materidly pro vyrobu tkanovych nosi¢t jsou povétSinou polymerni
organicke nebo anorganické materialy. Prostorové lze scaffoldy rozdélit na dva typy —
dvojrozmérné a trojrozmérné struktury. Elementarni pozadavek, kterym musi scaffold
ve tkanovém inzenyrstvi disponovat, je schopnost ukotvit na své struktufe nové bunky.
Tato schopnost je v téle pfirozené zajist€éna pomoci mimobunééné zakladni hmoty
(tzv. extracelularni matrix; ECM). [21] Pftirozené¢ tedy ECM, piipadné scaffold,
poskytuje vhodné podminky pro rozlozeni, migraci, proliferaci a néslednou diferenciaci
bunék. Tyto vhodné podminky jsou v piipadé scaffoldu zajistény vybérem vhodného
materialu a tvaru. VSechny pro té€lo neptivodni nosice spojuje dostatecna porovitost,
tedy prostupnost, a to jak samotnych bungk, tak i jejich vyzivy, ktera je potiebna pro

nasledny vyvoj. [22] [23]
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1.3.2.1 Pozadavky na scaffold

V zavislosti na typu scaffoldu se odviji i jeho vlastnosti. Z hlediska pozadavki
muzeme scaffoldy délit na aktivni (bioaktivni) a pasivni. Ackoliv se diive vyuzivalo
nosicl, které jsou vyrobeny z pasivnich materidlt, tj. materidlt, které nejsou
biodegradabilni 2, ale jsou biokompatibilni ®, [5] je soucasny trend zcela opacny.
Dnes je vyuzivano nosi¢u aktivnich, jeZ svoji pfitomnosti stimuluji rast novych bunék.
Pasivni nosice jsou vyrabény z materialti jako keramika, nerezova ocel, hoi¢ik, titan,
kobalt, nikl a rtizné slitiny vyse uvedenych kovi. Tyto materidly jsou odolné vuci
rozkladnym procestum v téle, jsou pevné a nedegraduji za vzniku toxickych metaboliti.
Dané nosice jsou vyuzivany piedevSim jako kloubni ndhrady, jejich uplatnéni vSak

najdeme i v ortodoncii.

Aktivni nosice, jejichz vyvoj je pfedmétem zkoumani této prace, jsou, oproti
predeslym, tvofeny z biodegradabilnich polymernich materiald. Tyto materidly mohou
byt bud’ pfirodniho charakteru nebo syntetické. Jejich vybér zavisi na pouzité vyrobni
metod¢, zpisobu a na pouziti v cilové tkdni. Vybér materidlu je kritickou zalezitosti.
V pocatcich rozvoje tkanového inzenyrstvi figurovali primarn¢ pasivni materidly, nyni je
vsak jasné, ze tyto materidly nevyvolavaji pozadovanou buné¢nou odezvu pro stimulaci
vlastni tkanové regenerace. [24] Ve studii z roku 2000 jsou kritéria pro vybér materialu

na zaklad¢ potiebnych vlastnosti definovana nasledovné¢:

(1) podpora rastu nové tkané (komunikace mezi bufikami, pfenos bunék
aptistup bunék K Zivinam, lé¢ivim a rastovym faktortm musi byt
V nejvyssi mozné mife)

(i)  omezeni bunééné aktivity (nezadouci rast tkang)

(ili)  fizena bunétna odezva (zvyseni specifické bunééné aktivity pii soucas-
ném potlaceni jinych bunécnych aktivit)

(iv)  zlepseni uchyceni bun¢k a nasledna bunéc¢na aktivace
(proliferace a uchyceni fibroblastt, produkce ECM pti rekonstrukci skary)

(v) inhibice/aktivace uchyceni bunék (nechténé usazovani trombocytt

na sténach cévnich néahrad)

2 hiodegradabilni materialy jsou v téle ptirozen& metabolizovany, podminkami pro jejich pouziti je jejich netoxicita pii
rozkladu a pro imunitni systém snadné detekovatelnost a vylouceni z téla

% hiokompatibilni materialy jsou pro t&lo indiferentni, nevyvolavaji odezvu imunitniho systému, buitkdm poskytuji
podklad pro rist, nejsou zadnym zpisobem metabolizovany
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(vi)  omezeni biologické odezvy (inhibice ucinku protilatek na autologni*

nebo xenologni® buiiky pii transplantacich)

Biodegradabilni polymery se pouzivaji tam, kde je potieba vlastni obnovy tkang,

a nikoliv dlouhodobé stalosti materialu. Je naopak zadouci, aby se jejich mechanicka

pevnost snizovala s takovym gradientem, se kterym naopak roste mechanicka odolnost

nove regenerované tkané. Jde tedy o rovnovdhu mezi degradaci vlozeného scaffoldu

a tvorbou nové tkané. Nedostatecné rychlé odbouravani vlozeného vldkenného nosice

muZze mit za nasledek zpomaleni regeneracniho procesu. Naopak pfili§ rychlé degradace

muze cely regeneracni proces narusit, protoze nové buiniky nebudou mit dostatek ¢asu

pro rist, vytvofeni potiebnych struktur apro vytvoreni

mechanické odolnosti.

Struktura scaffoldu, tvar, pruznost, pevnost a dalsi vlastnosti pak samoziejmé musi

odpovidat tkani, do které je nosi¢ vlozen. [6] Ptehled poZzadovanych vlastnosti potiebnych

pro vytvoreni kvalitniho bunééného nosice je vyobrazen na Obrazku 8.
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Obrazek 8 Viastnosti scaffoldu, kterych by dany nosi¢ meél dosahovat.

Na obrazku konkrétni priklad scaffoldu pro regeneraci kostni tkané.

4 darcem i pi{jemcem bunék je stejna osoba
5 darcem bunék je zastupce jiného zivocisného druhu
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2 ReSersni ¢ast

V této c¢asti budou shrnuty metody, materialy, redlné poznatky a vysledky
z n¢kolika odbornych praci. Témata téchto praci se alespon castecné shodovala
se zadanim této prace, alépe tedy ctenafi pfiblizi problematiku pfed provedenim
vlastniho experimentu, ktery je popsan v nasledujici ¢asti. Tato reSerSe je zpracovana
zaucelem zjisténi, jaké jsou technologické trendy v oblasti 3D tisku,
kterymi se v soucasné dob¢ piipravuji bunééné nosi¢e. Dale jaké materialy, pfipadné
kombinace vyhovuji zadanym pozadavkim a jaké jsou technologické a materialové
limity. Vytvofit scaffold, ktery splituje jednotlivé podminky jako je mechanicka
odolnost, biokompatibilita aj. neni nemozné. Vyzvou je vytvoreni scaffoldu, ktery by
splnoval kombinaci téchto parametru, a to napiiklad tak, aby pevnost nosi¢e odpovidala
pevnosti kosti tam, kde je nosi¢ dosazen. Pfipadné, aby tizena degradace odpovidala ¢asu
ristu nové kosti nebo aby buiiky na nosi¢i dobie proliferovaly apod. Pravé z tohoto
divodu existuje mnoho metod vyroby scaffoldl, stejné tak jako materidlt. Pii vyvoji

dochazi i ke kombinaci vyrobnich metod a materiala.

Roohani et al. [25] ve své préaci popisuje vyrobu kompozitniho sklo-keramického
nosice s ndzvem Sr-HT Gahnite (patentovany material) pro nahradu kostni tkané pomoci
biotisku (DIW, robocasting). Dlivodem, pro€ se tato studie li§i od ostatnich, je vyuziti
hexagonalni struktury k porovnani mechanické odolnosti s jinak typickymi tvary
vyuzivanych ve tkanovém inzenyrstvi, viz Obrazek 9. Hexagonalni struktura vykazuje
vyjime¢né vysokou miru mechanické odolnosti, srovnatelnou pravé s pevnosti kosti,
atopii zachovani dostatetné porozity pro potfebny bunétny vyvoj. Pfi cyklickém
namahani byla demonstrovana odolnost viici inavé pii cyklickém zatiZeni. Lidska kost
méa mechanickou pevnost kolem 100-150 MPa. Testovanim se prokazalo, Ze podobnych
hodnot Ize dosadhnout i s danym kompozitnim nosi¢em. Pfi totoznych velikostech port
byla pevnost polymernich nosict az 150x mensi, nosice ze skla a keramiky vykazovaly
pevnost pifiblizné 5x mensi. Pro vlastni experiment je vdané praci podstatné,
ze hexagonalni struktura vykazuje vys$i odolnost pfi jednorazovém mechanickém
namahani, a také vyssi odolnost pii cyklickém zatizeni. Divodem zvySené odolnosti
hexagonalni struktury oproti struktufe tvofené obdélniky nebo oproti ,,zigzag® struktuie

je vétsi stycna plocha dotyku mezi jednotlivymi vrstvami, ze kterych se dany nosic¢ tiskne.
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Hexagonalni struktura byla vzdy mechanicky odolnéjsi nez zbylé

porozité. Nosice byly testovany pfi porozité cca 45 az 70 %.
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Obréazek 9 Porovndni mechanické odolnosti pri podélném a pricném zatizeni

V dalsi praci se tym védcu pod vedenim Sousa et al. [26] zabyval zlepSenim
adheze bun¢k na povrch nosi¢e vyrobeného z PCL pomoci kolagenového coatingu.
Protoze velky vyskyt metylovych skupin (-CHs) kolem hlavniho fetézce ¢ini z PCL
hydrofobni polymer, je potieba dodate¢né¢ zménit jeho hydrofobni charakter
na hydrofilni. Bunécna adheze a proliferace zavisi pravé na dobré afinité bunek
k podkladu nosice. Vysledky ukazuji vyrazné¢ lepsi bunéfnou adhezi a naslednou

proliferaci na povrch PCL vlaken, jejichz povrch vykazuje hydrofilni charakter. [27]

Jednou z moznosti zmény hydrofobniho charakteru na hydrofilni je oSetfeni
vlakenného nosice plasmou, jak bylo dokdzano praci Eda Yildirima et al. z Drexel
univerzity ve Filadelfii. [28] Vyhodou plasmatického oSetieni oproti chemickym
reakcim, potaZeni hydrofilnim filmem (naptiklad kolagenem, viz vySe) nebo iontovou
vymeénou je vybér ze Siroké skaly plynd (Oz, CO2, SO2, NH3, vzacné plyny) a tim mozna
manipulace funk¢nich skupin fetézce cileného polymeru. Vpravenim kysliku do hlavniho
fetézce pomoci polarnich funkénich skupin hydroxylu (-C-OH), carbonylu (-C=0)
nebo carboxylu [-(C=0)-OH], a tim padem rozstépenim dominantnich C-C vazeb,
dochazi ke zméné hydrofobniho charakteru na hydrofilni. Se snizenim hydrofobniho
charakteru doslo ke zvySeni povrchové napéti polymeru, coz ovliviiuje rychlost adheze
proteind k povrchu. Respektive zasadné ovliviiuje uspésnost adheze mysich osteoblastli
7F2 na povrch polymeru. Pii plasmatickém piisobeni po dobu 5 minut stoupla Gspésnost
adheze a nésledné proliferace bunék o 90 % oproti vzorkim, které plasmaticky oSetfeny

nebyly, viz Obrazek 10. Méfeni bylo provadéno fluorescen¢ni mikroskopii. [28] V zavéru
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prace jejasny dukaz, ze adheze a proliferace bunék je piimo zavisla na zvyseni
povrchového napéti povrchu polymeru a na zméné hydrofobniho charakteru

na hydrofilni.
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Obréazek 10 Inkubacni doba bunék pri porovnadni

plasmaticky osetrenych a neosetrenych PCL vzorkii

Tématikou zmény funkénich skupin fetézce, a tedy zménou polarity pro
optimalizaci adheze a proliferace bunék na povrch elektrostaticky zvlaknénych vlaken
z PCL, se zabyval itym védci pod vedenim Niny Recek et al. [29] ze Slovinska.
Pfredmétem z4mu bylo oSetfeni elektrostaticky zvldknénych vldken PCL
O plasmatickym paprskem, dale NHs a SO.. Bufiky nasazené pro zjisténi ucinnosti
osetfeni byly lidské endotelidlni bunky pupecni zily (HUVEC). Vysledky jsou totozné
s vysledky pfedchozi prace. Plasmatické oSetfeni pomoci kysliku vyrazné zlepsilo adhezi
a naslednou proliferaci bunék tim, ze se zménila vazebna energie vazeb C-C a doslo
ke zvyseni vazebnych energii C-O, C=0 a O=C-O u oSetieni pomoci O, V piipadé
pouziti NHz doslo i ke vzniku novych vazeb N-C=0 a C-N. Osetieni pomoci SO,
za vzniku noveé vazby C-S, vykazalo nejslabsi vysledky. Ptesto byly tyto vysledky lepsi
nez vysledky u zcela neosetienych vlaken, viz Obrazek 11. [29] Oproti zavéru predchozi
studie [28] se autofi této prace domnivaji, Ze adheze a proliferace bun€k nezalezi
na hydrofobii a hydrofilii tolik, kolik se piivodné myslelo, ale zalezi spise na chemickém
slozeni a morfologii. Jinymi slovy, zalezi na tom, jak moc se zméni povrch polymeru
po zasahu plasmovym paprskem, jaké nove vazby se utvofi a jak se zméni jejich vazebna

energie.
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Obréazek 11 Elektronova spektroskopie zachycujici zménu vazebnych energii pri pouZiti
rozdilnych plasmatickych paprskii. Zvyseni vazebné energie u (c) je zapricinéno snizenim obsahu
atomarniho kysliku po reakci NH3, kdy uvolnény vodik reagoval s kyslikem v polymeru, nova

vazba C-N vznikla tak, ze se dusik zakomponoval do Fetézce prdavé namisto zreagovaného kysliku
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3 Prakticka ¢ast

3.1 Vyvoj bunééného nosice

Pro osazeni bunécéného nosice (scaffoldu) buitkami a v kone¢ném dusledku 1 pro
moznost nosi¢ uspésné implementovat do lidského téla, je potieba definovat vhodny tvar
nosice, metodu vyroby, vybrat vhodny material a vzit v vahu i finan¢ni stranku celého
vyvojového procesu. Pfili§ vysoka cena vyvoje €1 vyvojového feSeni by mohla zamezit

rozsifeni a rozvoji projektu.
3.2 Tvar a struktura buné¢ného nosice

Pro ucely biologického testovani ve 12jamkovych kultivacnich destickach
byl zvolen prakticky kulaty tvar s primérem 21 mm a to proto, aby bylo mozné vzorky
co nejjednoduseji do jamky vlozit nebo z ni vyjmout. Ziroven je primér nosiCe
dostatecné velky na to, aby v jamce drzel pevné a nedochazelo k nechténému posunu pfi

manipulaci a tim naruseni kultivace osazenych bunék.

Tvar nosi¢e byl navrzen pouze za Ucelem jednoduché manipulace v ramci
biologického testovani. Naproti tomu vnitini struktura uZz mize ovlivilovat bunénou
proliferaci a byt vii¢i buitkdm hostilni. Zaroven s timto faktem je potfeba zvolit takovou
strukturu, kterd vykazuje dobré mechanické vlastnosti. Cilem je nahrada chybéjici nebo
poskozené tkané v téle kdy material i se svou strukturou musi poskytovat dostate¢nou
mechanickou odolnost. Inspiraci pro vnitini strukturu byl tvar buiky vceli plastve —
honeycomb, protoze tato struktura pti minimalnich rozmérech nabizi maximalni pevnost

a odolnost. [30]

3.3 3D tisk bunééného nosicée

Pro vyrobu scaffoldd byl vybrdn 3D tisk. Technologie 3D tisku ziskava
na popularité¢ nejen mezi domacimi kutili a nadSenci, ale siln¢ se rozviji i ve vyvoji
a v konstrukcich v tkanovém inzZenyrstvi, v medicing, ve Stavebnictvi, v automotive
prumyslu a jinde. Spole¢né s tim, jak roste zajem o 3D tisk, se rychle vyviji nové typy
ametody tisku a zaroven klesa cena vyroby 1 samotnych tiskéren.

v

Jednou z nejrozsitenéjSich a zaroven ekonomicky nejptiznivejsich moznosti 3D tisku

25



je vyuziti metody FDM/FFM (Fused Deposition Modeling/Fused Filament Fabrication).
Princip metody FDM/FFM je znazornén na Obrazku 12. [31]

Filament

._"{1_,

Tryska

S — Tiskovi podiozka

%

Obrazek 12 Schématicky popis principu technologie FFM/FDM

3.3.1 3D tiskarna RebeliX

K tisku bunéénych nosi¢u byla pouzita FDM tiskarna RebeliX, viz Obrazek 13.
[32] Jedna se o tiskarnu ¢eské vyroby. Nizka cena této tiskarny je dikazem, Ze pomoci
3D tisku (zvlasté pak FDM metodou) Ize relativné levn€ a snadno vytvaret vysoce
specializované a funkéni vyrobky. Obecnym problémem tiskaren typu FDM je piesnost
tisku v oblastech desetin a setin milimetrd. Tiskarna RebeliX je ve standardni upraveé
schopna tisknout vrstvy od tloustky 0,05 mm. Hlava tisk&rny s tryskou se pohybuje
vosach X a Y. Luzko/tiskova podlozka je v piipadé tiskdrny RebeliX vyhtivana,
ale je nepohybliva. Minimalni retrakce pfi pohybu hlavy tiskarny v ose X /Y je 10 um.

Obrézek 13 3D tiskarna RebeliX
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3.4 Vyroba bunécénych nosici

Prvnim krokem k ziskani fyzického modelu nosice je jeho 3D graficky navrh
pomoci nékterého z CAD programu. V tomto piipad¢ byl pouzit program AutoDesk
Inventor. Pivodné mél byt vytisknut Sestihran s hexagonalni strukturou i uvnitf modelu.
Z toho vSak seSlo, kvili nadmérné Gasové zatézi pii tvorbé modelu a kvuli nésledné
optimalizaci pii tisku. Optimalizace vSak zadnym zptisobem nedokaze ovlivnit pribéh
avysledek samotného biologického testovani. Proto byl vytvofen alternativni
jednoduchy kulaty tvar shexagonalni strukturou uvnitf nosi¢e. Kulaty tvar
byl strategicky vybran pro snadnou manipulaci a také proto, Ze pasuje do testovacich

jamek kultivaénich desti¢ek. Grafické ndvrhy nosi¢a jsou vlozeny v Piiloze ¢islo 5.

3.4.1 Vyroba nosice pomoci 3D tisku

Pro tisk byla zvolena tiskdrna technologie FDM/FFM, coz znamend, Ze tisk
je realizovan pomoci roztaveného filamentu, ktery je vtlaCovan do trysky umisténé
v tiskové hlavé. Jelikoz se parametry jednotlivych tiskaren mohou lisit, je v Tabulce 1
souhrnné zaznamenano, jaké byly parametry tiskarny a jaké bylo nastaveni jejiho

ovladaciho software.

Tabulka 1 Parametry tisku bunécného nosice

Parametry tisku Hodnoty
3D tiskarna RebeliX
Tloustka trysky [mm], mosaz 0,4
Velikost tiskové podlozky [mm] 195 x 195 x 185
Pramér PCL filamentu [mm] 1,75
Pramér PLA filamentu [mm] 1,75
Vyska tisknuté prvni vrstvy/dalsi vrstvy [mm] 0,15/0,1
Vertikalni obvodové rysy logicka 1
Horizontalni plosné rysy vrsku/spodku logicka 0
Hustota zaplnéni [%] 50
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Vzorovaci vypli
Retrakce pti zméné sméru nebo vrstvy [mm]
Pfizvednuti trysky pti retrakci [mm]
Rychlost tisku obvodu/vyplné [mm/s]
Rychlost tisku prvni vrstvy

Tiskova podlozka

Honeycomb
2
0,2
40/60
80 % rychlosti obvodu

Sklenéné zrcadlo

K vyrob¢ bunéénych nosi¢ti z PCL bylo pouzito filamentu Facilan™ PCL100 [33]

a pro vyrobu nosi¢t z PLA byl pouzit filament Wisteria. [34]

Pro tisk nosicli z PLA stacilo podlozku se zrcadlem potiit lepidlem KORES

pro jednodussi odstranéni vytiskti z podlozky. K odstranéni vytiskti z PCL bylo potieba

tisknout na Cisté vylesténé zrcadlo.

Vysledné vzorky mély prumér 21 mm, vyska vzorku byla 0,8 mm. Pro potieby

biologického testovani bylo vytisknuto 85 kust vzorkt z PLA a 94 kust vzorkt z PCL.

Program pro tisk byl pfipraven v programu Slic3r 1.30.0.25 a modely byly

do programu nahrany ve formétu stl. Procesni parametry tisku pro jednotlivé materialy

jsou ptehledné uvedeny v Tabulce 2. Spojeni s tiskarnou prob&hlo pomoci USB kabelu

a programu Pronterface Printrun — 2014.08.01. Doba tisku jednoho kusu vzorku

se v pruméru pohybovala kolem 6 minut.
Tabulka 2 Procesni parametry materiélu
Pouzity material
Teplota trysky/pro prvni vrstvu [°C]
Teplota podlozky/pro prvni vrstvu [°C]

Chlazeni vytisku

PLA
210/210
50/50

vypnuto pro prvni vrstvu
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Pouzity materidl PCL

Teplota trysky/pro prvni vrstvu [°C] 110/130
Teplota podlozky/pro prvni vrstvu [°C] 0/40
Chlazeni vytisku zapnuto pro prvni vrstvu

3.4.2 Diferenc¢ni skenovaci kalorimetrie

Pro potieby zjisténi, jak se vlivem ohfevu méni krystalinita polymert, a tedy jak
moc piipadna zména muze ovlivnit praci s materidlem a v kone¢ném dusledku i samotné
biologické testovani, bylo provedeno méteni pomoci diferen¢ni skenovaci kalorimetrie
(DSC). Kalorimetrie je zaloZzena na poméru entalpie po ohfevu vici pivodnimu
entalpickému stavu materialu. Vyslednd hodnota v piepoétu na procenta udava podil
krystalické faze v fetézci. Z vysledki je patrné, Ze PCL obsahuje oproti Kkyseling
polymlééné vice krystalické faze, viz Obréazek 14. U kyseliny polymlé¢né
naopak ptevazuji faze amorfni. Grafy z pribéhu méfeni jsou soucasti Piilohy cislo 6

a Prilohy ¢islo 7.

Krystalinita
70,0000
50,2760 59,5914
60,0000 T T
L 1
50,0000
BN
__ 40,0000 BE
.EE
30,0000 FN
mFF
20,0000 17,2330 16,6667
I
10,0000
0,0000

Obrézek 14 Krystalinita testovanych materialii. Graf ukazuje prakticky stejnou
hodnotu pred i po ohfevu materidlu, tudiz lze usuzovat na nezmeénéné chovani polymeru
(BN bily nosi¢, BF bily filament, FN fialovy nosic, FF fialovy filament)
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3.5 Povlaknéni povrchu nosice

Polovina testovanych nosict byla povldknéna vrstvou z PCL. Divodem pro tento
krok byla snaha rozlisit, zda se buiiky budou lépe pfichycovat na samotnou konstrukci
nosi¢e, nebo jim bude vice vyhovovat Clenitost a plocha poskytnuta prostfednictvim

vladkenné vrstvy.

3.5.1 Nanospider NS 1WS500U

Nanospider je patentované vyrobni zafizeni/technologie vyvinuta na Technické
Univerzité v Liberci ve spolupraci se spolecnosti Elmarco. [35] Princip zvldknovani
spociva ve tvorbé vlaken v poli vysokého napéti. Zakladni procesni parametry stroje fady

500 jsou uvedeny v Tabulce 3.

Tabulka 3 Provozni parametry NS 1WS500U

Technické parametry Hodnoty
Pocet zvlaknovacich elektrod 1
Délka zvlaknovaci elektrody [mm] 500

Sitka nanovlakenné vrstvy [mm] 300-500
Nastavitelna vyska kolektoru [mm] 120-240

Rychlost odtahu podkladového materialu 5-5000

[mm/min]
Priitok vzduchu [m®/h] 30-250

3.5.2 Priprava zvlaknovaciho roztoku

Pro povlaknéni vzorkl tenkou vldkennou vrstvou bylo nejprve potteba pfipravit
zvlaknujici roztok. Vzhledem k dobrym vlastnostem PCL pfi zvlakiniovani pomoci
Nanospider byl vytvofen 16% w/w roztok PCL (Mw 45 000 g/mol, Polysciences)
Vv rozpoustédlovém systému chloroform/kyselina octova/etanol v poméru 8/1/1 (vSechny
chemikalie od vyrobce Penta). Celkem bylo vytvofeno 60 gramti zasobniho roztoku.
Takto pfipraveny roztok byl po dobu 24 hodin michan do uplného rozpusténi krystalkt

PCL a nasledn¢ ihned zvlaknén na povrch vytisknutych scaffoldu.

30



3.5.3 Reologické vlastnosti zvlakinovaciho roztoku

Reologie je védni obor zabyvajici se deformacnimi vztahy mechanik v prostiedi
kontinua, zejména vztahy zavislych na G¢incich sil napéti a deformacnich sil. V této préaci
byly reologické vlastnosti zméfeny pomoci uréeni hodnot dynamické viskozity
a povrchového napéti. Utel méfeni slouzil k ujisténi, Ze vysledny roztok pouzity
K vytvofeni nano a mikrovldkenné vrstvy na povrchu nosi¢e dosahuje b&Zznych,

a v laboratoii KNT znamych a piedpokladanych vlastnosti.

3.5.4 Metodika a vysledek méieni

Meieni dynamicke viskozity byl provedeno za pouziti rotaéniho viskozimetru
HAAKE™ RotoVisco™ 1 (Thermo Fisher Scientific). Namé&fené hodnoty byly ziskany
pii konstantni smykové rychlosti 1000 s™. Davkovaci objem polymeru pro vykonani
jednoho méfeni byl 0,15 ml roztoku, m&feni bylo provedeno celkem 10x. Vysledky jsou

zaznamenany formou praméru + smérodatné odchylky.

Povrchové napéti bylo zaznamendno pomoci piistroje PocketDyne (Kriiss).
Meéteni bylo provedeno 10X, stejné jako v piipadé méfeni viskozity. Vysledna data
jsou uvedena ve form¢ primér + smérodatna odchylka. Vysledky naméfenych hodnot

viskozity i povrchového napéti jsou uvedeny v Tabulce 4.

Tabulka 4 Reologické vlastnosti zvlakriovaciho roztoku PCL

Polymerni roztok Viskozita [Pa.s] Povrchoveé napéti
[MN/m]
PCL 0,256 + 0,015 152,60 + 9,87

3.6 Priprava a vyroba vlikenné PCL vrstvy

Vytisknuté vzorky byly pomoci oboustranné lepici pasky pripevnény na spunbond
textilii a cely kus textilie s pfilepenymi vzorky byl pomoci seSivacich sponek pfipnut
k z&sobni spunbond vrstvé uvnité Nanospider. Zvlakinovani probihalo ze zvlakinovaci
struny, ktera slouzila jako jedna ze dvou potiebnych elektrod. Primér struny je 0,6 mm.
Roztok je umistén v zasobniku, ktery piejizdi po délce struny a ze struny nasledné

odlétaji vznikld nanovldkna a zachycuji se na protilehlém podkladu. Timto zptisobem
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bylo povldknéno 47 kusti nosici vyrobenych z PCL a stejny pocet nosi¢i z PLA.

Zvlaknovaci parametry jsou uvedeny v Tabulce 5.

Tabulka 5 Parametry pri zvlakiiovani PCL roztoku na povrch scaffoldii

Zvlakinovaci roztok 16% w/w PCL
Napéti na struné [kV] 10
Napéti na kolektoru [kV] 50
Vzdalenost elektrod [mm] 190
Odtah substratu [mm/min] 20
Rychlost zasobniku [mm/s] 100
Teplota [°C] 22,8
Vlhkost [%] 46,6

Ze vzniklé vldkenné vrstvy byl odebran kousek o velikosti 10 x 10 cm a vyrobend
vrstva byla piedlozena k prohlédnuti a pofizeni snimka (viz Obrazek 15 (a) a (b))
na skenovacim elektronovém mikroskopu TESCAN VEGA 3 SB Easy Probe.
Pomoci programu ImageJ bylo z osmi pofizenych snimki pfii zvétseni 10 kx bylo
naméfeno 100 rdznych priméri vldken. Nasledné byl vytvofen histogram distribuce
vlakennych praméra dané PCL vrstvy, viz Obrazek 16, a byla spoc¢tena stfedni hodnota

praméri vlaken a smérodatna odchylka, jak je uvedeno v Tabulce 6.
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SEM HV: 150V SEM HV: 150 kV SEM MAG: 10.0 kx VEGAS TESCAN|
WD: 15.25 mm ‘WD: 15,23 mm Det: SE 5 pm
View fleld: 27.7 ym  Date(m/dly): 11/18/18 FT TUL Liberec

Obrazek 15 Snimek SEM vyrobené PCL vrstvy pri zvétSeni (a) 1 kx, (b) 10 kx
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Histogram distribuce praméra viaken PCL
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Obréazek 16 Graf distribuce priméri viakenné PCL vrstvy

Tabulka 6 Priimérna Sirka vidken vyrobené PCL vrstvy

Primé&rna hodnota sitky vlaken (nm) 261

Smérodatna odchylka 124

3.7 Bunééné testovani in vitro

Buné¢né testovani in vitro se provadi pro ovéfeni, zda jsou testované materialy
a vybrané buiky schopny spolu koexistovat. Zjistuje se, zda jsou buiky schopny
na materialu proliferovat, diferenciovat, rist a migrovat. V kone¢ném dusledku Ize zjistit
i miru apoptdzy. Kovéfeni téchto skuteCnosti se pouziva Sirokého spektra
specializovanych testd. V ramci této prace bylo vyuzito metabolického testu MTT,
fluorescenéni mikroskopie a elektronové skenovaci mikroskopie. Pro potieby bunééného

testovani byly vyrobeny néasledujici scaffoldy:

e 3D tisteny bunécny nosic z PCL

e 3D tisteny bunecny nosic z PCL v kombinaci s nanovlakennou vrstvou PCL
(PCL + nano)

e 3D tisteny bunécny nosic z PLA

e 3D tisteny bunecny nosi¢ z PLA v kombinaci s nanovlakennou vrstvou PCL

(PLA + nano)
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3.8 Testovaci metody

3.8.1 Fluorescen¢ni mikroskopie

Zéakladem fluorescencni mikroskopie je schopnost latek zvanych fluorofory
absorbovat (excita¢ni zafeni) svétlo o uréité vinové délce a vyzafovat (emita¢ni zafeni)
svétlo o jiné svételné délce. Diky schopnosti fluorescencnich mikroskopti zachycovat
i velmi nizké koncentrace fluorescenénich barviv ve zkoumanych vzorcich se této
metody vyuziva piedev§im v biologii a medicin¢. Skupina fluorescen¢nich latek
se navaze na pozorované bunky nebo jejich struktury, obarvi je a buniky nasledné emituji
svétla o riiznych vinovych délkéach. Ta se rozliSuji pomoci optickych filtrti mikroskopu.
[36]

3.8.2 Elektronova mikroskopie

Elektronovy mikroskop pro zobrazeni pozorovaného vzorku vyuziva urychleného
svazku elektronil ve vakuu, které jsou zrychleny ptitomnym elektromagnetickym polem.
Oproti svételnym mikroskopiim maji elektronové mikroskopy nasobné vyssi zobrazovaci
schopnost ajsou schopny zobrazit astice 0 velikosti stovek nanometrti (optické
mikroskopy desitky mikrometrd, tzn. 1000x men$i schopnost zobrazeni).
Diky schopnosti zvétsit pozorovany predmét az 1 000 000x je stejné jako metoda
fluorescence elektronova mikroskopie ¢asto vyuzivand v ptfirodnich védach a medicing.
V réamci el. mikroskopie rozlisujeme dva typy mikroskopti, TEM — transmisni
elektronové mikroskopy vhodné pro analyzu vnitini struktury a SEM — skenovaci
elektronové mikroskopy, které jsou vhodnéjsi pro analyzu povrchu zkoumaného vzorku.
[37] Pro ziskani snimkut byl pouzit skenovaci elektronovy mikroskop TESCAN VEGA 3
SB Easy Probe.

3.8.3 Test metabolické bunééné aktivity

MTT test je zplisob méfeni viability testovanych bunék a je zaloZen na redukci
zluttho MTT barviva (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromidu)
(MTT) na nerozpustny fialovy formazan. Redukce probiha za pomoci mitochondrialnich
enzymi zivych bunék. Stopy formazanu je poté moZno vyhodnotit pomoci
spektrofotometrie, [38] kdy méfeni probiha pii vinovych délkach 570 nm a 640 nm.

Vysledkem je absorbance, kterd je vypoétena jako rozdil méteni jednotlivych vinovych

34



délek. Cim vyssi je mira absorbance, tim vice zivych bun¢k se v roztoku nachazelo.

Meéfteni probéhlo v prostorach laboratofe KNT na pfistroji TECAN Spark® 10M.

3.9 Biologické testovani bunéénych nosici

Po navrhu a uspéSném vytisknuti jednotlivych vzorkli bunéénych nosiclh
a po jejich povlaknéni a sterilizaci, spliiovaly scaffoldy parametry pro to, aby mohly byt
podrobeny biologickému testovani in vitro. Nize specifikované biologické testy jsou
provadény proto, aby se ovéfila schopnost usadit se, rdst, migrovat, diferenciovat
se a proliferovat u lidskych osteocytarnich rakovinnych bunék linie MG-63,
a to na samotnych nosicich nebo nosicich s povlaknénou jednou plochou. Ptipadné aby
se ukazalo, ze dany material pro buiiky neni vhodnym substratem a jejich viabilitu v Case

snizuje. Testovani probihalo 1., 3., 7. a 14. den po osazeni nosi¢ti butikami.

3.9.1 Priprava a kultivace bunécné kultury

Zmrazené bunky MG-63 [39] byly temperovany ve vodni lazni o teploté 37 °C
anasledn¢ kultivovany v Minimum Essential Eagle Medium (MEM, Biosera)
s ptidavkem 10 % fetalniho bovinniho séra (FBS, Biosera) a 1 % antibiotik. Buné¢né
smés byla v kultiva¢ni lahviéce o objemu dna 75 cm? umisténa do inkubétoru se stalou
teplotou 37 °C a 5% obsahem CO.. Bunkam v inkubatoru bylo az do doby jejich nasazeni
na vzorky dle potfeby ménéno médium MEM a v ptipadé potieby byly pasdzovany.
Testované bunécné nosice byly osazeny buitkami 14. pasaze, viz Obrazek 17. PasaZzovani
je kultiva¢ni proces, pii kterém se buniky piemisti do ¢erstvého Zivného média. Diky tomu
lze udrzovat bunéénou koncentraci v roztoku v piijatelné mite. Pfed nasazenim bunék
na nosi¢e bylo z kultivaéni desticky odsato médium a burniky byly opatrné oplachnuty
sterilnim PBS (fosfatovy pufr, pH 7,4). Pro oddéleni bunék ze dna kultivacni desticky
bylo pouZito 2 az 3 ml enzymu trypsinu. Nasledné byly buiiky resuspendovany do nového
zivného média. Pomoci pfistroje Logos Biosystems LUNA™ byl zméfen pocet bungk.
Do jedné jamky kultivacni desticky se ve vysledku nasazovaly buniky o primérné

koncentraci 2 x 10%.
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Obréazek 17 Buitky MG-63 14. pasdze tésné pied vyménou média

a nasazenim na povrch bunécnych nosici (zvetseno 100x)

3.9.2 Test na cytotoxicitu extrakti

Vzorky byly otestovany pomoci cytotoxicity extrakti in vitro dle normy CSN EN
ISO 10993-5: Biologické hodnoceni zdravotnickych prostfedki — Cast 5: Zkousky

na cytotoxicitu.

Extrakty byly ptipraveny inkubaci 3D wvytisténych scaffolda (o velikosti dna
12jamkoveé desti¢ky) v pIném médiu po dobu 24 hodin. Tyto extrakty byly nasledné
pfidany ke konfluentni vrstvé MG-63 lidskych osteoblasta (14. pasaz) v 96jamkove
desti¢ce (nasazené 1 den piedtim v koncentraci 10* bungk na jamku). Jako kontroly byly
pouzity: (1) negativni kontrola (NC) —-médium ve stejném objemu jako testované extrakty
inkubované rovnéz 24 h (200 ul), (2) pozitivni kontrola (PC) — médium s obsahem
cytotoxického Tritonu X-100. Po 24 hodinach inkubace byl proveden standardni MTT
test (mikroskopicka kontrola bungk, inkubace bunék s 50 ul MTT, 4 hodiny, 37 °C,
rozpusténi krystala formazanu v 1 ml okyseleného isopropanolu, méteni absorbance pti
570 nm, 650 nm). Vysledky byly piepocitany proti hodnoté viability kontrolnich bunék
ve 200 ul média (100% viabilita). Na Obrazku 18 lze vidét vysledny graf, ze kterého
je zjevné, ze nedoslo ke zméné metabolické aktivity bunék do kladnych ani zdpornych
hodnot. Mirné odchylky mohou byt zptisobeny metodikou (odsati ¢asti konfluentni vrstvy
béhem manipulace apod.). Piedpokladalo se, ze piipadné degradaéni produkty nebo latky,
které by se mohly uvolnovat v prabéhu experimentu, by mohly ovlivnit bunétnou

viabilita. Tento ptedpoklad nebyl testem prokazan.
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Obréazek 18 Vysledky testu metabolické aktivity MG-63 bunék po 24 h inkubaci s extrakty

scaffoldu. V grafu je pozitivni kontrola oznacena jako PC; negativni kontrola jako NC

3.9.3 Nasazeni bunék

Pfed samotnym nasazenim bun¢k bylo potfeba vSechny scaffoldy vysterilizovat.
Sterilizace probihala pomoci etylenoxidu po dobu 12 hodin a nésledné tyden probihalo
vétrani vysterilizovanych vzorkt. Takto oSetfené vzorky byly pIn€ pfipraveny na osazeni
buitkami a cely proces biologického testovani. Vzorky byly umistény do 12jamkové
kultivaéni desticky a zality 2 ml média s butikami o koncentraci 2 X 10%. V piipadé
vzorkd, které byly z jedné strany povlaknény, byly buiiky vloZzeny na tuto povlaknénou
stranu. Pfiloha ¢islo 1 zobrazuje progresi ristu bunék na jednotlivych nosicich, které byly

testovany v pribéhu dvoutydenniho cyklu.

3.9.4 Priprava vzorki pro fluorescen¢ni mikroskopii

Vzorky z daného testovaciho dne byly 2x oplachnuty v PBS a zafixovany pomoci
2,5% roztoku glutaraldehydu v PBS po dobu 10 minut. Nésledné byly vzorky opét
oplachnuty v PBS a permeabilizovany v objemu 1000 pl na jamku 0,1% roztokem Tritonu
X-100 v PBS + 0,1% roztokem bovinniho sérového albuminu po dobu 5 minut.
Vzorky byly opét oplachnuty v PBS a bylo pfidano 1000 ul na jamku roztoku phalloidin-
fluorescein izokyanatu, fedéného 1 : 1000. Vzhledem k citlivosti fluorescen¢niho barviva
na svétlo byla kultiva¢ni desticka po dobu louhovéni (30 minut) zabalena do alobalu.
Vzorky byly nasledné znovu 2x oplachnuty v PBS a barveny roztokem DAPI
(4°,6- diamidin-2-fenylindol), fedéni 1 : 1000, v objemu 1000 pl na jamku po dobu
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5 minut. Desticka byla opét obalena alobalem. Po uplynuti 5 minut byly vzorky
2x proplachnuty v PBS a nakonec v PBS uchovany az do snimani na fluorescenénim

mikroskopu Nikon.

3.9.5 Priprava vzorki pro SEM

Vzorky z daného testovaciho dne byly 2x oplachnuty v PBS a zafixovany pomoci
roztoku 2,5% glutaraldehydu v PBS po dobu 10 minut. Poté se zaCaly vzorky vysouset
tzv. etanolovou fadou. Etanolova tfada je sada roztoki etanolu o koncentracich 60 %,
70 %, 80 %, 90 %, 96 % a 100 %. Postup ptipravy vzorkl pro snimani na elektronovém
skenovacim mikroskopu je nasledujici: vzorek je zalit mnozstvim etanolu piislusné
Nasledné je etanol odsat a nahrazen vice koncentrovanym. Po odvodnéni se vzorky
nechaji vyschnout na parafilmu (pro urychleni schnuti je mozno vlozit vzorky
do exikatoru). Po vyschnuti byly vzorky nalepeny pomoci lepici pasky na tercik
a pozlaceny. Takto pfipravené vzorky je mozné snimat pomoci elektronového
skenovaciho mikroskopu. Pouzitym mikroskopem byl TESCAN VEGA 3 SB Easy
Probe.

3.9.6 Priprava vzorki pro MTT test

Sada vzorkl piislusného testovaciho dne se ptresunula do novych kultivaénich
destic¢ek a zalila se 1 ml smési roztoku média a MTT v poméru 3 : 1, vzorky se nasledné
inkubovaly podobu 4 hodin pii teplot¢ 37 °C a obsahu atmosféry 5 % COo.
Dalsim krokem bylo odsati roztoku a ptidani 1 ml okyseleného isopropanolu (IPA)
ke kazdému vzorku. Jamka byla nasledn¢ dukladné rozpipetovana, aby se uvolnily
vzniklé formazanové krystalky. Do 96jamkové kultivaéni desticky bylo piidano 200 ul
od kazdého vzorku, a takto pfipravend desticka byla vloZena do snimaciho pfistroje

TECAN Spark® 10M. Vysledna viabilita bunék byla zobrazena na obrazku &islo 19.

3.10 Hodnoceni adheze a proliferace osteoblasti na 3D vytisténé scaffoldy

Materialy popsané vyse byly osazeny lidskymi kostnimi osteoblasty (14. pasaz)
a hodnotila se interakce s bunikami po 1 dni, 3 dnech, 7 dnech a 14 dnech kultivace.
Materialy byly vysterilizovany v etylenoxidu (Anprolene, 12 h) a vsazeny na dno

12jamkoveé desti¢ky. Po tydennim odvétravani pii laboratorni teploté byly materialy
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zatizeny sterilnimi sklenénymi krouzky a osazeny bunkami. Na materialy, které byly

prevlaknény vrstvou nanovlaken, byly buiiky nasazeny na stranu s nanovlakny.

Bunééné interakce byly testovany metodami MTT testu; vizualizace bun¢k byla
provedena pomoci skenovaci elektronové mikroskopie. Metabolickd aktivita bun¢k
na vldkennych materialech byla hodnocena pomoci MTT testu po 1 dni, 3 dnech, 7 dnech

a 14 dnech kultivace (viz Obrazek 19).

3.10.1 MTT test

Prvni testovaci dny (prvni a tieti den) zustala viabilita u v§ech materialti na nizkych
hodnotach. Zmény nastaly az pti sedmém testovacim dnu, kdy byla naméfena nejvyssi
hodnota absorbance odpovidajici buné¢né viabilité na nosic¢i z PLA. Na PLA scaffoldu
byla nejvyssi hodnota absorbance naméfena rovnéz 14. den testovani. Po dvoutydenni
inkubaci byla rovnéz namétena vyrazné zvySena viabilita na materialu PLA, ktery byl

obohaceny o nanovléakna.

MTT
1.5+
mm PCL
PCL+nano
2 1.0 = PLA
% PLA+nano
'S
X 0.5
o.o--.—r. i;rl -

Obréazek 19 Metabolicka aktivita bunék nasazenych na povrch 3D vytistéenych materidlii
po 1., 3., 7.a14. dnu kultivace s MG-63.

3.10.2 Fluorescen¢ni mikroskopie a pocet bunék

Materialy, a zejména potom material PLA, se ukézaly jako nevhodné
pro hodnoceni dvojim barvenim phalloidinem + FITC, ktery se vaze na aktinova vlakna

cytoskeletu a DAPI zvyraznujici bunéc¢na jadra. Filament PLA, ktery byl pouzit pro
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3D tisk, je barevny a znemoznuje provést tuto charakterizaci. Surovy filament nejspis
obsahuje fluorescenéni latky nebo mista, kam se takové latky vazou. Na fluorescen¢nim
mikroskopu tak nebylo mozné odlisit buniky od materialu, a tedy ani urcit pocet bunék.

Snimky zobrazujici buiikami porostlé nosi¢e z PCL jsou k dispozici v Priloze ¢islo 2.

3.10.3 Skenovaci elektronova mikroskopie

Snimky ze skenovaci elektronové mikroskopie jsou soucasti piiloh ¢islo 3 a 4.
Ptiloha ¢islo 3 zobrazuje snimky nosi¢li vyrobenych z PCL V prabéhu jednotlivych
testovacich dnt, Ptiloha 4 nasledné obsahuje snimky nosi¢l vyrobenych z PLA.
V disledku nizkého poctu piezivsich bun€k, ukazuji snimky spiSe samotny nosic,
pfipadné vldkennou vrstvu vyrobenou pomoci zafizeni Nanospider. Ocekavalo se vsak,

ze snimky budou ukazovat rozmnozené a prosperujici buiiky.
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4 Z.avér

Bunééné nosic¢e se podafilo navrhnout a na 3D tiskarné vytisknout v takove
kvalité, aby byly soudrzné, pevné, mély co nejvice podobnou kvalitu a vydrzely

manipulaci a zatizeni, kterému byly v rdmci biologického testovani vystaveny.

Primarné testovanym materidlem pro budouci mozné aplikace tohoto typu
tisténého nosice v ramci tkanového inzenyrstvi byl vybran, i na zakladé aktualniho trendu
a po¢tu novych studii a praci, polykaprolakton, jehoz polymerni vlastnosti jsou pro télni
scaffoldy  excelentni  z pohledu stability, (ne)toxicity a biodegradability.
Velkou neznamou ovsem byla vhodnost materialu v ramci tisknuti na 3D tiskarné.
Opacng, kyselina polymlé¢na je zndma svymi vybornymi vlastnostmi vhodnymi pro tisk.
Tento materidl je pro tkédfové inzenyrstvi neméné uziteCny a Casto pouzivany, i kdyz
z trochu jiného duvodu. Stabilita PLA v téle je oproti PCL nasobné vétsi, degraduje

pomaleji a je taktéz mechanicky odolné;si.

V rdmci vyvoje a prace s tiskarnou, potazmo i v realném prostiedi pii implantacich
do t€l pacientd je potfeba brat ohled i na finan¢ni stranku, kdy je nutné co nejvice
minimalizovat naklady. Oba materialy jsou zajimavé uz jen proto, ze je jejich cena nizka
(sto az tisicikoruny za civku filamentu 0 hmotnosti zhruba 750 gramu). Stejné jako jsou
tyto materidly levné, i metoda FDM/FFM je jednou z nejlevnéjSich metod vyroby
3D tisténych produktt. V kombinaci finanéné-medicinského aspektu tak bylo vyvinuto
scaffoldt, jez jsou extrémné levné na vyvoj i samotnou vyrobu a v ramci budouci

optimalizace mohou skytat zajimavy projektovy potencidl.

Méfenim krystalinity obou materialti pomoci diferenéni skenovaci kalorimetrie
bylo dokazano, ze materidly byly pro dany zpusob pfipravy scaffoldd vhodné.
Respektive materialové vlastnosti po teplotnim pfechodu zistaly, stejné¢ jako
procentualni krystalicka faze, téméft totozné. Vhodnost materialti z hlediska cytotoxicity

vuci testovanym bunkam nasledné potvrdil 1 test na cytotoxicitu extrakti.

Testovani na cytotoxicitu extrakti in vitro bylo provedeno dle normy CSN EN 1SO
10993-5. Mira viability neklesla pod 70 % na zadném z testovanych materiala; materialy
proto Ize povazovat za cytokompatibilni. Dale byla hodnocena interakce nosici

s nasazenymi bunkami. Nejvyssi viabilita byla namétena na materialu PLA po tydenni
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a dvoutydenni inkubaci s lidskymi osteoblasty linie MG-63; byly tak prokazény vhodné
vlastnosti 3D vytisténého scaffoldu PLA metodou FDM pro adhezi a proliferaci

osteoblastu.
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5 Diskuze

Z pohledu kvality tisku a vysledného nosice je PLA nasobné lep$im materidlem.
Nastaveni teplot potfebnych k tisku je snadné a teplotni meze lehce dohledatelné,
nebo experimentaln¢ dosazitelné, jelikoz PLA je levnym a velice ¢asto pouzivanym
materidlem pro 3D tisk. Naopak zkuSenosti s tiskem PCL jsou nedostate¢né a v rdmci
vyvoje a tisku se $patné materialové vlastnosti skutecné projevily. Samotny material
dosahuje vysokého indexu toku, pfi tisku tavenina nedrZi tvar a tisk je proto obtizny

a zdlouhavy, s vysokou mirou kazivosti.

Z pohledu plynulosti tisku lze taktéz piisoudit lepsi vlastnosti kyseliné
polymlécné. Vzorky z tohoto materidlu bylo mozné tisknout v objemu 25 kust najednou,
a proto lze tento material povazovat za vhodny pro tisk. Naopak PCL vytisky bylo mozné
realizovat pouze v omezeném objemu 4 az 6 kust souCasné. V opacném piipadé
dochéazelo k vysoké kazivosti vSech tisknutych vzorkd. Divodem pro velké mnozstvi
zmetka pii tisku z PCL je fakt, ze material je uz ve form¢ filamentu dost poddajny
a mekky, coz se v piipadé zahtati filamentu a tisknuti pomoci trysky pienasi do podoby
nestabilnich vytiskd. Tavenina na trysce hlavy casto ulpiva a tisk neni ¢isty, jelikoz jemna
vlakna jakozto nepiesné vytisky ulpivaji jak na trysce, tak se diky trakci a pohybu hlavy
zachytavaji na vytiscich i na samotné tisknouci podlozce. | ptes toto chovani lze s PCL
tisknout v dostate¢né kvalité. Oproti PLA je vSak proces tisku pomalejsi a del$i, zménény

musi byt i né€které parametry tisku.

Po zkuSenosti s tiskem danych nosic a znalosti dané tiskarny bylo navrzeno

zaménit trysku o priméru 0,4 mm za trysku s pramérem 0,2 mm.

Vyroba vlakenné vrstvy na zatizeni Nanospider probéhla bez sebemensich potizi,
protoze PCL se jako zvlaknovaci roztok pouziva Casto a zvlaknovaci parametry jsou

dobie zndmé.

Kamenem drazu bylo biologické testovani, které se vlivem opakovani
prodlouzilo. V prvotni fazi doslo kne zcela spravnému sestaveni biologického
experimentu a k podcenéni sterility a hydrofobity materialu. Dale doslo k nedostatku
potiebného vybaveni a experiment byl ukonéen bez vysledku, protoze buiiky na PCL

scaffoldech nerostly. V piivodnim testovani bylo pouzito i hydrogelu, ktery mél suplovat
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prosttedi ECM a poskytovat bunkdm prostor pro rust a pohyb. Nicméné se tato cesta
ukéazala jako nevhodnd, protoze hydrogelové nosi¢e mély jednu z nejniz$ich hodnot
viability bunék vibec. Zda to bylo zpusobeno obecné Spatné nastavenymi
experimentalnimi podminkami ¢i nevhodnym hydrogelem by vyzadovalo dodate¢ného

testovani.

Druhy experiment byl naplanovan dikladnéji a jeho vykonani probéhlo tspésné.
V ramci experimentu doslo ke zjisténi, ze ackoliv byla na zaklad¢ studii ocekavana
bunééna prosperita na nosi¢ich z PCL, [40] byla to pravé kyselina polymlécna,
kterd na konci 14denniho cyklu poskytla buikam nejvhodnéjsi prostredi pro jejich
rozmnozeni a rust. Pfed samotnym experimentem byl proveden test cytotoxicity obou
materialt. Divodem byl pravé neuspéch prvotniho testu. PCL filament byl bezbarvy
a cytotoxicky test prokazal vhodnost pro bunééné testovani. Filament z PLA byl fialovy
a pii testu panovaly obavy, ze pravé pouzité barvivo by pro buitky mohlo byt toxické,

nicméné i tento material se projevil jako vhodny k testovani.

Pfiprava a testovani prob&hlo dobte, ale vyskytly se dvé potize. Filament,
ze kterého byl PLA nosi¢ vyroben neni vhodny pro testovani na pocet bunék pomoci
fluorescenéni mikroskopie. V prubéhu barveni doslo k navazéni fluoresceinu
na chemickou strukturu materidlu, coz znemoznilo vizualizaci samotnych bunék
v disledku fluorescence celého materidlu. Tj. divod, pro¢ jsou v Ptiloze cislo 2
demonstrovany fluorescenéni snimky pouze z nosi¢i vyrobenych z PCL. Druhym
problémem je nezjisténa neschopnost nosi¢t PCL vytvofit pro butiky prostiedi k jejich
ristu a rozmnozovani. Cytotoxicky test prokazal, ze material vhodny je. Kontaminace
Vv pribéhu testovani byla vyloucena skrze pozitivni a negativni kontroly provadéné

v ramci kazdého testovaciho dne.

Osobné se domnivam, Ze na viné byl proces sterilizace, ktery pozménil chemické
vazby polykaprolaktonu takovym zpusobem, V jehoz dusledku doslo k vychyleni
bunécné afinity. [41] K podobnym zavérim ve své praci dosel i slovinsky tym védcu.
[29] Prvni test selhal kvili nesmacivosti PCL a jeho vlakenné vrstvy, tentokrat
pravdépodobné doslo k zasadnim strukturnim zménam chemickych vazeb a bunky tak

na povrchu nosic¢e neprosperovaly.
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Zasadnim pro uspé$né bunééné testovani nosic¢t z PCL tak v budoucnu bude najit
optimalni sterilizaéni proces, ktery bud’ strukturéIni vazby nenarusi, nebo je pfipadné
narusi jinym zpusobem, nez jakym k tomu doslo v ramci tohoto testovani po aplikace

etylenoxidu.

Vysledky ohledné nosi¢t z kyseliny polymlé¢né jsou pozitivni, butiky na povrchu
prosperovaly a do budoucna je pro ptipadné demonstrace v podob¢ snimku potieba dbat

na vhodné obarveni, eventualné zvolit filament bezbarvy.
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Priloha €. 1 — Snimky bunéénych nosi¢i v priib&hu testovani

Osazené nosice bunikami pri biologickém testovani v pribéhu 1., 3, 7, a 14. testovaciho dne,

spodni 4 jamky obsahuji vZdy nosi¢ s nanovlakennou vrstvou, leva jamka PC, prava NC
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Priloha €. 2 — Snimky fluorescenéni mikroskopie

PCL 3. den PCL + nano 3. den

PCL 7. den PCL + nano 7. den

4

PCL 14. den PCL + nano 14. den

Snimky z fluorescencni mikroskopie v ramci jednotlivych testovacich dnii (zvétseno 20 kx)
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Priloha ¢islo 3 — snimky PCL nosi¢i ze skenovaciho elektronového mikroskopu

v

'PCL 1. den| | PCL + nano 1. den

!
A\ &
SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 100 x VEGA3 TESCAN SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 100 x VEGA3 TESCAN
WO: 14.85 mm Det: SE 500 pm WOD: 14.84 mm Det: SE 500 pm
View field: 2.77 mm  Date(m/dly): 12/06/18 FT TUL Liberec View field: 2.77 mm Date(m/dly): 12/06/18 FT TUL Liberec

PCL 3. den

J / LA ] w y & oo
SEMHV:200kV  SEM MAG: 500 x VEGA3 TESCAN SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 500 x VEGA3 TESCAN
WD: 14.11 mm Det: SE 100 pm WD: 14.27 mm Det: SE 100 um
View fleld: 554 ym  Date(midly): 12/07/18 FT TUL Liberec View fleld: 554 ym  Date(m/diy): 12/13/18 FT TUL Liberec

SEMHV:200kV  SEM MAG: 1.00 kx VEGA3 TESCAN SEMHV:20.0kV  SEM MAG: 1.00 kx VEGA3 TESCAN
WD: 15.19 mm Det: SE 50 pm WD: 15.52 mm Det: SE 50 pm
View fleld: 276 ym  Date(m/dly): 01721/19 FT TUL Liberec View field: 277 ym  Date(midly): 01/21/19 FT TUL Liberec

SEM snimky z jednotlivych testovacich dnii
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PCL 14. den

|

(BESEEHENEE

my 02

PCL NC 14. den

) //1
WA

x4 00.1 :DAM M32 Vi 0.05 VH M32 SEMHV:20.0kV  SEM MAG: 1.00 kx
32 300 mm 2b.2¢ :OW WD: 15.07 mm Det: SE
SIUSITO ((bimjetsT  my 3TS :bleit waiV View fleld: 277 ym  Date(m/dly): 01/21/19

SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 1.00 kx VEGA3 TESCAN| SEM HV: 20.

WD: 16.63 mm Det: SE
View field: 276 ym  Date(m/dly): 01/21/19

50 pm WD: 16.53 mm Det: SE
FT TUL Liberec View field: 138 ym  Date(m/dly): 01/21/19

SEM snimky z jednotlivych testovacich dnii

J
VEGA3 TESCAN

FT TUL Liberec

" VEGA3 TESCAN|

FT TUL Liberec
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Priloha ¢islo 4 — snimky PLA nosicti ze skenovaciho elektronového mikroskopu

SEMHV: 200KV SEM MAG: 100 x i VEGA3 TESCAN SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 100 x
WD: 14.16 mm Det: SE 500 pm WD: 13.91 mm Det: SE 500 pm
View field: 2.77 mm  Date(m/dly): 12/07/18 FT TUL Liberec View field: 2.77 mm  Date(m/dly): 12/07/18

PLA 3. den

,

£ TN R Tt i .
SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 500 x VEGA3? TESCAN| : 204 GA3 TESCAN|
WD: 14,72 mm Det: SE 100 pm WD: 14.69 mm Det: SE
View field: 554 pm  Date(m/dly): 12/18/18 FT TUL Liberec View field: 554 ym  Date(m/dly): 12/18/18 FT TUL Liberec

- - ¥ N s

SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 1.00 kx VEGA3 TESCAN| SEM HV: 20.0 kV SEM MA £
WD: 15.39 mm Det: SE 50 pm WD: 15.41 mm Det: SE

View field: 276 ym  Date(m/dly): 01/21/19 FT TUL Liberec View field: 277 pm  Date(mJ/dly): 01721/19 FT TUL Liberec

SEM snimky z jednotlivych testovacich dnii
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PEA {4sden.
= L ARS

; - . ; N v
SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 1.00 kx VEGA3 TESCAN L0 kV SEM MAG: 1.00 kx

WD: 15.58 mm Det: SE
View field: 277 pm  Date(m/dly): 01/21/19

PLA NC 14. den

SEMHV:200kV  SEM MAG: 1.00kx |
WOD: 15.45 mm Det SE
View field: 277 pm  Date(midly): 01/21/18

'PLA + nang.d

50 pm WD: 18.32 mm Det: SE 50 pm
FT TUL Liberec View field: 277 pm  Date(m/dly): 01/21/19

PLA +nano NC 14. den

VEGAJ TESCAN SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 2.00 kx
S0 pm WOD: 15.45 mm Det: SE 20 pm
FT TUL Liberec View field: 138 pm  Date(m/dly): 01/21/19

SEM snimky z jednotlivych testovacich dnu

FT TUL Liberec

VEGA3 TESCAN|

FT TUL Liberec
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Priloha ¢islo 5 — Ptivodni navrh bun&éného nosice pomoci CAD (Obrazek (a))

a pro potieby testovani zjednoduseny model (Obrazek (b))

Obrazek (a) Piivodni navrh nosice s hexagonalni strukturou, bocni a primy pohled

(rozmery 21 mm x 0,8 mm)

Obrazek (b) Zjednoduseny model nosice pro potieby bunécéného testovani, bocni a primy pohled
(rozmery 21 mm x 0,8 mm)
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Priloha Cislo 6 — zaznam z méfeni diferencilni skenovaci kalorimetrie PCL filamentu

a nosice

$]1[Bily filament
Bily filament, 8.5600 mg

Integral 711.60 mJ
A i » normalized  83.13 Jg”-1
FAZE PRVNIHO OHREVU = STAV FILAMENTU Peak 64.12°C
Heating Rate  10.00 °CminA-1
10
mw '
|||I| oy
Teplotni program:
1. (-20 az 200) st.C
2. (200 az -20) st.C
3.(-20 az 200) st.C
rychlost ohfevu a chlazeni: 10 st.C/min
plyn: N2 (50 mi/min)
-10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 920 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 °C
Lab: BEHALEX STAR SW 16.10
“endo
SJ1[Bily dil
By dil, 6.2200 mg Integral 51433 mJ
normalized 82,69 Jgt-1
Peak 64.49°C
FAZE PRVNIHO OHREVU = STAV DILU Heating Rate  10.00 °Cmin"-1
5
mw
Teplomi program:
1.(-20 aZ 200) st.C
2.(200 az -20) st.C
3. (-200 aZ 200) st.C
rychlost ohfevu a chlazeni: 10 st.C/min
plyn: N2 (50 ml/min)
-10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 °C
Lab: BEHALEK STAR SW 16.10

DSC graf ukazujici pribéh ohrevu a K tomu potiebné energie. Horni obrdzek surovy filament,
spodni obrazek jiz jednou zahiivany materidal v podobé nosice. Kiivka grafu podobna a tedy
diikaz, Ze viastnosti materidlu se ohievem nezménily
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Priloha Cislo 7 — zdznam z méieni diferencidlni skenovaci kalorimetrie PLA filamentu

a nosice

$]1[Fialovy filament
Fialovy filament, 6.8600 mg

FAZE PRVNIHO OHREVU = VYCHOZI STAV FILAMENTU

Glass Transition

Onset 62.11°C
Midpoint IS0 61.59°C
Heating Rate  10.00 °CminA-1

mw
))/
158.51 mJ
i Integral -129.67 mJ normalized  23.25 Jg"-1
Teplotni program: normalized  -18.90 Jg"-1 Peak 157.61°C
1. (25.a2 200) st.C Peak 89.49°C Heating Rate  10.00 *CminA-1
2. (200 a2 25) st.C Heating Rate  10.00 “Cmin”-1
3. (25 az 200) st.C
rychlost ohfevu a chlazeni: 10 st.C/min
plyn: N2 (50 ml/min)
30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 °C
Lab: BEHALEK STAR" SW 16.10
Aendo
Teplotni program:
SiH[Faloy g 2 (20 2051
Fialovy dil, 5.5200 mg 3 (20 2 200) st.C
FAZE PRVNIHO OHREVU = STAV DILU z';rm ‘[’srgm’;l::'m” 10 st.Cimin
Glass Transition
Onset 55.33°C
2 Midpoint1SO 5559 °C I ——
mwW Heating Rate  10.00 “Cmin~-1
Integral 13272 mJ
normalized  24.04 Jg"-1
Peak 15597 °C
Heating Rate  10.00 “Cmin*-1
Integral <109.43 mJ
normalized  -19.82 Jg*-1
Peak 9048 °C
Heating Rate  10.00 “Cmin®-1
v r T r
-10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 °C
Lab: BEHALEK STAR® SW 16.10

DSC graf ukazujici pritbeh ohievu a k tomu potrebné energie. Horni obrdzek surovy filament,
spodni obrdazek jiz jednou zahiivany materidl v podobé nosice. Krivka grafu podobné a tedy
ditkaz, Ze viastnosti materidlu se ohievem nezménily
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