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Seznam pouzitych zkratek a symboli

Zkratka Vyznam anglicky

Vyznam Cesky

AM Additive manufacturing Aditivni vyroba

CAD Computer aided design Pocitacem podporované konstruovani
CNC Computer numerical control Pocita¢em fizené obrabéni

CT Computed tomography Pocitatova tomografie

EDS Energy dispersive spectroscopy  Energiové disperzni spektroskopie
FM Fluorescence microscopy Fluorescen¢ni mikroskopie

p.a. Per analysis Pro analyzu (tfida Cistoty)

RM Rapid manufacturing Rychla vyroba

RP Rapid prototyping Rychlé vytvareni prototypti

SEM Scanning electron microscopy Skenovaci elektronova mikroskopie
SLM Selective laser melting Selektivni taveni laserem

STL Standard triangulation language  Standardni triangulacni jazyk

2D Two-dimensional Dvourozmérny

3D Three-dimensional Trojrozmérny

Symbol  Jednotka Popis

A [%] Prodlouzeni pfi ptetrzeni

Ag [%] Taznost na maximalnim napéti

Al [-] Hlinik

Ar [-] Argon

CO2 [-] Oxid uhli¢ity

E [MPa] Youngtiv modul pruznosti

F [N] Sila

lo [mm] Puvodni délka

Ra [um] Stredni aritmeticka tchylka profilu
Rpo.2 [MPa] Smluvni mez kluzu

Rm [MPa] Mez pevnosti

S [m?] Prifez

Ti [-] Titan

\ [-] Vanad

Al [mm] Prodlouzeni zkusebniho télesa

€ [%], [-] Pomérna deformace

p [g/cm?] Hustota

o [MPa] InZenyrské napéti
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1 Uvod

Aditivni technologie vyroby nékdy nazyvané také jako ,,3D tisk“ jsou moderni
metodou vyroby umoznujici tvorbu slozitych geometrii a dilt pro specifické aplikace.
V soucasnosti je aditivni technologie vyroby pouzivana nejen pro stavbu prototypovych
dilt, ale i dilt ur¢enych ke kone¢nému uziti. Velky rozvoj téchto technologii pozorujeme
i v biomedicinskych aplikacich. Pomoci technologie 3D tisku lze napiiklad rekonstrukei
z CT snimki rychle zhotovit realné 3D modely uréité ¢asti lidského téla. Tyto modely je
mozné vyuzit pro planovani slozitych operac¢nich vykont, nebo jako vyukovy model pro
studenty. Dal§im moznym vyuzitim této technologie je vyroba medicinskych dild
uréenych k implantaci do organismu, zejména nahrad kosti. Vyhodou této technologie je
ptedevsim rychlost vyroby. Diky své schopnosti tvofit i velmi slozité geometrické tvary
v kratkém Case a s relativné nizkymi naklady, ma aditivni technologie velky potencial stat
se zadanou metodou vyroby individualnich implantata. K vyrobé sériovych implantatu,
napt. kolennich nebo ky¢elnich ndhrad se bézné vyuzivaji konven¢ni metody (napi. CNC
obrabéni). Tyto implantaty se vyrabi v n¢kolika velikostech, coz je pro tyto ucely
dostacujici. V pfipadé potieby individualniho implantatu, naptiklad pfi feSeni defekti
lebky, jsou konvenéni metody vyroby zna¢né neekonomické a Casové narocné. Tyto
defekty se tak v soucasné dob¢ fesi pfevazné pouzitim tzv. kostniho cementu, ktery je
ruéné tvarovan Iékaiem béhem opera¢niho vykonu. Tato feSeni vSak neposkytuji Zadany
kosmeticky efekt. Aditivni technologic vyroby se jiz pouzivaji k rychlé vyrobé
individualnich implantati na nékterych specializovanych klinikach a institutech.
Zhotovuji se takto predev§im kranialni, kraniofacialni a maxilofacialni implantaty,
ale i ndhrady ¢asti panve po onkologickych onemocnénich apod. V bézné praxi jde vsak
zatim spiSe o raritni pfipady.

Tato prace se zabyva moznosti vyroby individuélnich implantata z biokompatibilni
slitiny titanu Ti-6Al-4V aditivni technologii Selective Laser Melting (SLM). Technologie
SLM je zaloZena na principu spékani kovového prasku vrstvu po vrstvé dle predlohy dat
3D modelu. Cilem préce je seznamit se s problematikou vyroby implantatti na miru,
s modelovanim takovych implantatt a také s jejich vyrobou pomoci technologie SLM.
Dalsim cilem je zhotovit laboratorni vzorky technologii SLM a nasledné experimentem
zjistit, zda tato metoda vyroby neovliviiuje biokompatibilitu a jiné vlastnosti materialu

atedy zda jsou dily vyrobené touto technologii vhodné pro medicinské pouziti.
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Sledovanymi vlastnostmi je cytotoxicita a chemické slozeni materialu, dale pak drsnost
povrchu a mechanické vlastnosti dili vyrobenych technologii SLM a soucasti prace je

rovnéz ovéieni geometrické presnosti vyroby.
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2 Teoreticka Cast

V teoretické Casti prace jsou popsany a vysvétleny zakladni pojmy tykajici se dané
problematiky a analyzovany nékteré odborné prace jinych autort, souvisejici s timto

tématem.

2.1 Aditivni technologie vyroby

Aditivni technologie vyroby (tzv. Additive Manufacturing — dale jen ,,AM%), je
termin oznacujici soubor nekonvenénich vyrobnich technologii, které pracuji na principu
také jako ,,3D tisk* [1, 2].

AM je automatizovany vyrobni proces zaloZzeny na principu piidavani vrstev
za ucelem dosazeni pozadovaného 3D fyzického objektu na zdklad¢ elektronickych dat.
Modely, které slouzi jako podklad pro AM, lIze ziskat prostiednictvim CAD nebo formou
skenovani skute¢ného modelu (tzv. reverzni inZzenyrstvi) [1, 3].

Aditivni technologie se nékdy dale déli na RP (Rapid Prototyping), neboli rychlou
vyrobu prototypti a RM (Rapid Manufacturing) - tedy vyrobu finalnich produktd. Diive
se pro AM technologie pouzivalo obecné oznaceni ,,Rapid Prototyping“. Kdyz se vSak
touto metodou zacaly vyrabét i finalni soucastky, piibyvalo upfesiujicich oznaéeni
(jednim z nich je i RM). Pro zptehlednéni byl proto Americkou spole¢nosti pro testovani
a materialy (ASTM) stanoven jednotny nazev ,,Additive Manufacturing® pro vSechny
aditivni technologie bez ohledu na vysledny produkt. AM se tak stal oficialnim
standardnim terminem a je definovan pravé jako proces spojovani materialu, obvykle
vrstvu po vrstveé, vedouci k vyrobé fyzického objektu z 3D CAD dat. Material je pridavan
po vrstvach, pficemz kazda vrstva je 2D tez 3D objektu odvozeného z ptivodnich CAD
dat. Jedna se o opak klasického obrabéni, kdy je naopak material odebiran a vznika tak
odpad [1, 3].

Nespornou vyhodou AM je kromé minimalniho mnozstvi odpadového materialu jeho
schopnost vyrabét i velmi slozité tvary a struktury v kratkém case. Stroje pro aditivni
vyrobu se mohou li§it jak v pouzitych materialech (kovy, polymery, atd.), tak i z hlediska

formy vstupniho materialu a mechanismu spojovani vrstev [1].
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2.1.1 Technologie Selective Laser Melting

Selective Laser Melting (dale jen ,,SLM®) je jednou z technologii aditivni vyroby,
ktera je urCena k vyrob& kovovych dili. Jednd se o proces spékani kovového prasku
za pouziti pocitacem fizeného laserového paprsku. Diky vysoké energii laseru dojde
Kk roztaveni tenké vrstvy jemného prasku podle 2D fezu z puvodniho 3D modelu. Diky
presné fokusaci laserového paprsku do pozadovaného mista je zabezpeCeno plné
protaveni materialu a vzniklé dily jsou tak plné¢ homogenni a dosahuji az 100 % hustoty
[1, 2]. Na nasledujicim schématu (Obr. 1) je znazornéno taveni kovového prasku

laserovym paprskem.

Smér laseru

Kovovy prasek

Roztaveny
prasek Tuhy material

/

I!III I!ll LLLIRLARRL NI I
Podpuarné struktury

Zakladova deska

Obr. 1: Schéma taveni prasku laserovym paprskem [4]; upraveno

Technologie SLM je vhodna k vyrobé soucasti s komplikovanou geometrii nebo
vnitini strukturou, jeZ jsou obtizné vyrobitelné konven¢nimi technologiemi. Stavba dilu
probiha v inertni atmosféie dusiku (N2) nebo argonu (Ar), diky které je mozné deklarovat
Cistotu zpracovavaného materialu. SLM umoziuje zpracovani Siroké skaly kovovych
materiald, jako jsou naptiklad nerezové oceli, nastrojové oceli, kobalt-chromové slitiny
a pti vyuziti inertni atmosféry argonu umoziluje pracovat i s reaktivnimi kovovymi prasky
jako jsou hlinikové a titanové slitiny [1, 5].

Soucasti zatizeni SLM jsou dva zasobniky s kovovym praskem. Z prvniho zasobniku
je prasek Cerpan a druhy slouzi k uloZeni zbytkového prasku, ktery lze po vycisténi
prosévacim zatizenim ptipadné€ znovu pouzit pti dalsi vyrobé. Procesni komora stroje se
sklada ze stavebni a davkovaci komory. V celém prostoru je vakuum s inertnim plynem
pro zajisténi ¢istého prostiedi. Do stavebni komory je na mechanismus umozZiujici pohyb
vose Z umistovana z&kladovd deska, na které probihd samotny tisk. Nad stavebni
komorou se nachazi laserova jednotka s vychylovacimi zrcatky. Laserovy paprsek je
privadén optickym vldknem a za pomoci zrcadel, ktera jsou schopna vysokofrekvenéniho
pohybu v osach X a Y je paprsek vychylovan. VVykon laserového paprsku je dalezitym
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parametrem ovliviiujicim kvalitu povrchu soucasti [1, 6]. Na nasledujicim obrazku je

znazornéno schéma vyroby dilu technologii SLM.

Systém laseru
Recoater (vozik k nana%eni prasku)
Bezpecnostni sklo
Laserovy paprsek
Procesni komora
Vystup plynu
Vyrabény dil
Zakladova deska
Zvedaci zafizeni
Kovovy prasek
Piivod plynu

10

= =MD 50 =1 O L R W b =

—_

Obr. 2: Schéma vyroby dilu technologii SLM [7]

2.1.1.1 Modelovani objektu a stavebni proces

Model pozadovaného objektu je vymodelovan v CAD systému. Tento model piesné
popisuje fyzicky objekt, ktery ma byt vyroben, povrchy proto musi byt uzaviené, aby byl
prostor jednozna¢né definovan. CAD data jsou nasledné pievedena do formatu STL,
ktery aproximuje povrchy modelu s vyuzitim nejjednodusSich polygont — trojuhelnikt
[1, 8].

Tento soubor je nasledné nahran do prislusného softwaru, ve kterém probiha ptiprava
modelu. V tomto kroku je model umistén na virtualni plochu stroje (zakladovou desku)
a na vybrana mista modelu se umisti podptrné struktury. Cilem je pouzit co nejméné
podplrnych struktur kvili uspofe materialu. Déle se nastavi pozadovany material,
tloustka tisknuté vrstvy a dals$i parametry tisku (vykon laseru, rychlost, atd.). Model je
Vv této Casti také rozdélen podle zvolené tloustky vrstvy na 2D fezy. Kazda vrstva tak
ptedstavuje 2D obraz fezu v ptislusné vySce tisknutého modelu. Na zavér se soubor
s elektronickymi daty exportuje do softwaru vyrobniho zatizeni [1, 7].

Samotny proces tisku se sklddd z n€kolika kroku, které se opakuji az do konce
vyrobniho procesu. Na zakladovou desku je nanesena predem definovana velmi tenka
vrstva kovového prasku a do té je laserovym paprskem spékan tvar 2D fezu z 3D modelu.
Nejprve dojde k vytvoteni okraju a poté zbylého plného profilu. Po vytisknuti vrstvy se
zakladova deska posune o tloustku tisknuté vrstvy smérem dold (v ose Z) a cely proces

se opakuje az do dokonceni posledni vrstvy objektu. Paralelné s vyrobou objektu probiha
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i vystavba podpornych struktur v okoli, které objekt podpiraji a bréni jeho zhrouceni
[6, 7].

Kwviili zabranéni oxidaci zpracovavaného kovu probiha proces, jak jiz bylo popsano
vyse, v inertni atmosfére dusiku nebo argonu. Aby se snizilo vnitini pnuti ve vyrabéném
dilu, ptedehtiva se zakladova deska na cca 200°C [7].

Ke sniZzeni pnuti je mozné po vytisknuti objektu provést zihani. Z vyrobeného dilu
se nasledné odstrani podpurné struktury a dale je mozné povrch dilu upravit

napft. tryskanim, brouSenim, lesténim, ¢i jinymi dokoncovacimi operacemi.

2.2 Kostni tkan

Kost je tvrda pojivova tkan, ktera ma podptrnou a ochrannou funkci. Kostni tkan
piedstavuje nejtvrdsi a nejpevnéjsi pojivo v lidském téle hlavné diky své jedinecné
struktufe a schopnosti pfizpisobovat se. Kost, stejn¢ jako ostatni pojiva, se sklada z bunck
a mezibunécné hmoty. Mezibuné¢na hmota (matrix) se sklada z organické slozky (ossein)
a anorganické slozky (mineraly). Ossein, ktery je tvofen kolagennimi vldkny a amorfni
hmotou (bilkoviny nekolagenniho charakteru), propijcuje kosti uritou miru pruznosti.
Naopak anorganicka slozka, ktera je tvofena predevs§im vapnikem a fosforem ve formé
krystalického hydroxyapatitu a amorfniho fosfore¢nanu vapenatého, propujcuje kosti
tvrdost a pevnost, ve vySsim poméru vSak také kiehkost. Pomér mezi osseinem
a mineralni slozkou se béhem Zivota méni, podil anorganické slozky postupné roste.

U novorozence obsahuje kost asi 48 % anorganickych latek, zatimco u dospélého jedince

wrv s

véku naopak kieh¢i [9, 10].

U kostni tkané rozeznavame 3 typy bun€k — osteoblasty, osteocyty a osteoklasty
(viz Obr. 3 na nasledujici strané). Kost vznika ¢innosti osteoblastil, které vytvaieji
zakladni kostni hmotu (matrix), kterou se obklopuji a tim se z nich stavaji osteocyty.
Osteocyty jsou tedy osteoblasty, které byly zaclenény do nové vytvofené mezibunééné
hmoty a pozdé&ji uzavieny mineralizovanou kosti do tzv. lakun. Osteocyty kostni hmotu
nevytvari, podileji se vSak na regulaci hladiny vapniku. Poslednim typem bunék jsou
osteoklasty, které jsou zodpovédné za odbourdvani kostni hmoty pi#i remodelaci kosti
[9, 10]. Osteoklasty jsou vicejaderné (15 — 20 jader) obrovské buriky, zatimco osteoblasty

a osteocyty jsou buriky jednojaderné. Osteoblasty maji kubicky tvar a dosahuji velikosti
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okolo 15 — 30 pm, vyskytuji se v misté tvorby a remodelace kosti a S ostatnimi bunikami

a okolim komunikuji svymi vybézky [11].

osteoklast

A I osteoblasty

Obr. 3: Zakladni typy bunék kostni tkané [12]; upraveno

Kostni tkan rozdélujeme na fibrilarni a lamelarni. Fibriladrni kostni tkan se vyznacuje
nepravidelnym uspofadanim kolagennich vlaken a vyskytuje se pfedevS§im béhem vyvoje
kosti. U dospé€lého jedince je pfitomna napiiklad v okoli lebecnich §vii a vznika také pii
hojeni kosti po zlomenindch. Lameldrni kostni tkan je uspotfadiana do plochych
plastovych vrstev (lamel), nebo do valcovych soustav kruhovych koncentrickych lamel
(osteonti). Osteon, nékdy nazyvany také Haverstv systém je zakladni stavebni jednotkou
kosti. Je tvofen souborem soustfednych lamel uspotfadanych kolem centralniho
Haversova kanalku, kterym probihaji cévy a nervy [10].

Déle rozdélujeme kostni tkan na kompaktni a spongiozni. Kompaktni (hutna) tkan
tvofi povrchovou vrstvu pod okostici, zatimco spongidzni (tramcitd) kostni tkan vytvaii
tzv. trabekularni systém uvnité kosti. Kostni tramce nejsou uspotfadané nahodné,
ale do ur¢itych smérti, podle pusobeni tlaku a tahu na kost. Kazda kost ma svoji
specifickou a typickou architektoniku, kterd je dynamicka a pti zméné€ zatizeni schopna
rychlé prestavby. Spongidzni kostni tkan se nachazi v koncovych ¢astech dlouhych kosti
a uvnitt kratkych kosti. Ploché lebe¢ni kosti maji specifickou stavbu, skladaji se ze dvou
vrstev kompaktni kosti (lamina externa, lamina interna), mezi nimiz se nachazi tram¢ita
diploe (viz Obr. 4) [10].
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ploché kosti lebky

spongiozni kost
(diploe)

kompaktni kost

Obr. 4: Stavba plochych kosti lebky [12]; upraveno

Na povrchu kosti se nachazi bohaté nervové a cévné zasobeny vazivovy obal
nazyvany okostice (periosteum), lebe¢ni okostice se pak nazyva pericranium. Vnitini
strukturu kosti vyplituje kostni dfen. Cervena kostni dien, kterd je organem krvetvorby,
vypliiuje po narozeni predev§im dienovou dutinu uvnitt dlouhych kosti. V dospélosti
nahradi Cervenou kostni dfent v dfefiovych dutinach dien zluta a Cervena dienl se nachazi
piedevsim v tram¢in€ koncovych ¢asti dlouhych kosti, v zebrech, hrudni kosti, lopaté

kycelni kosti a také v diploe plochych lebe¢nich kosti [9, 10].

2.2.1 Mechanickeé vlastnosti kosti

Mechanické vlastnosti kosti jsou ovlivnény piedevSim poérovitosti, stupném
mineralizace a orientaci kolagennich vldken. Kompaktni kost se vyznaéuje ptiblizné
5 — 10% porovitosti, zatimco spongidzni kost ma porovitost 75 — 95 % [13].

Odolnost tkani proti mechanickému zatizeni mizeme charakterizovat zakladnimi
vlastnostmi jako je pevnost a pruznost. Kosti se diky své struktuie fadi mezi nehomogenni
a anizotropni materialy - mechanické vlastnosti kostni tkané tedy podstatné zavisi
na sméru, ve kterém zatizeni ptsobi. Tkan mize byt naméhana v tahu, v tlaku, v ohybu,
ve smyku, v krutu apod. [14].

Pruznosti rozumime schopnost pevného télesa ziskat po odstranéni vné&jsich ucinku
sily pivodni tvar a pevnost je schopnost pfenést zatizeni bez poruSeni. Pruznost je
definovana hodnotou modulu pruznosti (Youngtiv modul). Youngv modul zavisi pouze

na vlastnostech materiélu, nikoli na jeho rozmérech. DuleZitym bodem pii zvySujicim se
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napéti je mez kluzu (Rpo2), po piekroceni této meze se jiz tkan nevrati do puvodniho
stavu po odeznéni zatéze - piestava tedy byt elastickou a stava se plastickou. Dalsi mezi
je mez pevnosti (Rm), ktera je vzdy vyss§i nez mez pruznosti a pti piekroceni této meze
dochazi k poruSeni soudrznosti tkané (v piipadé tahu k pretrzeni). Tyto meze se lisi
u kortikalni a spongiozni kosti [13, 14].

Mechanické vlastnosti kosti se Vv pribéhu zivota mohou ménit z duvodu
tzv. remodelace kosti. Jednd se o odbourdvani (resorpci) kostni tkané a novotvorbu
resorbované ¢asti. V oblastech velkého zatizeni kosti se hustota tramct zvySuje a naopak
v mistech nizkého zatizeni klesa [13, 15]. V nasledujici tabulce jsou srovnany

mechanické vlastnosti kosti s jinymi materialy.

Tab. 1: Porovnani mechanickych vlastnosti a hustoty kosti s titanem a oceli [13, 14, 16]

Material px;g:sl i Mez kluzu | Mez pevnosti Hustotg ;rrfsrlggizz
E [MPa] Rpo2 [MPa] | Rm [MPa] p [g/cm®] A [%]
E(;’Qpaktn" ~ 15000 114 100180 | 1,7-2 1-3
i’gg’t”giézm 100 — 500 = 8—50 - 2-4
Titan ~ 110 000 485 760 45 14-18
Ti-6Al-4V | ~ 116000 | 897 — 1034 | 965— 1103 4,43 8
ONfgfzo"é ~ 190 000 792 930 8 43— 45

Pti volbé materidlu pro kostni ndhrady je kromé¢ ohledu na biokompatibilitu také
snaha se co nejvice piiblizit mechanickym vlastnostem kosti. Diky relativné nizkému
Youngové modulu pruznosti (viz Tab. 1) je vtomto ohledu z kovovych materialt

nejvyhodnéjsi pouziti titanu a jeho slitin [15].

2.3 Cranium — lebka

Lebka (cranium) se sklada ze dvou hlavnich oddili, neurocrania a splanchnocrania
(n€kdy téz oznacované jako viscerocranium). Neurocranium neboli mozkova ¢ast lebky
je soubor lebeénich kosti, které obklopuji a chrdni mozek, zrakové, sluchové
a rovnovazné ustroji. Kosti oblicejové ¢asti lebky (splanchnocrania) obklopuji a chréni
¢ast traviciho a dychaciho systému. Na lebce se vyskytuji jak kosti ploché (predev§im

kosti klenby lebni), tak ale i kosti nepravidelného tvaru (napiiklad kost licni). Nékteré
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kosti lebky jsou pneumatizované (duté) a vytvareji vedlejs$i nosni dutiny [9, 10].
Na nasledujicim obrazku je vyobrazen laterdlni pohled na lebku vcetné popisu

jednotlivych kosti.

Sutura coronalis

Os parietale
Os frontale

Os ethmoidale SR

Os nasale Sutura lambdoidea

Os lacrimale

Os occipitale

Os temporale

Os sphenoidale
Mandibula

Obr. 5: Lebka ze strany [9]; upraveno

2.3.1 Neurocranium

Horni ¢ast neurocrania se nazyva lebe¢ni klenba (calva), dolni ¢ast baze lebni (basis
cranii). Calva ma tvar misky a je tvofena vpiedu kosti ¢elni, za ni kostmi temennimi,
po stranach Supinami kosti spankové a vzadu Supinou kosti tylni. Kosti calvy jsou spojeny
¢tyfmi §vy - sutura lambdoidea, sutura squamosa, sutura sagittalis a sutura coronalis

(viz Obr. 6), které v dospélosti postupné synostoticky zanikaji (sristaji) [17].
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Obr. 6: Lebka shora (calva) [9]; upraveno

Baze lebni se déli na vnitini bazi lebni (basis cranii interna), na niz spo¢iva spodina
mozku a na zevni bazi lebni (basis cranii externa), ktera spoluvytvaii povrch lebky.
Zeptedu je na ni nasazeno splanchnocranium a kloubné je spojena s prvnim krénim
obratlem (atlasem). Mezi kosti neurocrania fadime kost ¢elni, tylni, klinovou, temenni,
spankovou a kost ¢ichovou [9, 17].

Celni kost (0s frontale) je pavodem parova kost lebedni klenby. Jednd se
0 pneumatizovanou kost, vytvarejici vedlejsi nosni dutinu (sinus frontalis). Sklada
se Z neparové Supiny, nosni ¢asti a parové o¢nicové ¢asti. Tylni kost (os occipitale) je
neparova kost v zadni ¢asti lebky tvofici lebe¢ni spodinu i lebe¢ni klenbu. Soucasti kosti
je velky otvor (foramen magnum), kterym prochazi prodlouzena micha. Klinova kost
(os sphenoidale) je soucasti lebe¢ni spodiny a je tvoiena neparovym télem a tiemi
parovymi ploténkami (velkd a mala kiidla a kiidlovité vybézky). Soucasti téla kosti je
tzv. turecké sedlo, vnémz je ulozena hypofyza. Jednd se o pneumatizovanou kost
s parovou vedlej$i nosni dutinou (sinus sphenoidalis). Otvory v klinoveé kosti spojuji
sttedni lebe¢ni jamu s dal§imi vyznamnymi topografickymi misty lebky (napf. se
stiedousni dutinou, o¢nici apod.). Temenni kost (os parietale) je parovou kosti klenby
lebecni. M4 ctvercovy tvar a s ostatnimi kostmi klenby lebecni je spojena Svy. Kost
spankova (os temporale) patii mezi parove kosti, je tvofena Supinou, bubinkovou ¢asti
a skalni kosti. Bubinkova ¢ast tvofi stény kosténého vnéjsiho zvukovodu a uvnitt skalni
kosti je ukryto stfedni a vnitini ucho. Soucasti kosti je také pneumatizovany vybé&zek

(processus mastoideus) obsahujici malé sklipky. Kost ¢ichova (os ethmoidale) ma
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vodorovnou a svislou ploténku a cichové labyrinty. Jednd se o neparovou,

pneumatizovanou kost lebni baze, vytvarejici vedlejsi nosni dutiny [10, 18].

2.3.2 Splanchnocranium

V oblicejové Casti lebky se nachdzi o¢nicové dutiny, kosténd dutina nosni a jamy
spankové. Mezi kosti splanchnocrania patii dolni skofepa nosni, slzni, nosni a radli¢na
kost, kost licni a patrova, horni Celist, dolni Celist a jazylka [17]. Na nésledujicim obrazku

je pohled na lebku zpiedu, tedy predevsim na jeji oblicejovou cast.

Sutura sagittalis
Os frontale : / Sutura coronalis
\ P R
#5N ; . Os parietale

A

Os ethmoidale
Os sphenoidale

Os lacrimale Os temporale

Os zygomaticum
Os nasale

Maxilla

Concha nasalis inferior

Vomer

Obr. 7: Lebka zptedu [9]; upraveno

Dolni skofepa nosni (concha nasalis inferior) je na rozdil od ostatnich skofep
povazovana za samostatnou kost. Je pfipojena k horni Celisti a shora ohrani¢uje dolni
nosni praduch. Kost slzni (os lacrimale) je drobna parova kost tvotfici medialni sténu
ocnice. Spole¢né s dolni skofepou nosni tvoti kostény kanal (canalis nasolacrimalis),
ktery uUsti do nosni dutiny a obsahuje slzovod. Noshi kost (os nasale) je drobna parova
kost. Tvarem téchto kustek je uréen tvar nosniho kotfene. Kost radli¢na (vomer) tvoii
zadni Cast nosni piepazky. Jedna se o neparovou, sagitalné uloZenou kost. Licni kost
(os zygomaticum) tvoii spolecné s vybézkem spankové kosti tzv. jaimovy oblouk (arcus
zygomaticus). Jedna se o parovou kost tvotici ¢ast dolni a bo¢ni stény oénice. Patrova

kost (os palatinum) je parova kost tvofena dvéma na sebe kolmymi tenkymi ploténkami.
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Vodorovna ploténka spolu s horni Eelisti tvofi tvrdé patro. Horni ¢elist (maxilla) patii
mezi parové kosti a sklada se z téla a ¢tyr vybezka. Télo horni Celisti je duté a nachazi se
vV ném nejprostornéjsi vedlejsi nosni dutina (sinus maxillaris). Horni plocha kosti tvoii
dno ocnice a jeji dolni okraj. Horni Celist také tvoti tvar obli¢eje, nosni dutiny a tvrdého
patra a nese horni zubni oblouk. Dolni ¢&elist (mandibula) se sklada ze dvou c&asti,
neparového téla (corpus mandibulae) a parového ramene (ramus mandibulae)
zakon¢eného dvéma vybézky. Tyto dvé ¢asti se stykaji v Uhlu mandibuly (angulus
mandibulae), ktery se béhem zivota méni v =zavislosti na profezavani zubu.
U novorozence je tento Ghel 150 — 160°, po profezani vSech zubl se zmenSuje na 120°
a pii ztraté chrupu se opét zvétSuje. Dolni Celist je jako jedina kost lebky s ostatnimi
kostmi spojena kloubem. Soucasti t€la mandibuly je i neparova vyvysenina v oblasti
brady (protuberantia mentalis). Jazylka (os hyoideum) je neparova kost ulozena
v krénim svalstvu, slouzici jako zavés hrtanu. S ostatnimi kostmi lebky je spojena pouze

pomoci svalti a vazu [10, 18].

2.4 Nahrady kostni tkané

Ucelem implantatu je nahradit chybgjici ¢ast lidského téla. Jedna se o zdravotnicky
prostiedek, ktery je urcen k dlouhodobé implantaci (vice nez 30 dni) do téla pacienta
a spada tak do rizikove ttidy III [19].

Implantaty je mozné rozdélit podle pouzitych materialti na kovové (titanova slitina),
nekovové (polymery a jiné) a kombinované (titan + hydroxyapatit). Pro konstrukci nahrad
tvrdych tkani kosti nachazeji uplatnéni piedev§im kovové materidly. Zakladnim
predpokladem pro pouziti materialu ve zdravotnictvi je jeho biokompatibilita. Timto
pojmem rozumime vzajemnou interakci mezi materidlem a zivou tkani. U anorganickych
materiall implantovanych do zivého organismu posuzujeme mimo mechanickych
a chemickych vlastnosti také 0Ucéinky biologické, tedy reakci organismu s plochou
umélého materiélu [20].

Biomaterialy je mozné z hlediska biologické tolerance rozdé€lit na materialy
biotolerantni, bioinertni a bioaktivni [20].

Biotolerantni materialy jsou charakteristické znacnou korozi implantatu. Ionty
kovii se uvoliuji elektrolytickou korozi, nasledné difunduji do tkané, kde se zachyti

nerozpustné ¢asti a mize se projevit jejich toxicita. Do této skupiny patii uslechtilé kovy
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(napft. zlato) a slitiny obecnych kovii. U téchto materialii se mezi implantatem a kosti tvoti
spojovaci vazivova mezivrstva, ktera z hlediska hojeni neni ptili§ vhodna [20].

Bioinertni materidly jsou biologicky neaktivni a jsou tkani pln¢ akceptovany.
U implantatii ztéchto materidl dochazi ke kontaktni oseogenezi nazyvané téz
oseointegrace, kdy je implantat béhem hojeni postupné zaclenén do kosti. K témto
materialiim fadime naptiklad titan a jeho slitiny, uhlikové materidly a nékteré¢ druhy
keramik [20].

Bioaktivni materialy tvoti pevnou chemickou vazbu na rozhrani implantéat - kost.
Tyto materialy se vSak vyuzivaji ptedev§im jako povlaky s ohledem na jejich nepfilis
velkou stabilitu. Mezi bioaktivni materidly fadime naptiklad hydroxyapatit, ktery

urychluje vristani kosti do materialu a vznik pevné vazby [20].

2.4.1 Individualni nahrady

NejcastéjSim postupem pii vyrobé implantati je CNC obrabéni z tvarenych nebo
odlitych materiala. V piipadé potieby individualniho implantatu - tedy urc¢eného pro
konkrétniho pacienta, je vSak tento konvenéni zpusob vyroby neekonomicky a pomaly.
Proto je v téchto pripadech velmi ¢asto vyuzivano levnéjsich alternativnich metod vyroby
[8].

Hlavni vyhodou AM technologii je pravé rychlost a ekonomicnost vyroby
individualnich implantatu, ale také schopnost vyrobit implantat ptizptisobeny konkrétnim
anatomickym a biomechanickym pozadavkam. Implantat na miru tak zajisti velmi pfesny
operaéni vykon. Pii vyuziti AM technologii jsou potiebné informace ziskavany piimo
z CT dat konkrétniho pacienta. Vyhodou tohoto postupu je tak nezkresleny a komplexni

pohled na danou oblast [21].

2.4.1.1 Kranialni implantaty

Kranialni implantat slouzi k uzavieni defektu lebky. Nej¢astéjsi pti¢inou potieby
kranialniho implantatu je defekt v oblasti klenby lebni po tzv. kraniektomii (otevieni
lebky). V ptipadé defektu v oblasti baze lebni, se ¢asto toto misto nechava bez nahrady
z diivodu slozitého operacniho ptistupu a také z divodu ptitomnosti pomeérné masivnich
svall, které mozek dostate¢né€ chrani a neni proto obvykle nutné defekt kryt implantatem.

DalSim typem jsou defekty zasahujici i do oblicejové ¢asti lebky a vyZzadujici tak
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rekonstrukci obliceje. Pficinou téchto defektd byvaji jak traumata, tak ale i nadorova
onemocnéni nebo vyvojové vady. Implantaty pouzivané v téchto piipadech se casto
oznacuji jako Kraniofacialni, ¢i maxilofacialni [22]. Vzhledem K relativné¢ nizkému
vyskytu téchto defektu se dale zaméfime predevsim na nahrady v oblasti klenby lebni.

Kraniektomie je zakrok, pii némz je odstranéna ¢ast klenby lebni, nej¢astéji z divodu
poUrazové nitrolebni hypertenze. V piipadé¢ potieby kraniektomie je ¢asto snaha
0 uchovavani autolognich (pacientovi vlastnich) lebe¢nich kosti pro naslednou
kranioplastiku. Kostni ploténka mize byt uchovdna bud’ zamrazenim, nebo muze byt
vsita do podkoZi bficha pacienta. Tyto autologni Stépy vSak Casto selhavaji z divodu
infekce nebo resorpce [22].

Mezi nejéastéji pouzivané materialy k vyrob¢ kranialnich implantatt patfi v dne$ni
dob¢ predevsim metylmetakrylat, titan a jeho slitiny a polyetereterketon (PEEK) [22].

Pii uzavirani defekti kosti krania (tzv. kranioplastice) se v Ceské republice nejéasté;ji
setkavame s metodou, kdy lékaf pfimo na opera¢nim sale béhem operace modeluje
implantat ztzv. kostniho cementu (metylmetakrylatu). Takovy implantat vSak
neumoziuje dokonale obnovit kranidlni kontury a zamezit tak kosmetickym deformacim.
Dalsi nevyhodou je zbyte¢né prodluzovani opera¢ni doby, kvili modelaci a tuhnuti
implantatu. Proces tuhnuti by mél navic probihat mimo opera¢ni misto, jelikoZ se jedna
0 exotermni reakci a hrozi tak nezadouci ptehfivani mozku. Skute¢nost, ze material tuhne
mMimo opera¢ni misto, ma za nasledek dalsi snizeni pfesnosti vysledného implantatu [22].

Problémim spojenych s tvarové nevyhovujicim implantatem je mozné piedejit
pouzitim AM technologii, diky nimZz by se =zkratila doba samotné operace
(kranioplastiky), jelikoz takto zhotoveny implantat jiz nevyzaduje zadné Upravy na sale.
Dalsi vyhodou AM technologii je vysledny kosmeticky efekt implantatu. Implantat se
konstruuje na zaklad¢ dat o pacientovi ziskanych z CT snimku a je tak mozné ho piesné
ptizpusobit na chybéjici ¢ast lebky [21].

Vyroba implantdtu AM technologii za¢ind 3D rekonstrukci postizené oblasti z CT
snimkd. Proces rekonstrukce probihd v softwarovém programu (napiiklad Geomagic)
a zaCina odstranénim nezadoucich struktur (ktze, svaly, tuk atd.) z CT dat pomoci
techniky prahového segmentovani. Tim je ziskan digitalni 3D model lebky s defektem.
V ptipadé¢ unilateralniho defektu je implantat virtualné zrekonstruovan podle zrcadlové
symetri¢nosti lebky. V piipadé, kdy neni mozné defekt odecist na zakladé symetrie, je
feSenim srovnavani lebky pacienta s modely neposkozenych lebek z databaze. Takto

ziskany pocitacovy model implantatu pak slouzi jako vstupni data pro 3D tisk. K vyrobé
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kranialnich implantatt technologii AM je nejcast&ji pouzivana titanova slitina Ti-6Al-4V
[21, 23].

Kranidlni implantat z titanové slitiny se zhotovuje s upeviiovacimi prvky, jejichz
polohu uréi Iékat. Vhodné je také opatfit implantat nékolika otvory, ¢i sitovanou

strukturou k prevenci hromadéni tekutiny pod implantatem [22].

2.4.1.2 Kranioplastika

Kranioplastika je opera¢ni vykon slouzici k uzavieni defektu v lebce (klenbé lebni)
a tim obnoveni integrity kostniho krytu mozku. Nejcastéji se s potiebou kranioplastiky
setkavame po tzv. dekompresni kraniektomii, kdy je odstranéna cast klenby lebni
z divodu nitrolebni hypertenze. Nitrolebni hypertenze se vyskytuje piedev§im
po poranéni hlavy, kdy dochazi ke krvaceni do mozku, nebo k pourazovému hydrocefalu
(patologicky zvySené mnozstvi mozkomiSniho moku), a dale pak u zanétlivych
onemocnéni mozku. Po odeznéni otoku mozku, mize byt defekt uzavien kranioplastikou.
Defekty lebky vyzadujici kranioplastiku mohou byt zpuisobeny také rtznorodymi
traumaty hlavy, ¢i opera¢nim feSenim nékterych vrozenych vad a nadorut [22].

Kontraindikaci kranioplastiky je pfitomnost hydrocefalu, infekce a otok mozku.
Doba mezi dekompresni kraniektomii a kranioplastikou tak byva piiblizné 3 az 6 mésict,

Vv ptipad¢ infekce miize tato doba trvat i déle [22].

2.4.2 Titanové implantaty

Titan je velmi reaktivni kov, ktery rychle na svém povrchu vytvaii tenkou vrstvu
oxidu titani¢itého (TiO2), ktery je pfi¢inou vzdjemné netecnosti materidlu a Zivé tkané.
Cisty titan je pouzivan predeviim v dentalni implantatech, k ostatnim i¢eliim se pouZivaji
spiSe slitiny titanu a to diky jejich vyssi tvrdosti [13, 15].

Nejrozsifenéjsi titanovou slitinou je Ti-6Al-4V (tzv. Titan Grade 5), ktera je
biokompatibilni a ve zdravotnictvi je pouzivana pfedevsim k vyrob¢ implantatt. Jedna se
0 alfa-beta slitinu titanu (89 — 91 %), hliniku (5,5 — 6,5 %) a vanadu (3,5 — 4,5 %) [13].
Vyznacuje se vynikajicimi mechanickymi vlastnostmi a odolnosti proti korozi
v kombinaci s nizkou hmotnosti. Typickd je pro tuto slitinu vysokd houzevnatost,
spolehlivé Unavové vlastnosti, odolnost proti opotiebeni a relativné nizky modul

pruznosti (= 116 GPa). Tyto vlastnosti jsou vyhodné pro spojeni s kosti, protoze ¢im vice
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se modul pruznosti kosti (= 15 GPa) a implantovaného materialu piiblizuje, tim lépe se
ptenasi silové zatizeni [13, 24]. Lepsi pienos zatizeni mezi ptilehlou kosti a implantatem

pomaha predchazet atrofii kosti [15].

2.5 Vyroba individualnich implantata technologii Selective Laser
Melting

Tato kapitola je vénovana piehledu soucasného stavu poznani v oblasti vyroby
individualnich implantatt technologii SLM z titanové slitiny.

Abychom pomoci technologie SLM ziskali dil s pozadovanymi vlastnostmi, je tieba
vhodné zvolit procesni parametry jako je napiiklad vykon laseru, rychlost laseru apod.
Kromé toho je vSak tfeba brat v Uvahu i dalsi aspekty, jako je napiiklad tvar a velikost
vyrabéného dilu a vlastnosti materialu, se kterym pracujeme a podle toho vhodné zvolit
umisténi podpurnych struktur. V neposledni fad¢ zalezi také na orientaci dilu vuaci
zakladové desce [7].

Vyzkumem této inovacni technologie a jejim pouzitim v biomedicinskych aplikacich
se zabyva mnoho studii. V této reserSi se budeme vé€novat pravé studiim a ¢lanktum
na toto téma.

Vanderbroucke a kol. [25] se zabyva optimalizaci procesu SLM pro dva
biokompatibilni kovové materialy, Ti-6Al-4V a CoCrMo. Vsechny zkusebni vzorky byly
v tomto piipadé¢ tisknuty na zafizeni M3 Linear némecké firmy Concept Laser GmbH,
které je vybaveno Nd:YAG laserem o vykonu 95 W s prumérem laserového paprsku
200 um. Titanovy praSek byl zpracovavan v komoie se stalym pratokem argonu
a obsahem Kkysliku pod 0,1 %. Hlavnimi sledovanymi parametry byl vykon laseru,
tloustka vrstvy prasku, rychlost laseru a vzdalenost sousednich drah laseru. Tyto étyfi
parametry urcuji hustotu energie laserového paprsku, tedy energii pasobici na jednotku
objemu. Tato veli¢ina ma vliv na hustotu vysledného produktu a mizeme ji vyjadiit

vzorcem:

El = ! (1)

kde E je laserova hustotni energie [J/mm?3], P je vykon laseru [W], v je rychlost laseru
[mm/s], h ptedstavuje vzdalenost sousednich drah laseru [mm] a t je tloustka vrstvy

[mm].
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Obr. 8: Vysledky studie parametri pro Ti-6Al-4V [25]; upraveno

Na obrazku 8 je znazornéna zavislost hustoty vyrobenych dilii na parametrech tisku.
Vys$8i rychlost laseru a vétsi vzdalenost sousednich drah laseru vede k nizsi hustoté
energie, pfi¢emz plati, ze ¢im niz§i hustota energie laseru, tim také niz$i hustota
vysledného dilu. P¥i hustoté energie 293 J/mm? bylo dosazeno 99,98% hustoty produktu.
Pti pouziti nedostate¢né hustoty energie nejsou ¢astice prasku zcela roztaveny a vznikaji
tak pory. Naopak pii pouziti vysoké hustoty energie dosahuje vyrobek sice nejlepsi
hustoty, rapidné se vSak prodluzuje doba tisku. Z téchto pokust byly proto stanoveny

optimalni parametry pro vyrobu kvalitnich dilti v pfijatelném case (viz Tab. 2).

Tab. 2: Optimalizované vyrobni parametry pro material Ti-6Al-4V [25]

Teplota taveni [°C] 1650
Vykon laseru [W] 95
Tloust’ka vrstvy [um] 30
Rychlost laseru [mm/s] 125
Vzdalenost sousednich drah [um] | 130
Presah [%)] 35
Hustota energie [J/mm?®] 195
Hustota vyrobku [%o] > 99,8
Rychlost vyroby [cm3/h] 1,8

Soucasti studie je kromé optimalizace parametrii vyroby,
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S vyuzitim optimalizovanych parametrti byly vyrobeny vzorky, u kterych byla
nasledné¢ pomoci Archimedova testu zjisténa hustota, dale byly na vzorcich provedeny
tahové zkousky k ur¢eni Youngova modulu pruznosti, meze pruznosti v tahu, meze
pevnosti v tahu a prodlouZeni a nakonec byla zmétena tvrdost podle Vickerse. Primérné
hodnoty z méfeni jsou shrnuty a porovnany s tabelovanymi hodnotami v nasledujici

tabulce.

Tab. 3: Vysledky mechanickych zkousek na SLM vzorcich porovnané s tabelovanymi
hodnotami [25]

SLM Zihany | Uprava v roztoku
Ti-6Al-4V | Ti-6Al-4V (STA)
Ti-6Al-4V

Hustota [g/cm®] 4,42 4,43 4,43
Youngiv modul pruZnosti [GPa] 94 110 110
Mez kluzu v tahu [MPa] 1125 920 1100
Mez pevnosti v tahu [MPa] 1250 1000 1200
ProdlouZeni p¥i pretrZeni [%] 6 12 10
Tvrdost podle Vickerse [HV] 400 350 395

Podle této studie spliuji dily vyrobené technologii SLM mechanické pozadavky
na vyrobu. Vysledky (viz Tab. 3) z méfeni jsou velmi podobné tabelovanym hodnotam
s vyjimkou prodlouzeni pii pretrzeni. U dili vyrobenych technologii SLM byla zjiSténa
nizsi taznost, coz je podle vyzkumného tymu zptsobeno mirnym kiehnutim z duvodu
taveni laserem. Tvrdost titanoVvé slitiny se 1isi v zavislosti na tepelném zpracovani, u SLM
vzorkl je o néco vyssi kvuli velmi rychlému chladnuti materialu po projiti laseroveho
paprsku.

Vzhledem k tomu, Ze drsnost povrchu postavenych dilt je relativné vysoka, coz mtize
byt pro nékteré aplikace nevhodné, byla v této studii [25] provedena také analyza vlivi
ovliviiyjicich drsnost povrchu. Drsnost povrchu je zavislé na tloustce vrstvy prasku, thlu
sklonu k zakladni desce a na nasledném opracovani povrchu. K analyze drsnosti povrchu
byly vyrobeny tti krychle o hran¢ 12 mm, které se lisily povrchovym zpracovanim. Prvni
byla bez nasledné Upravy povrchu, druhd byla osetiena tryskanim sklenénymi elementy
a u tfeti byl povrch oSetfen keramickymi elementy za pouziti ultrazvuku. Pro kazdy
vzorek byla méfena drsnost povrchu na horni plose a dvou bo¢nich plochach v nékolika
smérech. Mezi drsnosti horni plochy a bo¢nich ploch nebyly zjistény Zadné vyznamné
rozdily. Po upravé povrchu sklenénymi kuli¢kami, ptipadné keramikou je vsak patrny

vyrazny pokles drsnosti povrchu (viz Tab. 4).
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Tab. 4: Drsnost povrchu testovacich dili Ti-6Al-4V (rizné dokoncovaci tpravy) [25]

| Horni plocha | Bo¢ni plocha

SLM

Ra 18 20

Rz 92 110
Tryskané

Ra 12 13

Rz 70 81
Ultrazvuk

Ra 10 11

Rz 45 64

K posouzeni vlivu sklonu vici platformé na drsnost povrchu byl vyroben testovaci
dil s rizné naklonénymi plochami v rozsahu 0 — 90° z horni strany a 30 — 90° ze spodni
strany (viz Obr. 9). Tyto dily byly postaveny ve tfech provedenich, kdy se lisila tloust'’ka
vrstvy prasku (20, 30 a 50 pm).

50 % 15 % 15 mm’®

db "t».

Obr. 9: Model k méfeni drsnosti povrchu pii rizném sklonu vici platformé [25]

Na nasledujicim obrazku je znazornén vliv thlu plochy k platformé na drsnost

povrchu. Drsnost by méla teoreticky tmérné klesat s hodnotou kosinu thlu §ikmé stény.

—#+—op, LT 20um
# . —&—op, LT 30um
4 —4—fop, LT 50pm
33 b 1 . = bottom, LT 30um I

Ra [um]
/|
-
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Obr. 10: Vyhodnoceni drsnosti povrchu [25]
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Schodovity efekt technologie SLM tak muze byt snizen vhodnym umisténim dilu
na platformu stroje. Pti vét§im uhlu doch&zi k naneseni vétsiho poctu vrstev, ¢imz se
vytvofti vice schodti s mensi horni plochou a drsnost povrchu je tak nizsi.

K testovani procesniho omezeni, proveditelnosti a presnosti technologie SLM byly

navrzeny dva testovaci dily (viz Obr. 11).

40 % 40 % 10 mm? 40 x 30 x 8 mm’

Z
a

Obr. 11: ZkuSebni dily pro testy procesnich omezeni [25]

Oba zku$ebni dily byly analyzovany pro zjisténi piesnosti. Prvni testovaci dil
(Obr. 11a) byl pouzit ke zjisténi piesnosti stavby v osach X, Y a Z a k méfeni piesnosti
valcovych a Sikmych prvkl. Rovinné plocha o tloustce 2 mm byla urena ke zjisténi
deformaci v disledku teplotniho namahani. Druhy testovaci dil (Obr. 11b) byl uréen
k ovéteni piesnosti a rozliSeni procesu. Na dilu se nachazeji malé otvory s kruhovym
a obdéInikovym prufezem a tenké stény o rozmérech 0,5 — 3 mm. Ostré hrany s uhlem
15 —45° byly urCeny k testovani vlivu akumulace tepla ve Spi¢ce uhlu. Referencni
geometrické tvary obou testovacich dild byly tfikrat zméfeny dotykovou sondou
na 3D NC soufadnicovém stroji. Nejmen$i rozméry byly méfeny na optickém
mikromeéficim stroji. Naméfené odchylky jsou zobrazeny v tabulce 5. K navrzenym
rozmériim jsou vztahovany jak absolutné (Abs.), tak relativné (Rel.), vzdy v primérné

(Mean) a maximalni hodnoté (Max).

Tab. 5: Odchylky rozmérti od navrhu zkusebniho dilu [25]

Smér X Smér Y Smér Z Priméry Uhly
Mean | Max | Mean | Max | Mean | Max | Mean | Max | Mean | Max
Abs. [um] | 15 36 17 30 11 21 24 36 0,51° | 1,33°
Rel. [%] (0,25 |097 030 |140 (0,21 (0,52 (0,38 |0,90 |- -
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Namétend presnost splituje pozadavky vétSiny biomedicinskych aplikaci. VSechny
detaily vzorku znazornéné na Obr. 11 byly vytvofeny s vysokou piesnosti, s vyjimkou
otvoru o priméru 0,5 mm, kde okolni teplo natavilo i sypky prasek uvniti otvoru.

Mezi vlastnosti titanového implantatu vyrobeneho AM technologii z kovoveho
prasku patii vysokd pevnost, nizk4& hmotnost, vysoka korozivzdornost, dobra
biokompatibilita, nizka teplotni roztaznost a dobré obrobitelnost [25].

Studie [26] se zabyvala vlastnostmi dilt z titanové slitiny Ti-6Al-4V vyrobenych
technologii SLM pro biomedicinské aplikace. V této studii byly porovnavany 3 typy
vzorkll - neupravené vzorky vyrobené technologii SLM, mechanicky lesténé vzorky
vyrobené technologii SLM a mechanicky lesténé vzorky vyrobené konvenénimi
technologiemi. Konkrétné bylo testovano chemické slozeni povrchu vzorkd, drsnost
povrchu a jeho morfologie a nakonec bylo provedeno testovani cytotoxicity.

Vzorky byly vyrobeny pomoci zatizeni Renishaw AM250 v inertni atmosféte argonu.
Chemické slozeni bylo zjistovano pomoci XPS analyzy. Slozeni povrchu neupravené¢ho
vzorku bylo dle [26] signifikantné odli$né od vzorku vyrobeného konven¢nimi metodami.
Na vsech vzorcich byly detekovany prvky C, N, O, Ti a Al. Na lesténych vzorcich byl
pozorovan slaby signal vanadu (0,3 %), u nelesténych vzorka byl v8ak obsah vanadu
zcela nulovy. Zatimco na neupraveném vzorku se tedy nachazely pouze oxidy titanu
a hliniku, na lesténych vzorcich se nachazely i oxidy vanadu. Podle [26] mtze byt vSak
vysledek XPS analyzy ovlivnén drsnosti povrchu. Na povrchu neupravenych SLM

vzorkl byly pozorovany ¢aste¢né roztavené Castice (viz Obr. 12).

N ) 4 . ' ‘(\'f‘\r i V) .
EHT = 10.00kV Mag = 500x 30um |

Obr. 12: Snimek ze SEM neupraveného povrchu dilu Ti-6Al-4V vyrobeného
technologii SLM [26]

Pozorovana drsnost povrchu (Ra) méfena pomoci plosného profilometru byla
u neupraveného vzorku 17,6 + 3,7 um. Pfitomnost Casteéné roztavenych cCastic na

povrchu dild je u technologie SLM zcela béZnd. Tyto Castice 1ze odstranit povrchovymi
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upravami (brousenim, lesténim apod.). Mezi faktory ovliviiujici drsnost povrchu dilu
vyrobeného technologii SLM lze zatadit natoceni dilu vici zakladové desce, pouzity
material, velikost Castic prasku, tloustku vrstvy, vykon laseru, parametry a strategii
vyroby.

Déle bylo provedeno testovani cytotoxicity. Pouzitymi bufikami byly mysi
fibroblasty 3T3. Pii zkouSce cytotoxicity extrakti po 24 a 72 hodinach byl pouzit LDH
test. Bunky vystavené ptsobeni extraktu upraveného i neupraveného vzorku dosahovaly
srovnatelné zivotaschopnosti jako buiiky negativni kontroly. Proliferace bunék rostoucich
pfimo na povrchu vzorki byla testovana po jednom, péti a sedmi dnech za pouziti testu
PrestoBlue. Ani zde nebyly prokazany jakékoli i¢inky materialu vyrobeného technologii
SLM na butiky 3T3. Buriky rostly srovnatelné jak na leSténych vzorcich, tak i na vzorcich
bez jakékoli upravy. Uprava vzorki v tomto piipadé neméla vliv na bundénou proliferaci
[26].

Védecky tym z Némecka [27] se zabyval mechanickymi vlastnostmi titanove slitiny
Ti-6Al-4V vyrobené technologii SLM. Vsechny zkuSebni vzorky byly vyrobeny pomoci
zatizeni Concept Laser M2 (LaserCusing®). ZkuSebni ty¢e byly vyrabény vertikalné
s jejich hlavni osou a vyroba probihala v inertni atmosféie argonu. V tomto piipadé byla
pouzita tloustka vrstvy 40 pm.

Tahové zkousky byly provedeny jak na neupravenych zkuSebnich tycCich, tak
i na ty¢ich, které byly po vyrobé obrobeny (viz Obr. 13).

Obr. 13: Zkusebni tyce pro zkousku tahem - neupravena (vlevo), obrobené (vpravo)
[27]
Vysledné mechanické vlastnosti neupravenych a obrobenych ty¢i vyrobenych
technologii SLM byly porovndny skonvenéné vyrobenym materialem. Navic byl
sledovan 1 vliv tepelného zpracovani vzorkli na mechanické vlastnosti. U obrobenych
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vzorkl byly porovnany tfi rizné tepelné upravy - zihani pii 700°C po dobu 1 hodiny,
zihani pfi 900°C po dobu 2 hodin a tzv. izostatické lisovani za tepla (HIP) pfi teploté
900°C a tlaku 100 MPa po dobu 2 hodin v atmosféte argonu. Vysledné hodnoty

ze zkousek tahem jsou zobrazeny v nasledujici tabulce [27].

Tab. 6: Porovnani mechanickych vlastnosti rizné upravenych vzorka Ti-6Al-4V [27]

Ti-6Al-4V E [GPa] Rpo2[MPa] | Rm [MPa] A [%]
Reference 112,8 922 084 19,3
SLM, Neupraveno 109,9 736 1051 11,9
SLM, Obrobeno 1124 986 1155 10,9
Tepelné zpracovani, obrobeno

SLM, zihani 700°C 117.,4 1051 1115 11,3
SLM, zihani 900°C 118,8 908 088 9,5
SLM, HIP 1154 885 973 19,0

Mez pevnosti zkuSebnich téles vyrobenych technologii SLM bez tepelneho
zpracovani je vysS$i ve srovnani s tepelné¢ zpracovanymi télesy, zatimco taznost je
U tepelné neupravenych vzork nizsi. LepSich mechanickych vlastnosti tak dosahuji
télesa tepelné zpracovana [27].

Mechanické vlastnosti dilti vyrobenych technologii SLM zkoumala také studie [28].
Zkusebni tyCe byly vyrobeny na zatizeni EOSINT M280 (EOS GmbH). Testovanym
materialem byla opét titanova slitina Ti-6Al-4V. Tahové zkouSky se uskuteCnily
na zafizeni Instron 1342. Pro porovnani byly nékteré vzorky vyrobené technologii SLM
nasledn¢ tepelné¢ zpracovany zihanim (650°C, 3 hodiny). U neupraveného zkusSebniho
télesa byla pozorovana mez pevnosti 1265 MPa a prodlouzeni pii pretrzeni 9,4 %.
U zihaného télesa byla pozorovana niz$i mez pevnosti, konkrétné 1170 MPa, zatimco
taznost se zvySila na 10,9 %. Tyto vysledky vyhovuji mezindrodnim standardim
pro biomedicinskeé aplikace [28].

Studie [29] rovnéz zkoumala mechanické vlastnosti titanove slitiny Ti-6Al-4V
vyrobené technologii SLM. Zamétila se vSak predev§im na vliv orientace dilu
pii vyrobnim procesu na tyto vlastnosti. Pro zkousky tahem byly proto zhotoveny vzorky

stavéné ve tfech odliSnych orientacich na zakladové desce (viz Obr. 14).
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ZX
(vertical)

Obr. 14: Ukazka orientace zkuSebnich ty¢i (tzv. psi kosti) pfi tisku - na plose (XY),
na hran¢ (XZ), vertikalné (ZX) [29]

Vsechny vzorky byly vyrobeny na SLM zafizeni Renishaw AM250. Jedna skupina
vzorkli nebyla po vytiSténi nijak upravena a druhd skupina byla tepeln¢ zpracovana
zihanim pti 730°C po dobu 2 hodin v atmosféie N2. Ob¢ skupiny zkuSebnich ty¢i byly
nasledné mechanicky leStény. Pred zkouSkou tahem byla zmétfena drsnost povrchu
vzorkl (Ra). U neupravenych vzorka dosahovala drsnost na lateralni plose 28,587 um
ana horni plose 6,834 um. U vzork upravenych leSténim byla naméfend drsnost
0,395 pum. Z vysledkt tahovych zkousSek vyplyva, Ze orientace stavénych dilt pti tisku
ovliviiuje mechanické vlastnosti vysledného dilu, pfedev§im jeho taznost. Tyce
orientované pii tisku na hran¢ vykazovaly v tomto piipadé nejlepSich mechanickych
vlastnosti a velkého prodlouzeni pii pretrzeni. Naopak nejhorSich mechanickych
vlastnosti dosahovaly tyCe tisknuté na plose, které se jiz béhem tisku v dusledku
teplotniho namahéni zdeformovaly. Opét bylo prokazano, ze zihané vzorky dosahuji nizsi
meze pevnosti, ale zarovenl vétSiho prodlouzeni pii pretrZzeni nez vzorky tepelné

neoSetiené [29].
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3 Vyzkumna ¢ast

Vyzkumna ¢ast prace se zabyva testovanim a hodnocenim vlastnosti dili vyrobenych
technologii SLM s ohledem na mozné vyuZiti této technologie k vyrob¢ individualnich
implantatt, pfedev§im pak kranidlnich implantati po dekompresni kraniektomii.
Testovana je v této préci cytotoxicita dili vyrobenych technologii SLM, drsnost jejich
povrchu a také mechanické a chemické vlastnosti. Soucasti prace je také hodnoceni

geometrické presnosti technologie.

3.1 Pouzité materialy a metody

V této kapitole jsou popsany materialy a metody pouzité ve vyzkumné ¢asti prace,

tedy k testovani a hodnoceni vlastnosti dilti vyrobenych technologii SLM.

3.1.1 Kultivace bunék in vitro

Cilem experimentu in vitro (ve zkumavce) je co nejvice napodobit podminky
v organismu. Jako primdrni kulturu oznacujeme prvni kulturu izolovanych bunck
z laboratorniho zvitete nebo z ¢lovéka. Primarni kultura mtize pochazet jak ze zdravée
tkang, tyto buniky vSak maji omezenou zivotnost, tak i z tkan¢ nadorové, u které je
kultivace mnohem snaz$i a dochazi zde k rychlé a neomezené proliferaci (déleni bungk).
Po ziskani primarni kultury probiha mnoZeni bunék a jejich tzv. pasazovani - tedy
nafedéni a pieneseni do novych kultivacnich nadob, ¢imz vznikd sekundarni kKultura
(subkultura). Pti pasazovani je tieba adherentni buiiky nejprve uvolnit od kultiva¢niho
povrchu i od sebe navzdjem pomoci trypsinu a nasledné pienést do nové kultivaéni
nadoby s ¢erstvym médiem [30].

Bunééné kultury rozdélujeme na adherentni a v suspenzi. Adherentni bunécné
kultury rostou na vhodném kultivaénim povrchu, nejcastéji na dné polystyrenové
kultiva¢ni nadoby s hydrofilnim povrchem. U bunéénych kultur péstovanych v suspenzi
(napf. krevni bunky) je naopak snaha o promichavani kultury [30].

Rust bunééné kultury mizeme rozdélit do 4 fazi - staticka faze, exponencialni faze,
stacionarni faze a faze odumirani (viz Obr. 15). Béhem statické faze (lag faze) probiha
pfiprava na bunécné déleni, nasleduje exponencidlni (log) faze, pfi niz dochazi

K intenzivnimu mnoZzeni bun¢k. Po vyCerpani zivin nastava stacionarni faze (plato), kdy
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se pocet bunck neméni, akumuluji se vsak toxické produkty, coz vede nakonec

K odumirani bunék [30].

i [c]
=
£
= [A] Lag faze
- [B] Log faze
Ay [C] Faze platé
[B] [D] [D] Faze odumirini

[A]

v

Cas
Obr. 15: Ristova kiivka bunééné kultury [30]; upraveno

P#i kultivaci in vitro je snaha o udrzZeni log faze, pted dosazenim platé faze se provadi
pasazovani, tedy nafedéni na takové mnozstvi, aby kultura opét rostla. Stav, kdy je
vytvoiena souvisla vrstva bungk, které se vzajemné dotykaji, nazyvame konfluence [30].

Abychom co nejvice napodobili prostiedi organismu, je tfeba dodrzovat urcité
kultiva¢ni podminky. Povrch kultivaéni nadoby musi byt hydrofilni a netoxicky, dale je
tteba vhodné zvolit sloZzeni kultivaéniho media a regulovat teplotu a slozeni atmosféry.
Kultivace probiha standardné v inkubatoru pfi teploté 37°C a 5% koncentraci CO2, coz
odpovida pomértim v extracelularni tekutiné [30].

Pfi praci s bunéénymi kulturami, je tieba dodrzovat uréité zasady pro ochranu
proti kontaminaci. VSechny roztoky, laboratorni sklo i jednorazové prostiedky musi byt
sterilni a vSechny postupy se provadi za aseptickych podminek ve sterilnim prostiedi
laminarniho boxu (tfidy Biohazard) [30].

V tomto experimentu byl pouzit laminarni box Telstar Bio Il Advance.

3.1.2 Pouzita média a chemikalie

Kultivaéni médium tvoii vrstvu nad adherovanymi buiikami. Minimum Essential
Medium (dale jen ,MEM®) je zakladni médium pro rdst bunéénych linii. Médium
obsahuje anorganické soli, pufry, glukdzu, esencidlni aminokyseliny, vitaminy,
bilkoviny, rustové faktory, mastné kyseliny, lipidy a stopové prvky. Pro doplnéni

vyznamnych organickych latek, jako jsou rustové faktory, bilkoviny, vitaminy a stopové
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prvky, je vhodné piidat fetalni bovinni sérum (FBS). Déle je mozné pfidat neesencialni
aminokyseliny (NEAA) a L-Glutamin pro podporu rastu bun¢k a také smés antibiotik
a antimykotik (penicilin, streptomycin, amfotericin B) pro zabranéni kontaminace.
Kompletni médium (87 % MEM, 10 % inaktivovaného FBS, 1 % antibiotik, 1 %
L-Glutaminu a 1 % NEAA) je potieba po smichani vSech jeho slozek prefiltrovat pies
0,2 pm filtr kvali ptipadné kontaminaci. Médium obsahuje navic acidobazicky indikéator,
ktery je jasné Cerveny pii pH 7,2 — 7,4. Pii vy$§im pH je barva do fialova a naopak pii
nizkém pH se barva méni do Zluta. JelikoZ buiiky vylucuji kyselé metabolity, médium
postupné Zloutne a je nutné ho 2x — 3x tydné obménovat [30].

Trypsin (Lonza) je enzym (protedaza) pouzivany k uvolnéni adherentnich bunék
od kultiva¢niho povrchu i od sebe navzajem [30].

Trypanova modf je barvivo, které difunduje pies plazmatickou membranu bunék
do intracelularniho prostoru. Ze zivych bun€k je vSak rychle transportovano opét ven.
Toto barvivo se pouZziva pro stanoveni viability a absolutniho po¢tu bunék [31].

MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid) je Zluty, ve vodé
rozpustny roztok pouzivany piitestovani zivotaschopnosti (viability) bunék pomoci MTT
testu [32].

Okyseleny isopropanol je pouzivany k rozpusténi krystali formazanu pii MTT testu.
Okyseleny isopropanol se piipravuje smichanim 50 ml isopropanolu (IPA) a 20 ul
koncentrovaneé kyseliny chlorovodikové (35% HCI) [31].

Roztok PBS (Phosphate Buffered Saline, Lonza) je fyziologicky roztok pufrovany
fosfatem. Pouziva se k oplachim bunék pii zachovani pH ~ 7,4 [31].

Glutaraldehyd je chemikalie pouzivana pro zafixovani bun¢k v dané pozici pro
detekci napiiklad elektronovou nebo fluorescenéni mikroskopii. Pifi fixaci
v glutaraldehydu je zachovéna struktura bunky i intracelularni detaily. VVzorky se fixuji
v pufrovaném glutaraldehydu (2,5% glutaraldehyd v PBS) po dobu 15 minut v lednici
[31].

Vzestupna ethanolova tada (60, 70, 80, 90, 96, 100 %) se pouziva pro odvodnéni
Pti¢emz kazda koncentrace se nechava pusobit po dobu 10 minut [31].

Roztok DAPI je fluorescen¢ni barvivo (fluorochrom), které se pouziva k barveni
jader bun¢k (vaze se na jadernou DNA). Barvivo se nechdva ptsobit po dobu 5 minut
a takto obarvené vzorky je vhodné pfed samotnou mikroskopii uchovavat ve tmé.

Pti fluorescen¢ni mikroskopii jddra bunék obarvenych fluorochromem DAPI sviti modie.
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Triton X-100 je chemicka latka urcena k lyze (rozkladu) bun¢k. Médium s Tritonem

X-100 (1 %) je pouzivano u pozitivnich kontrol pti testovani cytotoxicity [31].

3.1.3 Bunéénd linie MG-63

MG-63 je nddorova buné¢na linie z lidského osteosarkomu. Jedna se o adherentni
bunécénou kulturu, kterd je podobna lidskym osteoblastim a je tak Casto pouzivana
pfi testovani cytotoxicity materiali v kostnim inzenyrstvi [33]. Podobné jako lidské
osteoblasty dosahuji i buiiky MG-63 velikosti 15 — 30 um, jsou jednojaderné a s okolim
komunikuji vybézky [11].

Buiiky MG-63 (ATCC) byly kultivovany v kompletnim médiu v inkubatoru (5%
CO2, 37°C). Pocet bungk byl uréen pomoci automatického poéitade bungk Luna™

od spole¢nosti Logos Biosystems.

3.1.4 MTT test

MTT test je zalozen na méfeni viability bun¢k prostiednictvim jejich metabolické
aktivity. Zluty, ve vodé rozpustny roztok MTT je viabilnimi buitkami metabolicky
redukovan na modrofialovy nerozpustny formazan. Krystaly formazanu jsou nasledné
rozpustény Vv okyseleném isopropanolu. Zabarveny roztok je piepipetovan do ¢istych
jamek a na spektrofotometru je méfena absorbance pii 570 nm a referencni vinové délce
650 nm. Vyslednou absorbanci vzorkt tak ziskame jako rozdil absorbanci pii 570
a 650 nm. Absorbance je bezrozmérna veli¢ina, ktera udava, kolik svétla bylo pohlceno
méfenym vzorkem. Hodnota absorbance roztoku odpovida viabilité bun¢k [32].

Pro méfeni absorbance v tomto experimentu byl pouzit spektrofotometricky
analyzator BioTek ELx808 (viz Ptiloha A) s nastavenou vinovou délkou 570 a 650 nm.
Konec¢na absorbance byla vypoctena jako rozdil mezi absorbanci pfi 570 nm a pfi

referen¢ni vlnové délce 650 nm.

3.1.5 Fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescence je fyzikalni jev, pfi kterém molekuly nékterych latek absorbuji svételné
zateni o urcité vinové délce (excitace) a cast takto ziskané energie opét vyzaii (emise)

V podob¢ zareni o nizsi energii, tedy delsi vinové délce a jiné barveé [34].
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Fluorescen¢ni mikroskopie se velmi Casto pouziva k zobrazeni struktury bunék,
K uréeni poctu bunék nebo k uréeni poméru mezi zivymi a mrtvymi buikami.
Ke zviditelnéni molekul a bunék, které nemaji autofluorescenci se pouziva fluorescencni
barveni. Fluorescen¢ni barviva (fluorochromy) se samy vazou na konkrétni buné¢né
struktury (napt. DAPI na DNA). Barva (vlnova délka) excitovaného i emitovaného svétla
zavisi na vlastnostech pravé fluorochromu [35].

Fluorescenéni mikroskop je podobny optickému mikroskopu, je vsak doplnény
0 silny zdroj svétla a dva typy filtrii - excitaéni a bariérovy. Excita¢ni filtr se nachazi mezi
zdrojem svétla a vzorkem a slouZi k excitaci flourochromu svétlem o vybrané vinové
délce. Diky bariérovému (emisnimu) filtru, ktery je umistén mezi vzorkem a okularem,
je odfiltrovano excitujici zatfeni a do okularu tak pronika pouze pozitivni emitovany signal
na Cerném pozadi [34, 35]. Na nasledujicim obrazku je znazornén princip filtrti

u fluorescen¢ni mikroskopie.

excitaéni filtr barigrovy (emisni) filtr

objekt

Obr. 16: Princip excita¢niho a bariérového filtru [34]

V tomto experimentu byl pouzit fluorescenéni mikroskop Nikon ECLIPSE Ti-E/B
(viz Ptiloha A) se svételnym zdrojem X - Cite® 120Q, Lumen Dynamics.

3.1.6 Skenovaci elektronova mikroskopie

Skenovaci elektronovy mikroskop (SEM) slouzi k zobrazeni povrchu vzorku a je
dulezitym prostiedkem k materidlovému vyzkumu. Pracuje s uzkym elektronovym
paprskem a diky tomu dosahuje mnohem vyssi rozliSovaci schopnosti a tim 1 efektivniho
zvétSeni (az 1 000 000x) nez svételny mikroskop. Mezni rozliSovaci schopnost je totiz
umérna vinové délce pouzitého zafeni a elektrony maji podstatné kratsi vinovou délku

nez viditelné svétlo. Elektronovy svazek se pohybuje po vzorku fadek po fadku v jakémsi
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neviditelném rastru a vysledny obraz se vytvaii postupnym skenovanim. Z tohoto divodu
je SEM nékdy oznacovan také jako ,rastrovaci elektronovy mikroskop* [36].

K vytvafeni obrazu jsou vyuzivany od povrchu zpétné odrazené elektrony
a sekundarni elektrony (viz Obr. 17), vzniklé interakci atomt vzorku s elektrony
elektronového paprsku. Tyto elektrony jsou pfijimany detektorem a zpracovany tak,
ze ziskame ostry obraz povrchu vzorku [36, 37].

Elektronovy paprsek

Odrazeng elektrony
Charakteristické rentgenové zafeni

Sekundarni elektrony

/

A5

Obr. 17: Interakce elektronového paprsku s povrchem vzorku; upraveno [37]

< L

V evakuovaném valci jsou z wolframového vldkna (katody) emitovany elektrony.
Emitované elektrony jsou fokusovany Wehneltovym valcem a urychlovany kruhovou
anodou. Urychlovaci napéti elektronu je nejcastéji 0,1 — 30 KV. Mezi katodou a anodou
se nachazi misto prekiizeni drah elektronti a pod nim se nachazi civky vyvolavajici
magnetické pole (tzv. kondenzatorové ¢ocky), které usmérnuji elektronovy paprsek. Pak
paprsek prochazi clonou tvofenou tenkym pliskem s otvorem uprostied a na konci valce
je umistén objektiv. Objektivova cocka obsahuje vychylovaci civky, které zajisti,
ze elektrony dopadnou vzdy na velmi malou plochu povrchu vzorku a tedy, ze povrch je
zkouman postupné bod po bodu a fadek po fadku (tzv. rastrovan) [13, 36].

Vzorky, které chceme zobrazit pomoci SEM, musi byt elektricky vodivé. Nevodivé
materidly se pokryvaji vrstvou vhodného kovu nebo uhliku, ¢imz se zajisti odvod
elektrického naboje. Vrstva kovu musi byt dostateéné silnd, aby zajistila dobrou vodivost
i na velmi reliéfnim vzorku, ale zaroven aby nezkreslila tvar vzorku [36, 37].
K mikroskopu je také mozné piipojit zatizeni k analyze chemického slozeni tzv. EDS

analyzator [36].
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Skenovaci elektronovd mikroskopie byla pouzita k pozorovani morfologie bunck
a jejich adheze na povrchu titanovych vzorkl. Analyza byla provedena na pftistroji
VEGAS3 SB — Easy Probe od spole¢nosti TESCAN (viz Ptiloha A). Vzorky byly kvuli

vodivosti pozlaceny pomoci ptistroje Quorum Q150R ES.

3.1.7 Energiové disperzni spektroskopie

Diky energiové disperzni spektroskopii (tzv. EDS analyze) je mozné zjistit jaké
prvky a v jakém mnozZstvi se ve vzorku nachazeji. EDS analyzator se pouziva jako
ptidavné zatizeni ke skenovacimu elektronovému mikroskopu a slouzi k detekci
charakteristického rentgenového zareni, které rovnéz vznika interakci elektront
elektronového paprsku s atomy vzorku (viz Obr. 17 v kap. 3.1.6). Rentgenové zateni se
déli na spojité brzdné zafeni a zéafeni charakteristické pro urcité prvky. Brzdné zateni
vznika zbrzdénim primarnich elektrond ve vzorku, zatimco charakteristické rentgenové
zareni vznika, pokud jsou primarnimi elektrony vyrazeny jednotlivé elektrony vnitinich
slupek atomu. Tyto elektrony jsou nasledné nahrazeny elektrony z vyssich energetickych
hladin a rozdilova energie je vyzafena ve formé rentgenoveho zafeni. Tato energie je
charakteristicka pro kazdy prvek [36, 38].

Na zaznamu z EDS analyzy se pak brzdné zafeni podili na spojitém pozadi
a charakteristické zafeni prvkl obsazenych ve vzorku tvofi tzv. peaky (Spicky). Vystupem
analyzy EDS je tedy spektrum ¢etnosti rentgenového signalu, kde kazdy peak ve spektru
odpovida konkrétnimu prvku a jeho vyska je tmérné koncentraci tohoto prvku ve vzorku
[36, 38].

K analyze chemického sloZeni byl pouzit EDS analyzator pfipojeny ke skenovacimu

elektronovemu mikroskopu VEGA3 SB — Easy Probe TESCAN.

3.1.8 Optickd mikroskopie

Optickd (svételnd) mikroskopie je jednoduchd zobrazovaci metoda pouZivana
v mnoha oborech. Slouzi k zobrazeni a hlavné zvétseni Sirokého spektra materialti a latek.
K zobrazeni se pouziva viditelna ¢ast elektromagnetického spektra. Svételny mikroskop
umoziuje zveétsit obraz vzorku az tisickrat. RozliSovaci schopnosti mikroskopu se rozumi
vzdalenost dvou bodl, které mikroskop jesté zobrazi jako dva samostatné body.

V ptipadé¢ optického mikroskopu je to az 0,2 pm. Opticky mikroskop se sklada

45



z osvétlovaci ¢asti, kterou tvofi zdroj svétla, kondenzor a clona, dale pak z mechanické
Casti, jiz tvofi podstavec, stojan a stolek s kiizovym posunem a nakonec z optické
soustavy, tedy objektivii a okulard [39].

K pofizovani snimku a sledovani bunék v okoli vzorkt byl pouZit opticky mikroskop
Nikon ECLIPSE Ti-E/B (viz Pfiloha A).

3.1.9 Kontaktni profilometrie

Profilometrie je jeden ze zpiisobl analyzy morfologie povrchu. Profilometr je ptistroj
ureny k méfeni profilu povrchu, ke zjisténi drsnosti povrchu, tvaru struktury, atd.
Profilometr mliZze pracovat na mechanickém nebo optickém principu. U mechanické
profilometrie dochazi k pfimému kontaktu stylusu (hrotu) se vzorkem. Diulezité je
nastaveni pritla¢né sily, ktera se udava v mg a nejcastéji se pohybuje v rozmezi od 1 mg
do 50 mg. Vyssi ptitlacna sila tak mize eliminovat vliv necistot na vysledky méfeni,
neumérné vysoka sila vSak muze naopak zpusobit mechanické poskozeni vzorku.
Rozliseni metody zavisi na rozmérech pouzitého stylusu a nastavenych parametrech
méfeni. Pii méfeni drsnosti povrchu na kontaktnim profilometru se stylus pohybuje
po povrchu vzorku, vychyluje se ve vertikalnim sméru podle nerovnosti povrchu a tyto
nerovnosti tim snima. Princip snimani je zaloZen na feritovém magnetu, ktery dasledkem
vychylovani stylusu zajizdi do civky a méni tak indukénost [7, 40].

Drsnosti povrchu rozumime odchylky od stfedni Cary profilu, ktera je volena tak, aby
soucet odchylek (nerovnosti) byl nulovy. VSechny parametry nerovnosti se pak vztahuji
k této stfedni ¢afe. Drsnost povrchu je nejcastéji posuzovana dle stfedni aritmetické
uchylky Ra, ktera je podle normy CSN EN ISO 4287 definovana jako aritmeticky pramér
absolutnich hodnot soufadnic Z(x) v rozsahu zakladni delky [7, 40]. Na nasledujicim

obrazku je zndzornén zplsob urceni stfedni aritmetické tichylky Ra.

z(2) A
[rm] Stfednf Eéra
) profilu
B e ﬂ‘/\\ a2
IVAYAVEAY [, *
1 N

Obr. 18: Znazornéni parametru Ra [7]
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Pro analyzu drsnosti povrchu vzorkl vtomto experimentu byl pouzit hrotovy
profilometr Dektak XT od firmy Bruker (viz Ptiloha A).

3.1.10 Zkouska tahem

Zkouska tahem je jednou z nejcastéji pouzivanych zkousek mechanickych vlastnosti.
Spociva v jednoosém tahovém zatizeni zkuSebniho télesa vzristajici silou vétSinou
az do pretrzeni na dvé casti s cilem zjistit pevnostni a plastické vlastnosti materialu.
ZkuSebni téleso ma normovany tvar a rozméry a upeviuje se mezi upinaci ¢elisti zafizeni.
Béhem zkousky je méfeno zatizeni ptisobici na zkusebni téleso a jeho prodlouzeni pomoci
extenzometru. Vystupem zkousky je tzv. pracovni diagram, tedy zdvislost absolutniho
prodlouzeni 4l na zatézné sile F. V praxi se vSak provadi pfepocet na tzv. smluvni
hodnoty a vystupem je pak smluvni diagram =zavislosti pomérné deformace
¢ na inzenyrském napéti o. Pfepocet na smluvni hodnoty se provadi podle nasledujicich

vztahu:

o=, 2)
kde F je zatézna sila a Sp je pocatecni prifez zkuSebni tyce,
e =2 (-100) ©)
0

kde A1 je prodlouzeni zkuSebni tyce a lo jeji pocateéni délka [7, 41]. Typicky smluvni

diagram je znazornén na Obr. 19.

o

po2 ; \

o [MPa]

(I _
0.2% A, A €[]

Obr. 19: Smluvni diagram [41]; upraveno
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Z provedené zkousky se vyhodnocuji napétové charakteristiky (mez kluzu a mez
pevnosti) a deformaéni charakteristiky (taznost a ptipadné také kontrakce).

Mez kluzu vtahu je napéti, pti kteréem dochazi k prvnim trvalym deformacim
zkusebni ty¢e. Jednd se o piechod od elastickych k plastickym deformacim. U pievazné
vétsiny materiald je tento prechod relativné plynuly a je definovan napétim, pii kterém
plasticka deformace dosahne piedepsané hodnoty vyjadiené v procentech pocatecni
délky. V téchto piipadech mluvime o smluvni mezi kluzu (Rpo2). Smluvni mez kluzu je
tedy napéti, které zpasobi trvalou deformaci o velikosti 0,2 % z lo [7, 41].

Mez pevnosti v tahu je smluvni napéti, odpovidajici nejvétsimu zatizeni, které
predchazi poruseni tye. Youngtiv modul pruznosti je tuhost materialu v linearni ¢asti

a lze jej vyjadtit vztahem:

™ lQ

(4)

Graficky Ize Youngtiv modul interpretovat jako smérnici rovnice ptimky vedené k te¢né
kiivky, sestavené ze zaznamu tahové zkousky, z pocatku soufadného systému (Vviz
Obr. 19):

E=tga. (5)

Taznost na maximalnim napéti Ag je pomérna podélna trvala deformace vyjadiena
v procentech. Déle se vyhodnocuje prodlouzeni pii pfetrzeni A vyjadiené rovnéz
v procentech [7, 41].

Zkousky tahem probihaly v tomto experimentu na univerzalnim trhacim stroji TIRA
(viz Piiloha A) vybaveném mechanickym extenzometrem EPSILON TECH 3542, ktery

méfi protazeni zkusebniho télesa v prib&hu tahové zkousky.

3.1.11 3D optické skenovani

Optické 3D skenery pracuji na bezkontaktnim principu. Na zdkladé odraZeného
zateni od skenovaného objektu pocitaji 3D soufadnice bodu. Aktivni optické 3D skenery
maji zdroj ur¢itého druhu zéafeni a odpovidajici pfijimac. Timto zafenim mize byt bud’
elektromagnetické zafeni urcité vinové délky (viditelné svétlo, laser, rentgen), nebo
zvukové viny (ultrazvuk). Pasivni optické skenery zadny zdroj zafeni nemaji a vyuzivaji

pouze odraz paprsku piirozeného zareni okolniho svétla [42].
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Aktivni opticky 3D skener je tvotfen projektorem, dvéma kamerami s CCD ¢&ipem
a fidici jednotkou. Kazdy nakonfigurovany senzor definuje ve sméru skenovani 3D
oblast, v niz lze méfeny objekt skenovat - tzv. méfici objem. Aktivni optické skenery
mohou pouzivat razné metody pro vypocet prostorové souradnice bodu. Nejcastéji jsou
vsak zaloZeny na principech optické triangulace, fotogrammetrii a metodé ,Fringe
Projection®. Zdroj svétla spolu se snimacem a osvétlenym bodem na zkoumaném objektu
tvofi tzv. triangulaéni trojuhelnik. Metoda ,,Fringe Projection® je zaloZzena na promitani
vzorl prouzkil na méfeny objekt projektorem skeneru, tyto prouzky jsou pak snimany
dvéma kamerami s CCD &ipem. Pro zpfesnéni se pred samotnym skenovanim na povrch
objektu nandsi matnici prasky. Automatické slozeni jednotlivych zabért do jednoho celku
je zajisténo pomoci referencnich znacek, které se umistuji pfimo na méfeny objekt,
piipadné do jeho okoli (méfici stul, upinaci ptipravek apod.). Objekt se snimd postupné
a pootoceni je vzdy takové, aby byly nasnimany minimalné tfi referencni znacky
z ptedchoziho snimku. Software nasledné¢ zachycené obrazy zpracuje a vypocita
prostorové soutfadnice jednotlivych bodu v prostoru [42].

V kazdém obraze mtize byt dle rozliSeni CCD ¢ipu stovky az miliony zméfenych
bodi na povrchu soucasti. Optickd digitalizace nachadzi diky své vysoké piesnosti
uplatnéni piedevsim pii komplexnich kontrolach rozmérové a tvarové piesnosti
vyrobenych dild, kdy je naskenovany objekt srovnavan s CAD modelem. Zda je dany
naskenovany dil vyroben piesné podle CAD dat zjistime pomoci barevné mapy odchylek.
Z takové analyzy lze vycist, zda je vyrobek vyroben v dané toleranci, piipadné Ize takto
urcit problematické oblasti [42].

K ovéteni geometrické ptesnosti vzorklt byl pouzit opticky 3D skener Atos Il

od firmy GOM (viz Priloha A).

3.2 Navrh a vyroba vzorki

Vyroba laboratornich vzorkl probihala v Laboratofi prototypovych technologii
a procesii na Ustavu pro nanomaterialy, pokro¢ilé technologie a inovace. Tisk viech
vzorki byl proveden na zafizeni SLM 280" (viz P¥iloha A) od spole¢nosti SLM Solutions
GmbH, pouzitym materidlem byl prasek biokompatibilni titanové slitiny Ti-6Al-4V
rovnéz od spolecnosti SLM Solutions GmbH. Pouzita zakladova deska byla vyrobena

ze stejné titanove slitiny.

49



Pro tucely testovani vlastnosti materidlu vyrobeného technologii SLM, byly
vyhotoveny celkem 4 typy vzorku. K testovani cytotoxicity materidlu byla zvolena
zkusebni t&liska o velikosti plochy ~ 72,3 mm? a tloustce 2 mm. Plocha vzorku byla
vymodelovana jako kruh o poloméru 5 mm, ktery byl pro lep$i manipulaci se vzorkem
zmensen o dvé kruhové aseée (viz Obr. 20). Sitka vzorku mezi kruhovymi Gseemi byla

8 mm.

T2

Obr. 20: Tvar a rozméry laboratorniho vzorku pro testovani cytotoxicity

Vzorky pro analyzu drsnosti povrchu byly stejného tvaru jako vzorky pro testovani
cytotoxicity, pouze byly upraveny rozméry. Polomér kruznice byl vtomto piipadé
12,5 mm, sitka vzorku v misté zuZeni kruhovymi usecemi byla 20 mm a tloustka vzorku
5 mm.

K modelovani testovacich vzorki byl pouzit program Autodesk Inventor 2017.
V programu Materialise Magics 21 byla provedena uprava umisténi dili na virtualni
zakladové desce (umisténi v roviné¢ XY) a nasledné byl kazdy dil posunut v 0se Z nad
zakladovou desku a byly vygenerovany podpurné struktury. Na nasledujicim obrazku
(Obr. 21) je znazornéno usporadani vzorkll na virtualni zakladové desce v programu

Magics.
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Obr. 21: Modely vzorka pro testovani cytotoxicity (n = 100) a pro analyzu drsnosti
povrchu (n = 4) na virtualni zakladové desce, v&etné podpirnych struktur

Pii 3D tisku kovi je snaha o co nejmensi ozafovanou plochu z davodu uspory
materialu pouzitého na podpirné struktury a rovnéz z diivodu nizs$iho vnitiniho pnuti.
Téliska pro testovani cytotoxicity byla proto tisténa ve svislé poloze. Vzorky pro analyzu
drsnosti povrchu byly orientovany tak, aby plocha kazdého vzorku svirala se zakladovou
deskou jiny uhel (0°, 30°, 60° a 90°) a bylo tak mozné zhodnotit vliv thlu natoceni na
drsnost povrchu. Na nasledujici fotografii jsou vytisténé vzorky pro testovani cytotoxicity

a drsnosti povrchu.

Obr. 22: Vytisténé vzorky pro testovani cytotoxicity a analyzu drsnosti povrchu spojené
podplrnymi strukturami se zékladovou deskou

Pro ucely testovani mechanickych vlastnosti bylo vyrobeno celkem 6 zkuSebnich ty¢i
pro tahové zkousky. Tyce byly vymodelovany stejné jako ptedchozi vzorky v programu

Autodesk Inventor 2017 a nasledné umistény spolu s podpurnymi strukturami na virtualni
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zékladovou desku v programu Materialise Magics 21. Ty¢e byly rovnéz tisknuty
ve vertikalni poloze (viz Obr. 24 na nasledujici strang). Primér zkuSebni ty¢e v zuZeném
misté byl 6 mm (pfesné rozméry viz Ptiloha C).

V poslednim ptipadé se jedna o redlnou geometrii implantatu na miru, ktery byl
vyhotoven pro pacienta po dekompresni kraniektomii. K modelovani implantatu z CT dat
byl pouzit program Geomagic. Pro ovéfeni geometrické piesnosti technologie SLM byly
vyrobeny dva implantaty (viz Obr. 23). Krom¢ geometrické piesnosti technologie SLM,
byl sledovan také rozdil v geometrické stalosti plného a strukturovaného implantétu.
JelikoZ v ptipadé mensi ozafované plochy vznika nizsi tepelné naméhani a tedy i vnitini
pnuti, je pfedpoklad, Ze strukturovany implantat se bude méné deformovat a bude tak

dosahovat vyss$i presnosti.

Obr. 23: PIny a strukturovany 3D model kranidlniho implantatu na miru

Tramce u strukturovaného implantatu byly vymodelovany tak, aby béhem tisku
sméfovaly pouze ve vertikdlnim ¢i Sikmém sméru. Tim, Ze nejsou pouzity trdmce
V horizontalnim sméru, vzniknou pouze malé tisknuté plochy a neni tak tteba podptrnych
struktur u téchto tramcti. Umisténi na virtudlni zakladovou desku a vygenerovani
podpurnych struktur bylo provedeno opét v programu Materialise Magics 21. Pti
umisténi implantatii na virtualni zakladovou desku a generovani podptrnych struktur byla
snaha o pouziti co nejmensiho poétu podpurnych struktur a zaroven o takové umisténi,
aby dochazelo kco mozna nejmensimu vnitinimu pnuti. VVzhledem ke geometrii
kranidlnich implantatd, kdy se jednd o relativné tenky dil s velkou plochou, je
pravdépodobné, Ze vnitini pnuti by mohlo zpusobovat krouceni a jiné deformace
implantatu. Vytisténé vzorky pro tahové zkousky a implantaity na miru k ovéfeni

geometrické stalosti jsou zobrazeny na nasledujicim obrazku (Obr. 24).
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Obr. 24: Vytisténé vzorky pro tahové zkouSky (n = 6) a ovéteni geometrické piesnosti
(n = 2) spojené podpirnymi strukturami se zakladovou deskou

Tisk probihal dle strategie uvedené na obrazku 25, v kazdé vrstvé byly nejprve
vytvoreny okraje a nasledné byla vypInéna 1 vnitini oblast 2D fezu. Zaroven se vzorky

byly tisknuty i jejich podptrné struktury ze stejného materialu.

Obr. 25: Oblasti skenovani laserovym paprskem - okraje vytvaifeného 2D fezu dilu (A),
vnitini oblast vytvafeného 2D fezu dilu (B), podpory (C)

Tisk probihal dle parametrti od vyrobce zafizeni i prasku SLM Solutions GmbH (viz
Tab. 7). Tyto parametry jsou dle vyrobce optimalizované pro vyrobu dild s minimalni

porozitou, vysokou kvalitou povrchu a s pfedepsanymi mechanickymi vlastnostmi.
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Tab. 7: Parametry pouzité pro vyrobu vzorki

Okraje | Vnitini oblast | Podpory
Vykon laseru [W] 100 275 200
Tloust’ka vrstvy [um] 30 30 30
Rychlost laseru [mm/s] 400 1100 900
Vzdélenost sousednich drah laseru [mm] 0,08 0,12
Pocet stop 2 1 1
Uhel natoéeni nasledujici vrstvy - 15° -

Hustota energie laseru (rovnice 1 viz kap. 2.5) dosahovala pfi tisku okraji hodnoty

priblizné 104 J/mm?3 a pii tisku vnitini oblasti asi 69 J/mm?®.

3.2.1 Dokoncovaci upravy vzorki

U 10 vzorkt pro testovani cytotoxicity a proliferace bun€k v prvnim experimentu
byly pouze odstranény podpirné struktury a vzorky byly nasledné ocistény
Vv ultrazvukové Cisticce Sonorex Longlife od spole¢nosti BANDELIN (2 x 15 minut
vacetonu p.a., 2 x 20 minut v destilované vodé€). Ve druhém experimentu byla
porovnavana proliferace bunék na rtiznych upravach povrchu vzorki. Celkem 20 vzorki
bylo po vytisténi a odstranéni podplirnych struktur otryskéna tlakem vzduchu, dalSich
20 vzorkl bylo otryskdno sklenénym abrazivem (balotinou) a poslednich 20 vzorki bylo
opét bez upravy, pouze byly odstranény podpurné struktury a nerovnosti po nich
zabrouSeny na malé stolni brusce s kotou¢em z korundu (AlO3). U vSech uprav
nasledovalo ¢isténi v ultrazvukové Cisticce s prodlouzenou dobou ¢isténi (2 x 30 minut
v acetonu p.a., 3 x 15 minut v destilované vod¢€). V ramci tictiho experimentu byly
u 11 vzorkid pouze odstranény podpirné struktury bez zabruSovani a nédsledovalo opé&t
Cisténi ultrazvukem (2 x 30 minut v acetonu p.a., 3 x 15 minut v destilované vodé).

U testovacich vzorkli pro méfeni drsnosti povrchu byly odstranény podplrné
struktury a u kazdého vzorku byla jedna polovina horni plochy otryskana balotinou
a druha ponechana bez jakékoli Upravy.

Vyrabéné dily mohou mit b&hem tisku tendenci se vlivem vnitiniho pnuti
deformovat, polovina zkusebnich ty¢i pro zkousku tahem (n = 3) a také oba implantaty
pro ovéfeni geometrické ptesnosti byly proto po vytisténi tepelné upraveny Zihanim.
Tepelné zpracovani provedla spole¢nost Bodycote HT, s.r.0. z Vratislavic nad Nisou,
které se na tyto techniky specializuje. Cyklus Zihani zahrnoval postupné zahrati vzorkd,

vydrz na Zihaci teploté 620°C v atmosféte argonu po dobu piiblizn€ 2 hodin a nasledné
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pomalé ochlazovani na teplotu cca 20°C. Nasledné byly vzorky odsekany od zakladové
desky a podpurnych struktur.

Vsechny zkusebni ty¢e (n = 6) pro zkousku tahem byly navic brouseny na hrotové
brusce pro vyssi jakost povrchu a tim i vyssi vypovidaci hodnotu. Pro jednodussi upnuti

ty¢i na trhaci stroj byly na koncich ty¢i vybrouseny zavity M12 (viz Obr. 26).

Obr. 26: Dokonc¢ené zkusebni ty¢e pro zkousku tahem

Dokoncéovaci Gipravy implantatii na miru byly provedeny spole¢nosti BEZNOSKA,
S.r.0., konkrétné se jednalo o ru¢ni brouseni obou ploch implantati keramickymi télisky
SIC-ALU 80 V27 W od firmy LUKAS. Vnitini plochy implantatt byly dale ru¢né brouseny
lamelovymi kotouc¢i od firmy HOLEX o zrnitosti 150 a 240. Vng&jsi plochy byly pak
brouSeny lamelovymi kotouci o zrnitosti 240 a nasledné lestény kotoucem a lestici pastou

Pragopol S. Dokonéené implantaty jsou zobrazeny na nasledujicim obrazku (Obr. 27).

Obr. 27: Dokoncené implantaty ptilozené na redlném modelu lebky s defektem
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3.3 Vyhodnoceni a vysledky

3.3.1 Testovani cytotoxicity

Testovani se uskute¢nilo v Laboratofi tkailového inzenyrstvi na Katedie netkanych
textilii a nanovlakennych materialt.

Pro testovani cytotoxicity in vitro byly vyti§tény titanové vzorky. Pfed samotnym
experimentem byly vzorky sterilizovany v autoklavu pii standardnich podminkéch
(121°C, 23 minut, 101,5 kPa). Experimenty byly provadény s bunécnou linii MG-63
(ATCC).

Celkem byly provedeny 3 experimenty. V prvnim experimentu byly testovany
titanove vzorky, které byly po vytisknuti o¢istény ultrazvukem (2 x 15 minut v acetonu
p.a., 2 X 20 minut v destilované vod¢) a sterilizovany v autoklavu. Pomoci MTT testu
byla testovana cytotoxicita extraktt materialu, dale byla hodnocena cytotoxicita ptimym
kontaktem pomoci optické mikroskopie a nakonec byla provedena analyza morfologie
a adheze bunék na skenovacim elektronovém mikroskopu.

S pfihlédnutim k vysledkim z prvniho experimentu, kdy se ze vzorkd uvoliovaly
mikrocastice materialu, byly v dal§im experimentu porovnavany 3 riizné apravy povrchu
vzorkt — tryskani balotinou (dale jen ,,Tryskané®), tryskani tlakem vzduchu (dale jen
,Vzduch®) a zadna uprava (dale jen ,NeoSetfeno*). VSechny vzorky byly navic opét
o¢istény ultrazvukem, kde byla v8ak navySena doba ¢isténi (2 x 30 minut v acetonu p.a.,
3 x 15 minut v destilované vod€) a nasledné sterilizovany v autoklavu. V tomto
experimentu byl pouzit MTT test k hodnoceni proliferace bunék a fluorescencni
mikroskopie k hodnoceni poétu viabilnich bun€k rostoucich piimo na titanovych
vzorcich. Déle byla opét pouzita opticka mikroskopie k hodnoceni bunék v okoli vzorkd
a skenovaci elektronova mikroskopie k hodnoceni morfologie a adheze bunék na povrchu
vzork.

V poslednim experimentu byly opét sledovany neoSetfené vzorky, jelikoz jako jediné
vykazovaly vysokou variabilitu ve vysledcich. Vzorky byly vyc¢istény ultrazvukem
(2% 30 minut vacetonu p.a., 3 x 15 minut v destilované vod€) a sterilizovany
v autoklavu. Bylo zopakovano testovani cytotoxicity extrakti materidlu a proliferace
bunék na povrchu vzorkt pomoci MTT testu.

Zkouska na cytotoxicitu extrakti pomoci MTT byla provedena podle CSN EN ISO
10993-5.
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Pfti statistickém vyhodnoceni namétenych dat byla pouzita 5% hladina vyznamnosti.
U vSech dat byl proveden test normality a s ohledem na nenormalni rozdéleni vétsiny dat
byla pouzita interpretace median * interkvartilové rozpéti (IQR) ve sloupcovém grafu.

K urceni statistické vyznamnosti rozdili byl pouzit neparametricky Mann-Whitney test.

3.3.1.1 Experiment 1 - neoseti‘ené vzorky

V prvnim experimentu byly sterilizované vzorky titanu (n = 5) inkubovany kazdy
v 1 ml kompletniho média po dobu 24 hodin na tfepacce (100 rpm, 37°C). Buiiky byly
nasazeny do 96jamkové mikrotitra¢ni desticky (pasaz 11, 10% bun&k/jamka) a ponechany
po dobu 24 hodin v inkubéatoru (5% CO3, 37°C).

Po 24 hodinéch bylo extrakéni médium piefiltrovano (0,22 pum). Z jamek s bunkami
bylo odsato kompletni médium a do kazdé jamky se pridalo 100 ul média ¢i extraktu. Byl
sledovan cytotoxicky efekt u 4 riznych koncentraci extraktu vzorka (100%, 75%, 50%
a 25%), pro porovnani byly pouzity negativni kontroly (Cisté médium) a pozitivni
kontroly (medium s ptidavkem cytotoxického Tritonu X-100). Pozitivni kontrola slouzila
pouze k ovéfeni spravnosti testu a neni dale hodnocena. Pro kazdou koncentraci extraktu
a pro negativni i pozitivni kontrolu bylo nasazeno vzdy 10 jamek.

Po 24 hodinach inkubace (5% CO., 37°C) takto pfipravené desticky byla méfena
bunééna viabilita pomoci MTT testu. Z jamek bylo odsato médium/extrakty a bylo
piridano 50 pl roztoku MTT. Desti¢ka se ponechala inkubovat 4 hodiny pii 37°C. Poté
bylo odsato MTT a vzniklé fialové krystaly byly rozpustény piidanim 100 pl okyseleného
isopropanolu. Poté byla zméfena absorbance roztokti pii 570 a 650 nm. Naméfena
hodnota absorbance byla piepocitdna na procenta bunécné viability (viabilita bunék
negativni kontroly byla brana jako 100 %). Vysledky jsou znazornény v nasledujicim
grafu (Graf 1).
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Graf 1: Vysledky zkousky cytotoxicity extraktt Ti-6Al-4V méfené pomoci MTT testu.
Median + IQR (n = 10)

Extrakty vzorka titanu nevykazovaly cytotoxické tc¢inky. Viabilita bun¢k byla
dokonce vyssi nez u negativni kontrol. Viabilita bunék u 100% extraktu Ti-6Al-4V byla
piiblizné o 25 % vyssi nez viabilita bun¢k v ¢istém médiu (negativni kontrola).

Pro pozorovani cytotoxicity ptimym kontaktem byly vysety buiiky MG-63 na dno
6jamkové kultiva¢ni desticky (pasaz 11, 5x10* bunék/jamka). Po dosaZzeni stupné
konfluence byl doprostied jamky pfidan testovany material (n = 3). Takto pfipravené
vzorky byly inkubovany po dobu 72 hodin p#i 37°C. Po uplynuti této doby byly buriky
v okoli materialu hodnoceny pomoci optické mikroskopie. Vysledky jsou zaznamenany
na obrazku 28 na nasledujici strang.
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Obr. 28: Snimky z optické mikroskopie bunék v okoli testovaného materialu - prvni
vzorek (1), druhy vzorek (2), tfeti vzorek (3); zveétSeni 100 X

Do okolniho média se uvolfovaly mikrocastice materialu, tyto cCastice vSak
nevykazovaly cytotoxicky efekt (viz prvni snimek vzorek 2). Material byl z vétsi ¢asti
obklopen viabilnimi buiikami, pouze v nékterych ¢astech byly buniky odumielé (viz druhy
snimek vzorek 1, prvni snimek vzorek 3). Zony s odumielymi buiikami v§ak mohly
vzniknout posunem vzorku po dné jamky béhem manipulace s desti¢kou.

Pro hodnoceni morfologie a adheze bunék na elektronovém mikroskopu byl sterilni
vzorek inkubovan s buitkami (pasaz 11, 10* bun&k/jamka) v kompletnim médiu po dobu
1 tydne. Po uplynuti 1 tydne kultivace byl vzorek dvakréat proplachnut v PBS a fixovan
ve 2,5% glutaraldehydu v PBS po dobu 15 minut (4°C). Nasledné byl vzorek
dehydratovan pomoci ethanolové fady a po oschnuti byl pfenesen na SEM tercik,

pozlacen a analyzovan na SEM. Vysledky jsou zaznamenany na obrazku 29.
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SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 500 x VEGAS3 TESCAN| SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 1.00 kx T VEGA3 TESCAN|
WD: 12.86 mm Det: SE 100 pm WD: 12,86 mm Det: SE 50 um
View fleld: 554 ym  Date(m/dly): 12/08/16 FT TUL Liberec View fleld: 277 ym  Date(m/dly): 12/08/16 FT TUL Liberec

Obr. 29: Snimky ze SEM bun¢k MG-63 na povrchu vzorku Ti-6Al-4V — métitko
100 pm (A), métitko 50 pm (B)

Po 7 dnech kultivace byl vzorek zcela porostly butikami. Na snimcich jsou zietelna
neuplné roztavena zrna titanového prasku, kterd jsou bézné€ soucasti neupraveného
povrchu dilu vyrobeného technologii SLM. Pro porovnani jsou na nasledujicim obrazku

zobrazeny snimky ze SEM titanového vzorku bez bunék.

SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 100 x VEGA3 TESCAN| SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 1.0¢ ‘ VEGA3 TESCAN
WD: 14.47 mm Det: SE 500 pm WD: 14,57 mm Det: SE 50 um
View fleld: 2.77 mm  Date(m/dly): 12/15/16 FT TUL Liberec View fleld: 276 ym  Date(m/dly): 12/15/16 FT TUL Liberec

Obr. 30: Snimky ze SEM povrchu vzorku Ti-6Al-4V bez bunék — métitko 500 um (A),
méfitko 50 um (B)

3.3.1.2 Experiment 2 - riizné tipravy vzorku

Ve druhém experimentu byl sledovan rozdil v proliferaci bunék na rizné upraveném
povrchu vzorki. Sledovani proliferace probihalo po jednom a osmi dnech od nasazeni

bun€k a k hodnoceni byl pouzit MTT test, SEM a fluorescen¢ni mikroskopie.
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Sterilni vzorky byly umistény na dno 24 jamkové desticky (kazdd uprava n =20
vzorkil) a nasledné byly na vzorky nasazeny buitky MG-63 v kompletnim médiu (pasaz
11, 10* bunék/jamka), stejn& byly buiiky nasazeny i do 16 prazdnych jamek dal$ich dvou
mikrotitra¢nich desticek jako negativni kontroly (bunky bez materialu) pro MTT test.

Po jednom dni, respektive osmi dnech inkubace (5% CO,, 37°C) byla vzdy
provedena opticka mikroskopie vSech vzorki, véetné kontrol. Nésledn¢ byl proveden
od kazdé tpravy vzdy u 8 vzorkd MTT test, u 1 vzorku SEM a u 1 vzorku fluorescenéni
mikroskopie. P¥i kontrole na optickém mikroskopu bylo u neoSetienych vzorki nalezeno
vétsi mnozstvi odlupujicich se Castic materialu nez u oSetienych vzorka. Také se
u neoSetienych vzorki vyskytovaly zony inhibice a vice mrtvych bunék v okoli. U vzorku
oSetfenych vzduchem a balotinou bylo nalezeno méné odlupujicich se ¢astic a v okoli
vzorkl se vyskytovaly Zivé bunky.

Pii MTT testu bylo jak po jednom, tak i po osmi dnech do tfech novych 24jamkovych
destic¢ek napipetovano 750 ul média a preneseno od kazdé tipravy 8 vzorki, nasledné bylo
piidano 250 ul roztoku MTT. U negativnich kontrol bylo pouze odsato médium a ptidano
rovné€Zz 750 ul média a 250 ul roztoku MTT. Destic¢ky se ponechaly 4 hodiny v inkubéatoru
(5% CO,, 37°C). Poté bylo odsato MTT a vzniklé fialové krystaly byly rozpustény
piidanim 1 ml okyseleného isopropanolu. Nasledné byly roztoky piepipetovany
do 96jamkové desticky a byla zméfena absorbance pii vinové délce 570 a 650 nm.

S ohledem na rozdil ve velikosti plochy titanovych vzork® (~72,3 mm?) a dna jamky
24jamkové desticky (~191,1 mm?) u negativni kontroly, byly vysledné absorbance
piepoéteny na stejnou jednotku plochy (1 mm?) a pro vyssi piehlednost pievedeny
na procenta viability. Negativni kontrola byla vzdy polozena rovna 100% viabilité.
Vysledky testovani proliferace bun€k piimo na povrchu vzorkti pomoci MTT testu jsou

zobrazeny v grafu 2.

61



800
W Negativni kontrola
700 .
B NeosSetfeno
600 @Vzduch
— 500 O Tryskané
X
S 400
- x
< 300
200 —
T =
- T
0
1 . 8
Cas [dny]

Graf 2: Vysledky MTT testu u riznych tprav vzorkd. Median £ IQR (n = 8),
Mann-Whitney test (Symbol * znaci statisticky vyznamny rozdil na hladiné vyznamnosti
a = 0,05)

Neosetfené vzorky vykazovaly velkou miru variability z neznamého divodu.
Pii MTT testu po jednom dni od nasazeni bun¢k byly u 50 % neoSetienych vzorkt
naméfeny extrémné vysoké hodnoty absorbance. Pti testovani dalSich 8 neoSetfenych
vzorkl po osmi dnech od nasazeni byla situace zcela opa¢na, na 5 vzorcich bunky témét
nerostly. Vysledky u tohoto typu vzorki jsou natolik rozporuplné a odchylka méfeni
natolik vysoka, ze jsou tyto vzorky statisticky nehodnotitelné.

Oproti tomu vzorky oSetfené vzduchem i vzorky tryskané vysly v tomto testu velmi
dobre. Viabilita bun¢k rostoucich na titanovych vzorcich byla dokonce vyssi nez
u negativni kontroly. Po jednom dni inkubace byla v porovnani s negativni kontrolou
na vzorcich tryskanych vzduchem pozorovéana téméi o 15 % vyssi viabilita a u vzorku
tryskanych balotinou byla viabilita vy$si o necelych 11 %. Mezi vzorky oSetienymi
vzduchem a vzorky tryskanymi nebyly vsak v tomto testu na 5% hladiné vyznamnosti
zjistény zadné statisticky vyznamné rozdily.

U vzorkll po osmi dnech byla viabilita bun€k rostoucich na vzorcich osetfenych
vzduchem vys$§i témét o 38 % oproti buitkdm negativni kontroly. Oproti tomu u vzorki
tryskanych byla viabilita bunék o necelych 7 % niz$i nez u negativni kontroly. V tomto
piipad¢ byly nalezeny statisticky vyznamné rozdily ve viabilit¢ bun€k mezi vzorky
oSetfenymi vzduchem a vzorky tryskanymi. Vzorky oSetfené vzduchem tak

pravdépodobné vice ptispivaji k proliferaci bun¢k nez povrch tryskany balotinou.
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Vzhledem k rozporuplnym vysledkim MTT testu u neoSetienych vzorkt byla béhem
méfeni po jednom dni inkubace provedena také SEM véetné EDS analyzy u dvou vzorkt
po MTT testu (viz Obr. 31). Pro objasnéni pti¢iny variability, byl porovnan vzorek, ktery
proliferaci bunék podporoval (znacen ,,OK*) se vzorkem, na kterém bunky téméft nerostly
(znacen ,,KO*).

SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 997 x : VEGA3 TESCAN| SEM HV: 20.0 kV i éEM MAG:-LOO kx VEGAS TESCAN|
WD: 15.07 mm Det: SE 50 ym FT TUL Liberec| WD: 15.00 mm Det: SE 50 ym FT TUL Liberec
Obr. 31: SEM a EDS analyza neoSetienych vzorkt po MTT - OK (1), KO (2); méftitko
50 um

Na materialu na kterém bufiky nerostly, byly pomoci SEM nalezeny ¢&astice
kubického tvaru. U kazdého vzorku byla provedena EDS analyza dvou oblasti (viz

Obr. 31). Vysledky analyzy jsou zobrazeny v nasledujici tabulce.

Tab. 8: Vysledky EDS analyzy OK a KO neosetifeného vzorku

Ti Al \Y C Na Cl O Mg
OK Oblast 1 30 - 2 23 19 16 12 -
Oblast 2 49 4 2 18 2 - 24 0,5
KO Oblast 1 17 0,6 - 30 23 26 4 -
Oblast 2 37 2 - 14 24 23 - -

Pomoci EDS analyzy nebyla nalezena pfi€ina cytotoxicity nékterych neoSetfenych
vzorkil. Ve spektru se vyskytovaly stejné prvky jako u vzorku, na kterém buiiky rostly.
U vzorku, na kterém bunky nerostly, byl pouze zvySeny obsah sodiku (Na) a chloridu
(CI). V piipad¢ castic kubického tvaru se proto pravdépodobné jednalo o krystaly soli.
Také byl u tohoto vzorku nalezen niz$i obsah kysliku (O), coz by mohlo znamenat,
7e nebyla vytvofena vrstva oxidu titani¢itého (TiO>).

Po osmi dnech inkubace byla provedena také opticka mikroskopie okoli vzorku.

Pfi této kontrole byla u vzorki oSetfenych vzduchem a tryskanim nalezena konfluentni
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vrstva bungk, zatimco v okoli neoSetfenych vzorkd byla konfluentni vrstva pouze

u nékterych vzorkd, u jinych byly vyznamné inhibi¢ni zOny a mrtvé buiky (viz Obr. 32).

Obr. 32: Snimky z optické mikroskopie bunék v okoli neoSetienych vzorki po 8 dnech
inkubace - konfluentni vrstva (1), mrtvé butiky (2); zvétSeni 100x

Z divodu nalezu pod optickym mikroskopem, byla u vzorkid inkubovanych osm dni
zméfena navic i viabilita bunék v okoli vzorki - tedy bunék, které zistaly na dné jamky

po odebrani vzorkd. Vysledky jsou zobrazeny v nasledujicim grafu (Graf 3).
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Graf 3: Vysledky MTT testu okoli vzorkt po 8 dnech. Median = IQR (n = 8)

Mezi absorbanci naméfenou v okoli vzorkl osetfenych vzduchem a tryskanim nebyl
nalezen zadny statisticky vyznamny rozdil, zatimco v okoli neosetienych vzorka byla
absorbance snizena, ovSem opét s velkou mirou variability.

K analyze proliferace a adheze bun€k na povrchu vzorkt byla pouzita skenovaci
elektronova mikroskopie. Analyza byla provedena od kazdé Upravy vzdy na jednom
vzorku. Piiprava vzorki na SEM probihala stejné jako v pfedchozim experimentu.
Vzorky byly stejné jako u MTT testu vyhodnocovany po jednom a osmi dnech

od nasazeni bun¢k. Na nésledujicim obrazku (Obr. 33) mutzeme vidét fotografie
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z elektronové mikroskopie povrchu vzorkl s bunkami po jednom dni inkubace. Bylo
nutné pouzit vétsi zvétseni, jelikoz butiky zatim nevytvotily konfluentni vrstvu a nebyly

tedy tak dobie patrné.

SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 5.00 kx VEGA3 TESCANJl  SEM HV: 20.0 kv SEM MAG: 5.00 kx VEGA3 TESCAN|

WD: 14.90 mm Det: SE WD: 14.87 mm Det: SE 10 ym
View fleld: 55.3 yum  Date(m/dly): 02/07/17 FT TUL Liberec View fleld: 55.4 ym  Date(m/dly): 02/07/17 FT TUL Liberec

SEMHV:200kV  SEM MAG: 5.00 kx | VEGA3 TESCAN|
WD: 15.07 mm Det: SE 10 ym
View fleld: 55.4 ym  Date(m/dly): 02/07/17 FT TUL Liberec

Obr. 33: Snimky ze SEM buné¢k MG-63 na povrchu vzorku Ti-6Al-4V po 1 dni
inkubace - Neosetieno (1), Vzduch (2), Tryskané (3); métitko 10 um

Na snimcich jsou buniky vyznacené Sipkou. U neoSetfeného vzorku Slo v tomto
ptipadé¢ o kus, ktery proliferaci podporoval. Buriky na ném rostly a natahovaly se svymi
vyénélky mezi mikroskopickymi zrny na povrchu materialu. Stejné se buriky zachytavaly
i u vzorku oSetfeného vzduchem, u kterého je zachovana drsnost povrchu materiélu.
U vzorku tryskaného balotinou je drsnost povrchu sniZzena a bufiky Vv tomto ptipadé
nebyly hladkeé jako na ostatnich dvou typech vzorki. Mohlo by se jednat 0 mnoho malych
vycnélki, kterymi se butiky snazi pfichytit k materialu.

Na obrézku 34 mtizeme vidét fotografie z elektronové mikroskopie povrchu vzorki

s bunikami po osmi dnech inkubace.
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SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 1.00 kx VEGAS3 TESCAN| SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 1.00 kx VEGA3 TESCAN

WD: 12.86 mm Det: SE 50 ym WD: 12.79 mm Det: SE 50 pm
View fleld: 276 ym  Date(m/dly): 02/07/17 FT TUL Liberec View fleld: 277 ym  Date(m/dly): 02/07/17 FT TUL Liberec

B i o A 3 P
SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 1.00 kx VEGAS3 TESCAN|
WD: 13.01 mm Det: SE 50 pm
View fleld: 277 ym  Date(m/dly): 02/07/17 FT TUL Liberec

Obr. 34: Snimky ze SEM buné¢k MG-63 na povrchu vzorku Ti-6Al-4V po 8 dnech
inkubace - Neosetteno (1), Vzduch (2), Tryskané (3); méfitko 50 um

Pii hodnoceni proliferace bunék po osmi dnech inkubace pomoci SEM nebyly
na neosetfeném vzorku nalezeny témet zadné bunky. V tomto piipadé se pravdépodobné
jednalo o neoSetfeny vzorek, ktery rust bunék inhiboval. Oproti tomu na vzorku
osetfeném vzduchem byla nalezena konfluentni vrstva bun€k. Na snimku patrné praskliny
jsou zpusobeny manipulaci se vzorkem. Konflutentni vrstva bunék byla patrnd i u vzorku
tryskaného balotinou.

Dalsi pouzitou metodou k hodnoceni proliferace buné¢k jak po jednom, tak i po osmi
dnech byla fluorescen¢ni mikroskopie. Pfi ptipravé vzorkl na fluorescenéni mikroskopii
bylo potteba builky na vzorcich fixovat a nasledné nabarvit fluorescenc¢nim barvivem.
Nejprve bylo odsato médium, néasledovaly 2 proplachy v PBS a pieneseni vzorki
do jamek s glutaraldehydem (4°C, 15 minut). Poté byly provedeny 2 proplachy v PBS
a bylo aplikovano barvivo DAPI. Barvivo bylo po 5 minutach odsato a znovu byly

provedeny dva proplachy v PBS. Vzorky byly ponechany v PBS bez pfistupu svétla
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a pred samotnym mikroskopovanim byly vyjmuty pinzetou a vloZeny na mikroskopické
sklicko. Na nasledujicim obrazku je ukazka snimki z fluorescencni mikroskopie, ze

kterych je nasledné pocitan pocet bunek.

Obr. 35: Snimky z fluorescen¢ni mikroskopie jader bunék obarvenych DAPI;
zvétSeni 100%

U kazdého vzorku byl pocet bunék pocitan pomoci skriptu v programu Matlab
celkem z 10 zornych poli (zvétSeni 100x) napii¢ celym vzorkem. Pocet bunék byl
nasledn& piepodten na jednotku 1 mm2. V nasledujicim grafu (Graf 4) jsou zobrazeny

vysledky z fluorescen¢ni mikroskopie.
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Graf 4: Pocet bun¢k na riznych upravach vzorkt po 1 a 8 dnech. Median £ IQR (n = 8),
Mann-Whitney test (Symbol * znaci statisticky vyznamny rozdil na hladiné vyznamnosti
a = 0,05)

U neosetfeného vzorku $lo v obou piipadech (po 1 i 8 dnech) zrovna o kus, ktery
proliferaci bun€k podporoval. Pocet bunék byl u téchto vzorki nejvyssi. Z divodu ¢asové

narocnosti vSak byla fluorescen¢ni mikroskopie provedena vzdy pouze u jednoho vzorku
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na rozdil od metody MTT testu, kde bylo méfeno 8 vzorkd. Vysledky proto neukazuji
srovnatelny rozptyl.

Po jednom dni inkubace nebyl nalezen zadny statisticky vyznamny rozdil v po¢tu
bunék u neosetieného vzorku a u vzorku osetfeného vzduchem. U vzorku tryskaného
balotinou vsak byl pocet bun¢k snizeny o 61 % oproti neosetfenému vzorku a o 40 %
oproti vzorku oSetfenému vzduchem.

U vzorkll po osmi dnech inkubace byly vysledky obdobné, statisticky vyznamné
rozdily byly vSak nalezeny mezi vSemi upravami vzorkl. Nejvice bun€k bylo opét
na neosetfeném vzorku, na vzorku oSetfeném vzduchem bylo o 41 % méné bunék nez
na neoSetieném vzorku. Nejméné bunék rostlo opét na vzorku tryskaném balotinou, kde
byl pokles 0 86 % oproti neoSetfenému vzorku a o témét 77 % oproti vzorku tryskanému
vzduchem.

Je mozné konstatovat, Ze vtomto experimentu byla u neoSetienych vzorki
pozorovana vysoka variabilita ve vysledcich. U téchto vzorku se vyskytovaly vadne kusy,
na kterych bunky téméf nerostly. Pfiina cytotoxicity téchto vzorkl nebyla zjiSténa.
Moznou pfi¢inou by v§ak mohl byt fakt, Ze u téchto vzorku jako jedinych byly zabrouseny
zbytky po podpurnych strukturach. Ackoliv byla pouzita korundova bruska, b&éhem
procesu mohlo dojit k zaneseni neéistot do vzorki. V dalSim experimentu proto bude
zopakovano testovani u neoSetienych vzorki bez zabrouseni podpurnych struktur.
Podptlirné struktury tak budou pouze odtiznuty jako u ostatnich vzorkt. Vzorky oSetiené
vzduchem dosahovaly vtomto experimentu lepSich vysledkti nez vzorky tryskané
balotinou. Pifi oSetfeni vzduchem zustavd zachovana drsnost povrchu, ktera
pravdépodobné prispiva K adhezi bun€k. U vzorkd oSetfenych vzduchem a vzorku
tryskanych bylo nalezeno méné mikroc¢astic uvoliujicich se do média nez u neosSetfenych

vzorku.

3.3.1.3 Experiment 3 - neoseti‘ené vzorky

V poslednim experimentu byl zopakovdn MTT test u 10 neoSetienych vzorkt
a cytotoxicita extraktu. Pti kontrole optickou mikroskopii byly opét nalezeny uvolnéné
mikrocastice materialu do média, v okoli se v8ak vyskytovaly zivé bunky. Pti testovani
proliferace bunék pomoci MTT testu byl pouzit stejny postup jako v pfedchozim
experimentu. Vysledky byly opét piepoéteny na stejnou jednotku plochy a pievedeny

na procenta (viz Graf 5).
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Graf 5: Vysledky MTT testu u neosetfenych vzorkd. Median £ IQR (n = 8),

Mann-Whitney test (Symbol * znaci statisticky vyznamny rozdil na hladiné vyznamnosti
a = 0,05)

Neosetfené vzorky dosahovaly téméf o 32 % lepSich vysledkli nez negativni
kontrola. V tomto ptipadé dosahovaly vSechny neoSetiené vzorky obdobnych hodnot
absorbance a muzeme tedy konstatovat, Ze pravdépodobnou pfi¢inou inhibice bunék na
nékterych vzorcich v pfedeslém experimentu, bylo skuteéné zabrusovani podpirnych
struktur.

Jelikoz vysledky cytotoxicity extraktii z prvniho experimentu mohly byt ovlivnény
filtraci extraktii a také obsahem fetalni bovinniho séra v médiu (protektivni u€inky), byla
zkouska na cytotoxicitu extraktd v poslednim experimentu zopakovana. Vzorek byl
inkubovan v 5 ml ¢istého MEM bez aditiv po dobu 7 dnii na tiepacce (100 rpm, 37°C).
Buiiky byly nasazeny do 96jamkové mikrotitraéni desticky (pasaz 13, 10* bungk/jamka)
v kompletnim médiu a ponechany po dobu 24 hodin v inkubatoru (5% CO2, 37°C). Poté
bylo z jamek s butikami 0dsato kompletni médium a do kazdé jamky se piidalo 100 pl
Cistého MEM ¢i extraktu. Hodnoceny byly 2 koncentrace extraktu vzorku (100% a 50%).
Pro porovnani byly opét pouzity negativni kontroly (¢ist¢é MEM) a pozitivni kontroly
(MEM s pridavkem cytotoxického Tritonu X-100). Pro kazdou koncentraci extraktu a pro
negativni i pozitivni kontrolu bylo nasazeno 10 jamek.

Po 24 hodinach inkubace (5% CO., 37°C) byla méfena bun&¢na viabilita pomoci
MTT testu stejné jako v predchozim testovani. Vysledky jsou znazornény v Grafu 6

na nasledujici strané.
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Graf 6: Vysledky zkousky cytotoxicity extraktt Ti-6Al-4V méfené pomoci MTT testu.
Median + IQR (n = 10)

Extrakty titanového vzorku nevykazovaly ani v tomto piipadé cytotoxické Gcéinky.
Buiky vystavené ptisobeni 100% extraktu dosahovaly dokonce o 143 % vyssi viability
nez bunky v ¢ist¢ém MEM, u 50% extraktu byla viabilita vy$s$i o 117 % oproti Cistému
MEM. Z téchto vysledkii vyplyva, ze material Ti-6Al-4V vyrobeny technologii SLM neni

pro buiiky toxicky a naopak pravdépodobné podporuje bunéénou proliferaci.

3.3.2 Analyza chemického sloZeni

Analyza chemického sloZzeni byla provedena v Laboratofi tkanového inzenyrstvi
na Katedie netkanych textilii a nanovldkennych materiali. K analyze byly pouzity
neosetiené vzorky uréené pro testovani cytotoxicity. Ke zjisténi chemického slozeni byla

provedena EDS analyza 2 oblasti na povrchu vzorku (viz Obr. 36).

i AR & o
SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 1.00kx | | | |11 VEGA3 TESCAN|

WD: 14.57 mm Det: SE 50 ym FT TUL Liberec|

Obr. 36: EDS analyza povrchu vzorku Ti-6Al-4V vyrobeného technologii SLM
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Analyza potvrdila ptitomnost hlavnich prvku titanoveé slitiny Ti-6Al-4V, vysledky

jsou shrnuty a porovnany s tabelovanymi hodnotami v nasledujici tabulce.

Tab. 9: Chemické slozeni titanové slitiny Ti-6Al-4V v hmotnostnich procentech

Ti Al Y, C

Ti-6AI-4V [13] 89-91 | 55-65 35-45 <008
. Oblast 1 91,1 5,8 3,1 -
SLMTi-6Al4V =5 est2 T 913 59 29 :

Z vysledki mizeme konstatovat, ze technologie SLM nepozméniuje chemickeé
sloZeni dilt. Pfi EDS analyze byly nalezeny pouze hlavni prvky slitiny, bez jakychkoli

primési ¢i necistot. Nalezena byla pouze lehkéa odchylka v obsahu vanadu (V).

3.3.3 Analyza drsnosti povrchu

Drsnost povrchu vzorki byla méfena na hrotovém profilometru Dektak XT (viz
Piiloha A) na Oddéleni ptfipravy a analyzy nanostruktur. Analyza byla provedena
na 4 vzorcich, které¢ se liSily uhlem natocéeni plochy (0°, 30°, 60°, 90°) vici zakladové
desce pfi tisku. Pokud je totiz plocha tvofena jinak nez kolmo k zakladové desce stroje,
dochazi k odskoku jednotlivych hran plochy. Vysledna drsnost ploch s riznym sklonem
vzhledem k zakladové desce by se tak méla liSit. Drsnost povrchu by méla teoreticky
umeérné klesat s hodnotou kosinu thlu §ikmé stény.

U kazdého vzorku byla navic polovina plochy tryskana balotinou a druha polovina
ponechdna bez jakeékoli Upravy. Celkem tak bylo analyzovano 8 rtznych povrchi.
Drsnost povrchu byla analyzovana z podrobného 3D skenu profilu o plose 3 x 3 mm

pii nastavenych parametrech skenovani (viz Obr. 37).
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Trace
Scan Type: [ Map Scan - | Length: - 3000 . pm
Range: [ 1 mm 7‘ Duration: . 20 seC
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Sample: 6001 pts
Stylus Type: [ Radius: 2 pm = ‘ Speed: 130 pm/s
Stylus Force: 5 | mg

Additional Parameters
[] Tower Up After Scan [ Use Soft Tauchdown [C] Use N-Lite [C] Safe Mode

Advanced Options -
Stitching -
3D Map -

Map Extent: 3000 pm
.
Map Resolution: 20 pm/trace
Mumber of Traces: 150

-

Re-null Tower: ) Yes @ Mo

Obr. 37: Parametry skenovani hrotovym profilometrem

Obsluzny program vyhodnotil naméfené¢ hodnoty a zobrazil je pomoci grafického
zédznamu nerovnosti povrchu a ¢iselnymi hodnotami ptislusnych parametra drsnosti.

V programu Gwyddion byla nasledné¢ naméfena data zpracovana a byly
vygenerovany 3D mapy profilu povrcha (viz Pfiloha B). Na nésledujicim obrazku je
znazornén povrch s nejmensi drsnosti, ktery byl naméfen u vzorku tisknutém se sklonem

90° vuci zakladoveé desce a tryskaném balotinou.

34,3 um
30,0
25,0
20,0

34 um

0 um 15,0

10,0

5,0

0,0

Obr. 38: Znazornéni povrchu s nejnizsi drsnosti (nato¢eni 90°, tryskané balotinou)
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Pomoci programu Gwyddion byly nasledné zobrazeny naméfené parametry drsnosti.
V tabulce 10 jsou znazornény vysledky z métfeni drsnosti povrchu u jednotlivych Ghlu
natoceni a Gprav povrchu. Hodnocenymi parametry byla stfedni aritmeticka uchylka Ra

a maximalni hodnota (Max).

Tab. 10: Vysledky méteni drsnosti povrchu

- | _Ra[um] [ Max[um]
Neupraveno 8,6 79,7
Tryskané 9,9 75,2
30°

Neupraveno 14,4 160,9
Tryskané 7,4 72,6
60°

Neupraveno 14,3 124,5
Tryskané 4,1 40,3
90°

Neupraveno 13,3 139,5
Tryskané 3,4 33,3

v v

s nato¢enim 0° vuci zakladové desce. Nasledné drsnost povrchu skute¢né umérné klesa
S hodnotou kosinu thlu §ikmé stény. Dale mizeme konstatovat, Ze po Upravé povrchu

vzorku tryskanim balotinou je patrny vyrazny pokles drsnosti. A u tryskanych povrchi

cvwvr

3.3.4 Tahové zkousky

Tahové zkousky byly provedeny na Oddéleni tvafeni kovii a plasti. Vzorek byl upnut
do trhaciho stroje TIRA (viz Pfiloha A) a nasledné pifedepnut na hodnotu 300 N pro
vymezeni vuli v zavitech a nasledné zamezeni posuvu kvuli pfipnuti extenzometru.
Extenzometr byl pfipnut s poc¢atec¢ni délkou mezi hroty 10 mm. Zkouska tahem probihala
Vv rezimu fizeni polohy rychlosti 1 mm/min az do pfetrZeni vzorku. Z namétenych dat se
vypocitalo inzenyrské napéti a pomérna deformace (viz kap. 3.1.10) a byly stanoveny
smluvni diagramy tahovych zkousek, které charakterizuji zavislost pomérné deformace
na inzenyrském napéti. V nasledujicim grafu (Graf 7) jsou znazornény vysledky

z tahovych zkousek vsech 6 vzorkd.
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Ti-6Al-4V Smluvni diagram

1400 -.
1200
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Graf 7: Smluvni diagram tahové zkousky - zihané vzorky (1 — 3), nezihané vzorky

V nasledujici

tabulce jsou

(4-6)

znazornény mechanické vlastnosti

u jednotlivych vzorkt a porovnany s tabelovanymi hodnotami.

nameérené

Tab. 11: Porovnani mechanickych vlastnosti materialu Ti-6Al-4V vyrobeného
technologii SLM s tabelovanymi hodnotami - zihané (1 — 3), nezihané vzorky (4 — 6)

Rpo2[MPa] | Rm[MPa] | Ag[%] | A10mm [%] | E [MPa]
Ti-6Al-4V [13] | 897 — 1034 | 965 — 1103 - 8 116000
Vzorek 1 1044,3 1156 2,72 8,38 114344
Vzorek 2 1067,3 1174,4 2,6 11,74 109904
Vzorek 3 1030,3 1151,6 2,95 8,29 114144
Vzorek 4 1043,8 1202,8 3,23 7,27 100823
Vzorek 5 1089,3 1231,7 2,91 4,9 103383
Vzorek 6 1070,5 1219,5 3,19 7,21 106334

Z vysledki lze konstatovat, Ze mechanické vlastnosti dilti vyrobenych technologii

SLM jsou srovnatelné s tabelovanymi hodnotami. Zihané vzorky dosahuji niz§iho

maximalniho napéti a vétSiho prodlouzeni do pretrZzeni neZ vzorky nezihané. Zihané

vzorky se také vice piiblizuji tabelovanému Youngové modulu pruznosti nez vzorky

nezihané.
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3.3.5 Ovéieni geometrické piesnosti

Geometrickd presnost byla méfena na Katedie vyrobnich systémul a automatizace.
Pro kontrolu geometrické piesnosti dvou vzorovych implantati byl pouzit opticky 3D
skener ATOS Il (viz Piiloha A) rozsifeny o pocitaéem ftizeny rotaéni stal. U obou
implantatd byla naskenovana jejich horni plocha a nasledné porovnana s CAD modelem.
Pomoci softwaru GOM Inspect Professional V8 byly vygenerovany barevné mapy
odchylek a jejich fezy (viz Ptiloha D). Na nasledujicich obrazcich (Obr. 39, 40) jsou
zobrazeny barevné mapy odchylek od CAD modelu.

T

z

Prealignment 1

. '
¢ b.

- ..
.‘,. -

S L85 o0
yatystz,s
.. ." 1.11

= 3=

1

Obr. 40: Barevnd mapa odchylek strukturovaného implantatu od CAD modelu
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Z 3D map je patrné, ze implantaty v ur¢itych oblastech dosahuji pomérné vysokych
odchylek od CAD modelu. Jedna se ptedevsim o oblasti, které pii tisku nebyly vyztuzeny
podptrnymi strukturami (viz Obr. 41). Z divodu vnitiniho pnuti v disledku teplotniho
namahani doslo v téchto oblastech k deformaci implantatu. V ose X byly v okrajovych
Castech implantatu naméfeny zdporné odchylky, implantat se v téchto mistech tedy
deformoval ve sméru konvexity zakiivené plochy. V ose Z mél implantat naopak tendenci

se vyklenout, odchylky tak byly kladné.

Obr. 41: Vyti§téné implantaty ptipojené podptrnymi strukturami k zakladové desce

U strukturovaného implantatu byla nejvy$si naméfena odchylka 1,62 mm a u pIného
implantatu 2,02 mm. Z vysledku lze konstatovat, Ze strukturovany implantat dosahoval
vy$si pfesnosti nez implantat plny.

Pomoci piesné vahy A&D GF-300 byla navic ur¢ena hmotnost implantatt.. Hmotnost
plného implantatu byla pfiblizné¢ 119,1 g a u implantatu se strukturou byla hmotnost
79,3 g, vahovy ubytek pii pouziti zvolené struktury je tedy 33,4 %. Z CAD modelu byl
také urcen celkovy objem obou implantatd, kde plny implantat zabiral prostoroveé

29 068,8 mm?a strukturovany implantat 19 169,6 mm?3. Ze vztahu:
p=", (6)

kde p je hustota materidlu, m hmotnost a V objem, byla uréena hustota implantati.
V pifpadé plného implantitu byla vypoctena hodnota 4,10 g/lcm® a v piipadé
strukturovaného implantatu 4,14 g/cm?®. Pro porovnani byla také vypodtena piiblizna
hmotnost kosti o stejném objemu. Pro vypocet byl pouzit objem plného implantatu

a hustota kompaktni kosti 1,7 g/cm®. Hmotnost kosti 0 daném objemu by byla tedy asi

v v
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tabelovanou hustotou kompaktni kosti, ploché lebe¢ni kosti se vSak skladaji ze dvou
vrstev kompakty, mezi nimiz je traméita diploe. Hustota tramcité kosti je ale natolik
individualni, Ze neni v tabulkéch uvedena. Lze tedy predpokladat, ze skute¢na vaha kosti

0 daném objemu by byla jesté nizsi.
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4 Diskuze

V poslednich letech, kdy zaznamendvame velky rozvoj aditivnich technologii
ve vyrobgé, je tendence tyto technologie zaélenit i do biomedicinského primyslu. Aditivni
technologie vyroby by mohly byt velmi vyhodné pro biomedicinské aplikace diky jejich
schopnosti tvofit komplexni geometrii v kratkém case [25]. S ohledem na zcela odlisny
vyrobni proces pfi vyuziti aditivnich technologii oproti konvencnimu zpracovani je nutné
ovetit vlastnosti takto vyrobenych dili. Moznosti vyroby medicinskych dila
z biokompatibilni slitiny Ti-6Al-4V za pouziti aditivnich technologii se zabyvd mnoho
studii [25, 26, 43]. V soucasné dobé se nékteré studie [44, 45] zabyvaji také aditivni
vyrobou titanovych implantati s porézni strukturou.

V této praci bylo provedeno testovani slitiny Ti-6Al-4V vyrobené aditivni
technologii SLM. Nejprve byl material testovan in vitro. K biologickému testovani byly
pouzity osteoblasty MG-63. Material nevykazoval cytotoxické ucinky, naopak byly
pozorovany protektivni uCinky extrakti materialu. K obdobnym vysledkim dospéla
i studie [26], ktera ovSem Své experimenty provadéla na fibroblastech 3T3. P#i zkoumani
cytotoxicity pfimym kontaktem pod optickym mikroskopem byly v okoli vzorki
nalezeny mikrocastice materialu uvolilujici se do média. Ackoliv ani tyto Castice
nevykazovaly cytotoxicky efekt, existuje zde riziko, ze by v lidském organismu mohly
putovat a pasobit tak jiné nezadouci uc¢inky. Tryskanim dili tlakem vzduchu se pocet
uvolnujicich se ¢astic snizil. Nejméné cCastic se pak vyskytovalo v okoli vzorku
tryskanych balotinou. Vaithilingam a kol. [26] rovnéZ upozornil na fakt, Ze na povrchu
dilt vyrobenych technologii SLM se nachazi netipIné¢ roztavené ¢astice prasku materilu,
Které zpisobuji relativné vysokou drsnost povrchu. Vhodnou Upravou povrchu dilu Ize
tyto ¢astice odstranit [26].

Pii testovani proliferace a adheze bun¢k na povrchu materidlu byly porovnavany
3ruzné Upravy povrchu. U neoSetfenych vzorkli se vyskytla vysoka variabilita ve
viabilité a proliferaci bun¢k. Nékteré vzorky proliferaci bunék podporovaly, jiné naopak.
Pti zopakovani experimentu se vSak jiZ tato variabilita nevyskytla. V prvnim piipadé se
pravdépodobné jednalo o zaneseni necistot do vzorkli béhem brouseni zbytkovych ¢asti
po podplrnych strukturach. Bunky proliferovaly nejvice na neoSetfenych vzorcich,

u kterych byla naméfena drsnost povrchu (Ra) cca 13 um, nizsi proliferace byla

Vv
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balotinou (Ra~ 3 um). K proliferaci a adhezi bunék tak pravdépodobné piispiva vyssi
drsnost povrchu. Vysledky jinych studii se v tomto ohledu ¢asto rozchazi. Nékteré uvadi,
ze drsnost povrchu ptispiva k adhezi a proliferaci bunék, jiné naopak uvadi, ze drsnost
ma v tomto ohledu negativni u¢inky. Obecné se da fici, ze povrchy s nerovnostmi vétsimi
nez 100 um maji na adhezi a proliferaci bunek spiSe pozitivni vliv, nejvice kontroverznich
vysledkti dosahuji povrchy s nerovnostmi viadu 1az 100 um, naopak povrchy
S nerovnostmi men$imi nez 100 nm se povazuji za zadouci faktor, ktery ma pozitivni vliv
na bunéénou adhezi a proliferaci [46].

Analyza chemického slozeni materialu vyrobeného technologii SLM neprokazala
zadné necistoty v materialu, analyzovany byly pouze hlavni prvky slitiny Ti-6Al-4V.
Biokompatibilita materialu by tak méla byt zcela zachovana.
zakladové desce. Toto umisténi je vSak nevyhodné kvili vétsi ozafované ploSe a tim
I vy$§imu teplotnimu namahani [25]. Niz§i drsnost povrchu na hornich plochach nez
na lateralnich namétily i védecké tymy [25, 29]. Pti tisku dochazi k tzv. schodovitému
efektu, ktery mize byt snizen vhodnym umisténim dilu na platformu stroje. Pii vétSim
Uhlu doch&zi k naneseni vétsiho poctu vrstev, ¢imz se vytvoii vice schodd s mensi horni
plochou a drsnost povrchu je tak nizsi [25]. To odpovida i vysledkim Vv této praci, kde
drsnosti dosahovaly vzorky vyrabéné se sklonem 30°. Upravou povrchu vzorkd
tryskanim balotinou doSlo k vyraznému poklesu drsnosti. U tryskaného povrchu

Vysledky tahovych zkousek koresponduji s pfedpoklady. Pii  pouziti
optimalizovanych vyrobnich parametri dosahuji dily vyrobené technologii SLM
predepsanych mechanickych vlastnosti. Lepsich vysledkt dosahovaly dily, které byly
po vyrobé tepelné zpracovany zihanim. K tomuto zévéru dospely 1 dalsi studie [27, 28].

Pii ovéfovani piesnosti s jakou byly technologii SLM vyrobeny geometrie
implantatu, byly zjistény relativné velké odchylky od CAD modelu. Tyto odchylky je
pravdépodobné moZné minimalizovat vhodn€j§im uspotfadanim podplrnych struktur.
Pti porovnani plného a strukturovaného implantatu, dosahoval vyssi pfesnosti implantat
strukturovany. Pfi¢inou je mensi plocha ozafovana laserem pii vyrobé strukturovaného
implantatu a tedy i niz8i tepelné namahani a s tim spojena deformace. Z vysledka studie
[25] je zfejmé, ze technologii SLM je mozné vyrobit i velmi malé detaily s vysokou

presnosti. Nepfesnosti vyroby jsou tak zptisobeny piedevsim vnitinim pnutim z divodu
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tepelného naméhani. Pro zptfesnéni vyroby je proto tfeba zvolit optimaln¢ rozmisténé
podptrné struktury a snizit ozafovanou plochu. Vyhodou strukturovaného implantatu je

mimo niz§i deformace také vahovy Ubytek.
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5 Zavér

Diplomova prace byla zamétena na zjisténi vlastnosti dilii vyrobenych technologii
SLM z titanove slitiny Ti-6Al-4V s ohledem na mozné vyuziti této technologie k vyrobé
individualnich implantatd. Hlavnimi sledovanymi vlastnostmi byla cytotoxicita materialu
a jeho chemické slozeni, dale pak drsnost povrchu, mechanické vlastnosti a také
geometricka piesnost vyrobenych dili.

Nejprve byly zhotoveny modely zkuSebnich vzorki a téles. Byla popsana vyroba
vzorkil na komerénim zatizeni SLM 280" a jejich nasledné Gpravy. Po uskuteénéni viech
testll a méfeni je mozné konstatovat, ze material vyrobeny technologii SLM nevykazuje
cytotoxické ucinky. Pod optickym mikroskopem ovSem byly pozorovany odlupujici se
Castice materidlu. Tyto ¢astice vSak také nevykazovaly cytotoxicky efekt. Dale je mozné
konstatovat, ze material vyrobeny technologii SLM a nasledné tepelné zpracovany
zihanim dosahuje pfedepsanych mechanickych vlastnosti. Analyzou chemického slozeni
byly detekovany pouze hlavni prvky slitiny Ti-6Al-4V bez jakychkoli pfimési ¢i ne€istot.
Pifi porovnani riznych uprav povrchu vzorkl, bunky nejvice proliferovaly
na neosetfenych vzorcich a na vzorcich osettenych tlakem vzduchu, které si zachovaly
drsnost povrchu, nejméné buiiky rostly na vzorcich tryskanych balotinou. U dalsiho typu
vzorkli byla méfena drsnost povrchu pomoci hrotového profilometru. Po zhodnoceni
vysledkti 1ze prohlasit, Ze thel natoceni vyrabéného dilu na platformé stroje ma vliv
na vyslednou drsnost povrchu. Dale bylo prokazano, ze tryskani dild sklenénymi
elementy vyznamn¢ snizuje drsnost povrchu. V prubéhu kontroly geometrie implantata
vyrobenych technologii SLM byly zjistény relativné velké nepiesnosti zplisobené
vnitinim pnutim a nedostate¢né zvolenymi podplirnymi strukturami.

Vysledky této prace poukazuji na to, ze technologie SLM je velmi slibnou metodou
pro vyrobu implantatl na miru. V dalSim vyzkumu je vSak jesté tfeba otestovat dalsi
dostupné povrchové upravy, aby se zamezilo odlupovani ¢astic materialu. Déle je tieba
optimalizovat rozmisténi podpurnych struktur, tak aby se zvySila pfesnost vyroby
a nedochazelo tak k deformacim ani tak tenkého dilu jakym je kranialni implantat. Jako
dalsi postup lze také navrhnout opakovani téchto experimentli pro dalsi typy Uprav
povrchu, aby bylo mozné 1épe posoudit rozdil v interakci bunék s materidlem. V ptipadé
pozorovani vlastnosti materialu by bylo zajimavé do experimentu zahrnout i dily

s porézni strukturou vyrobené technologii SLM.
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Priloha A - Pouzita zarizeni

1. Zatizeni pro selektivni taveni laserem SLM 280"t

Vyroba laboratornich vzorkt probihala v Laboratofi prototypovych technologii
a procesti na Ustavu pro nanomaterialy, pokro¢ilé technologie a inovace. Viechny vzorky
byly vyrobeny na zatizeni SLM 280"t od firmy SLM Solutions GmbH. Jedna se o 3D

tiskarnu na zpracovani kovovych prask.

Tab. 1: Parametry zaiizeni SLM 280" [7]

UZite¢ny pracovni prostor 280 x 280 x 350 mm?

Vykon laseru 400 W, YLR-Faser-Laser

Nastavitelna tloust’ka vrstvy 20 — 100 pm

Rychlost vyroby az 35 cm’/h

Rozméry stroje 1800 x 1900 (2400) x 1000 mm (S x V x H)
Minimalni tloust’ka stény 180 pum

Hmotnost stroje bez materialu cca 1000 kg

Obr. 1: Zatizeni SLM 280" [7]

2. Spektrofotometr BioTek ELx808

Absorbance byla méfena v Laboratofi tkdfiového inZenyrstvi na Katedfe netkanych
textilii a nanovlakennych materialti na spektrofotometru ELx808 od spole¢nosti BioTek
(viz Obr. 21). Spektrofotometr je uren pro méfeni absorbance v 96jamkovych

mikrotitrac¢nich desti¢kach.



Obr. 2: Spektrofotometr BioTek ELx808 [47]

3. Skenovaci elektronovy mikroskop VEGA3 SB — Easy Probe TESCAN

Analyza na skenovacim elektronovém mikroskopu byla provedena v Laboratoii
tkanového inZenyrstvi na Katedfe netkanych textilii a nanovldkennych materidld.
Soucasti skenovaciho elektronového mikroskopu VEGA3 SB — Easy Probe od spole¢nosti
TESCAN byl EDS analyzator QUANTAX od spole¢nosti Bruker.

'1
e .
: -»
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Obr. 3: Skenovaci elektronovy mikroskop VEGA3 SB — Easy Probe TESCAN [48]
4. Opticky a fluorescencni mikroskop Nikon ECLIPSE Ti-E/B
Opticka i fluorescenéni mikroskopie byla provedena na inverznim mikroskopu Nikon

ECLIPSE Ti-E/B. Pro fluorescen¢ni mikroskopii byl navic pfipojen svételny zdroj
X - Cite® 120Q, Lumen Dynamics.



Obr. 4: Opticky a fluorescencni mikroskop Nikon ECLIPSE Ti-E/B [49]

5. Hrotovy profilometr Dektak XT
Drsnost povrchu byla analyzovana na Oddéleni piipravy a analyzy nanostruktur

za pouziti hrotového profilometru Dektak XT od spole¢nosti Bruker.

Obr. 5: Hrotovy profilometr Dektak XT [50]

6. Opticky 3D skener ATOS Il
K ovéfeni geometrické piesnosti byl pouzit opticky 3D skener ATOS Il od firmy

GOM. Mg¢éteni probihalo na Katedfe vyrobnich systémil a automatizace.

Obr. 6: Opticky 3D skener ATOS I



7. Univerzalni trhaci stroj TIRA

Zkousky tahem probihaly v Laboratofi zkouSeni kovi na Odd¢leni tvareni kova

a plastd. Zatizenim pouzitym pti méteni mechanickych vlastnosti vzorkd byl univerzalni
trhaci stroj TIRA.

Obr. 7: Univerzalni trhaci stroj TIRA



Priloha B - 3D mapy drsnosti povrchu

1. Natoc€eni 0°, neupraveno

79,7 um
75,0
70,0
65,0
60,0
55,0
50,0
45,0
40,0
35,0
30,0
25,0
20,0
15,0
10,0
5,0
0,0

2. Natoéeni 0°, tryskané balotinou

75,2 um
70,0
65,0
60,0
55,0
50,0
45,0
40,0
35,0
30,0
25,0
20,0
15,0
10,0
5,0
0,0




3. Natoceni 30°, neupraveno

160,9 um
150,0
140,0
130,0
120,0
110,0
100,0
90,0
80,0
70,0
60,0
50,0
40,0
30,0
20,0
10,0
0,0

4. Natoceni 30°, tryskané balotinou
72,6 um

65,0
60,0
55,0
50,0
45,0
40,0

73 um 35,0

0 pm 30,0

25,0
20,0
15,0
10,0
5,0
0,0




5. Natoceni 60°, neupraveno

124,4 ym

110,0
100,0
90,0

80,0
70,0

0,12 mm 60,0

0,00 mm
50,0
40,0
30,0

20,0

10,0

0,0

6. Natoceni 60°, tryskané balotinou
40,3 um
35,0
30,0
25,0

40 pm 20,0

0 um
15,0

10,0

5,0

0,0



7. Natoceni 90°, neupraveno

139,5 um
130,0
120,0
110,0
100,0
90,0
80,0
70,0
60,0
50,0
40,0
30,0
20,0

10,0
0,0

8. Nato¢eni 90°, tryskané balotinou

33,3 um

30,0
25,0
20,0

33 um
15,0

0 um

10,0

5,0

0,0



Piiloha C - Vykres s okétovanymi rozméry tyce pro zkousku tahem

v
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V OBLASTI PRECHODU CINNE CASTI VZORKU @6 DO VYBEHU
POLOMERU R24 TECNE NAPOJEN|I BEZ PODREZU

NEPREDEPSANE TOLERANCE DLE IS0 8015 A ISO 2768 mK

MATERIAL: Ti-6Al-4V




Piiloha D - Rezy barevnymi mapami odchylek

1. PIny implantat, fez v ose Z

[mm]
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2. Plny implantat, ez v 0se X
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3. Strukturovany implantat, ez v ose Z
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e
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4. Strukturovany implantat, fez v ose X
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Piiloha E - Fotografie z méreni

1. Méreni drsnosti povrchu

3. 3D skenovani




