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ABSTRAKT

Tato bakalaiska prace se zabyva optimalizaci tiskovych parametrii pti 3D tisku miizek
z polymernich smési poly(vinylidenfluorid-trifluoroethylen-chlorotrifluoroethylenu) a
polykaprolaktonu pomoci pneumatické extruze. Povrchové struktura byla analyzovéna
pomoci skenovaci elektronové mikroskopie a digitalni mikroskopie, zatimco chemicka
analyza byla méfena pomoci infracervené spektroskopie. Z vysledka vyplyva, ze zvySena
teplota tiskové smési s rozpousStédlem zpiisobuje vyrazné snizeni tvorby port vlivem
rychlého odpateni rozpoustédla. Vysoka porozita povrchu byla pozorovana pfi tisku mtizek
zroztokli bez zahtivani. Dale byl dok4zan vliv nanocastic titaniCitanu strontnatého na
homogenizaci tiskového materidlu. Pomoci konfokalni mikroskopie byl sledovan vliv
miizek s vysokou porozitou na proliferaci mySich fibroblastli. Miizky obsahujici pory
vykazuji dobrou miru bunééné proliferace, jez umoziuje potencialni aplikace v tkanovém
inzenyrstvi.

Kli¢ova slova: 3D tisk, poly(vinylidenfluorid-trifluoroethylen-chlorotrifluoroethylen),

polykaprolakton, nanocéstice, porozita povrchu

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the optimization of printing parameters during 3D printing
of grids from polymer mixtures of poly(vinylidene fluoride-trifluoroethylene-
chlorotrifluoroethylene) and polycaprolactone using pneumatic extrusion. The surface
structure was analyzed using scanning electron microscopy and digital microscopy, while
the chemical analysis was measured using infrared spectroscopy. The results show that the
increased temperature of the printing mixture with the solvent causes a significant reduction
in the formation of pores due to the rapid evaporation of the solvent. High surface porosity
was observed when grids were printed from solutions without heating. Furthermore, the
influence of strontium titanate nanoparticles on the homogenization of the printing material
was proven. Using confocal microscopy, the influence of grids with high porosity on the
proliferation of mouse fibroblasts was monitored. Grids containing pores show a good rate

of cell proliferation, which allows potential applications in tissue engineering.

Keywords: 3D printing, poly(vinylidene fluoride-trifluoroethylene-chlorotrifluoroethylene),

polycaprolactone, nanoparticles, surface porosity
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UvVOD

Se stéle se zlepsujici zdravotni pé¢i dochazi k postupnému navyseni primérné doby Zivota,
ktera zpusobuje stale vyssi naroky na funkce jiz opotfebovanych tkani. Piipadnad zranéni
zpusobend pii nehodach mohou vést k nedokonalému piipadné neuplnému zotaveni
poskozené tkané. Tyto problémy se mohou fesit skrze nahradu poskozené tkané pomoci
zdravé neposkozené tkané od darch. Transplantace je vSak problematicka kviili nutnosti
kompatibility tkané darce a pacienta nebo zdlouhavému procesu vlivem seznamu cekateli
na transplantaci. V posledni dobe¢ se stale vice dostavaji do popredi metody umoziujici 1écbu
odlisnych typu tkédni pomoci scaffoldd vytvofenych na miru pro poskozené nebo

opotfebované tkang. Jednim z téchto pokrokovych védnich obort je tkanové inzenyrstvi.

Podstatnym faktorem je také moznost vyroby vétSitho mnozstvi tkénovych nahrad, jez
umoziuje 3D tisk. Tvorba optimalnich scaffoldi pomoci aditivni vyroby je vSak slozitym
procesem zahrnujici fadu faktorti. Samotny tisk navrhnutého modelu vyzaduje nalezeni
parametri poskytujicich reprodukovatelnost celého procesu s pozadovanymi kvalitami.
Dale je nezbytné, aby tiskové materidly byly biokompatibilni a biodegradabilni pro dosazeni
ucinné 1écby.

Vybér materidlu pro tisk je tedy vyznamnym rozhodnutim, nebot’ pfimo ovliviiuje fadu
mechanickych a fyzikalné-chemickych vlastnosti vyslednych tkanovych nahrad. Bézné
vyuzivanym syntetickym materidlem je polykaprolakton, ktery oproti ostatnim syntetickym
polymeriim mé zvySenou miru biokompatibility. AvSak mezi dal§i nad&né syntetické
polymery patii polyvinylidenfluorid a jeho dalsi varianty. Hlavnim divodem jsou vyznamné

elektroaktivni vlastnosti poskytujici polymeru rozsifené moznosti aplikaci.

Teoreticka ¢ast se déli na dvé podkapitoly, kdy prvni oddil se vénuje popisu vlastnosti
scaffoldli pro poZadovanou funk¢nost pii kontaktu s Zivou tkdni a odliSnymi metodami 3D
tisku s diirazem na extruzni tisk, kterym jsou v praktické Casti tisknuty vSechny miizky.
Druhy oddil pojednavd o riznych materidlech vyuzivanych v tkdnovém inzenyrstvi a

vyznamnych vlastnostech elektroaktivnich polymert.

Prakticka Cast se zamétuje na popis experimentli zabyvajicich se vlivem poméru polymert,
teploty a zptsobu pfipravy tiskovych smési na vysledné povrchové vlastnosti tisknutych
miizek. Soucasti praktické ¢asti je dale vyhodnoceni velikosti pori a testy popisujici

bunécnou proliferaci a stabilitu vybranych mftizek.
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I. TEORETICKA CAST
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1 TKANOVE INZENYRSTVIi

Tkanové inzenyrstvi (TT) je multidisciplinarni védni obor na pomezi biomediciny zabyvajici
se problematikou nahrad poskozenych tkénich a piipadné organti. Tkané se skladaji z bunck,
signalnich systému a extracelularni matrix, které tvoii tii slozky triady TI. Extracelularni
matrix nefunguje pouze jako mezibunécna vypli, ale také jako misto, ve kterém se nachazi
signalni molekuly umoziujici komunikaci bunék s okolnim prostfedim. Tridda TI vyuziva
téchto tii stézejnich komponentl pii produkci novych tkanovych nahrad. [1-3] S ohledem
na zaméteni této prace budou dalsi podkapitoly vénovany predevsim scaffoldim, jejich

pozadovanym vlastnostem, materialim a vyrobé.

1.1 Scaffoldy

Scaffoldy jsou biokompatibilni 2D a 3D konstrukty, které nahrazuji extracelularni matrix
v poSkozené oblasti tkang. Pro buiiky jsou tkdfiovou nahradou a pomocnou Sablonou pro
jejich uchyceni a riist. Dilezitymi faktory scaffoldl je také nizka toxicita a kontrolovatelna
biodegradace. Pomoci kontrolované¢ho rozkladani materidlu na zakladé¢ vyrobeného
scaffoldu neni nutno pozdé&ji konstrukt chirurgicky vyjimat, jelikoz v pribéhu zaclenovani
do nativni tkan€ dochazi k jeho naprostému vymizeni. Scaffoldy maji rizné podoby na
zakladé jejich aplikacniho ucelu. Jedna se napiiklad o b&ézné kozni substituenty pii ndhradé
poskozené pokozky vlivem rakoviny nebo nové kostni tkdn¢ v ortopedii. Vyhodou je také
mozZnost vytvofeni individudlnich tkanovych nahrad na zéklad€ pacientovych potieb diky
Siroce dostupnym moZnostem vyroby. Aspekty, které ovlivituji vlastnosti vysledného
scaffoldu jsou krom zvolenych materialll také jejich makro-, mikro— a nanoarchitektura.
Zvolené parametry jsou upravovany podle aktudlnich potfeb dané tkadné a specifického mista

pacientova problému. [4,5]

1.1.1 Vlastnosti

Konstrukty v TI musi spliiovat kvality, které zajistuji vhodné prostiedi pro existenci bunék
a jejich nasledny rist. Navrhy scaffoldii proto zohlediiuji mechanické (tuhost, modul
pruznosti atd.), fyzikalné-chemické (porozita, biodegradace atd.) a biologické (adheze
bunék, biokompatibilita atd.) vlastnosti. Ke zlepSeni biologické aktivity, kterd zajiStuje
interakce mezi scaffoldem a tkdni na molekularni Grovni, je mozné upravovat velikost, tvar
a porozitu vyslednych produktl. Vyvolani reakce biologického systému, bunécna

proliferace a diferenciace jsou dilezitymi bioaktivnimi parametry napomahajici uchyceni
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scaffoldu a urychleni regenerace tkané. V uplynulych letech vyzkum v oblasti TI dosahl
vyraznych pokrokl z hlediska navrhovani novych scaffoldi s vlastnostmi a tvarem témér

totoznymi jako puvodni tkan. [4]
Degradabilita

Kontrolovat kinetiku degradace materidlu v t€le a moznost zpomaleni tohoto procesu jsou
pfi navrhu novych scaffoldii jednim z hlavnich problémt. Kinetika degradace vyznamné
ovlivituje mechanické vlastnosti materialu, jelikoz dochazi k postupnému rozpadu tkanové
nahrady pro buiky. V idedlnim ptipad¢ dochazi po aplikaci implantatu k neinvazivni reakci
organismu. Scaffold poté napliuje funkcénost Sablony, kterd si pfi postupné degradaci
materidlu nadale udrzuje pozadované mechanické vlastnosti. Déle by se tkaniova ndhrada po
splnéni svého tkolu méla zacit postupné rozpadat az do tiplného vymizeni z tkan€, kdy nova
zregenerovana tkan zcela implantat nahradi. [6] V praxi dochazi k reakci mezi implantatem
a lidskym organismem okamzité po chirurgickém zakroku. Zah4ajeni odezvy a jeji prib¢h je
pfedevsim dan reakci mezi proteiny obsazenymi v krevni plazmé, povrchem materidlu a
produktl tvoficich se pifi degradaci. [7] Proteiny obaluji povrch scaffoldu, vytvaii zde
monovrstvu atim zaroven pozménuji povrch. Zménou povrchu nastava pfeména konformace
absorbovanych proteint jejimz vysledkem jsou rizné kaskadové reakce. [8] Zaroven se pii

degradaci uvolnuji produkty do mikroprostiedi, které mohou ovlivnit reakci organismu.
Biokompatabilita

Pii zavedeni neznamého objektu do téla lidsky organismus reaguje aktivaci imunitniho
systému, ktery se po vyhodnoceni mozné hrozby dany objekt snaZi odstranit. V ptipad¢, Ze
se organismu tato hrozba nepodaii odstranit, dochazi k izolaci, a tudiZ nelécivé interakci
s tkani. Je tedy stéZejni, aby tkanové nahrady byly z vhodného materialu, ktery neaktivuje
imunitni reakci organismu, kterd by vedla k nezddoucim efektim pii regeneraci tkané.
Terminem biokompatibilita 1ze popsat vliv biomateridlu na organismus. Oficialni definice
biokompatibility byla popsana v roce 1987 a zni takto:

3

,,Schopnost materialu piisobit s odpovidajici odezvou hostitele v konkrétni aplikaci.’

(Williams, 1987). [9]

Definice tedy spojuje vlastnosti a charakteristiky biomateridlu s pozadovanymi
biologickymi odezvami v ramci specifického chirurgického zékroku. Cast definice

popisujici odpovidajici odezvu hostitele se zabyva identifikaci moznych reakci tkané€ na cizi
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téleso. Biokompatibilni materialy jsou tedy nasledné¢ hodnoceny podle velikosti dopadu a

délky ¢asu zpiisobujici nezddouci zmény v homeostatickém prostredi. [10]

1.1.2 Biomaterialy

Vlivem vyzkumnych pokrokli v mnoha oblastech védy zabyvajicich se tkanovymi
nahradami nastala potieba sjednoceni pojmu biomaterialy. Prvni definice byla ustanovena
na zékladé shody nazort ucastnikli konference Evropské spolecnosti pro biomaterialy (ESB)

a zni:

., Nezivotaschopny material pouzZivany v lékarskych zarizenich, wurceny k interakci

s biologickymi systéemy. “ (Williams, 1987).

V oblasti TI jsou rozsitené Ctyti typy biomaterialti vyuzivané pro vyrobu scaffoldi. Jedna se
o keramiku, kovy, syntetické polymery a pfirodni polymery. Divodem pro vyuzivani

riznych zminénych typi latek jsou jejich riznorodé vlastnosti a moznosti aplikace.

Keramika je vyuzivana pifi 1é€bach kostnich tkani, jelikoz se jedna o biokompatibilni
materialy podporujici proliferaci a diferenciaci kostnich buné¢k. [11,12] Dale biokeramické
konstrukty maji charakteristické mechanické vlastnosti jako je vysokd tuhost, nizka
pruznost, tvrdost a kiehkost. Mezi rozsifené keramické materidly lze zatadit hydroxyapatit

a fosforecnan vapenaty.

Kovové scaffoldy se vyuzivaji predevsim kvili svym mechanickym vlastnostem pfi 1é¢bé
kostnich defektt. [13] Zasadni vyhodou kovt, ktera umozituje aplikace v ortopedii, je nizka
biodegradabilita a dobré mechanické vlastnosti oproti ostatnim biomateridlim. [14]
Biodegradabilita kovovych tkanovych nahrad se mize lisit podle vyuZitého kovu. Zatimco
implantaty vyrobené z titanu degraduji velmi pomalu a mohou tvofit kostni alternativu po

cely Zivot pacienta, scaffoldy z magnezia degraduji znacné rychleji. [15]

Pro nahradu mékkych tkdni jsou vyuzivany syntetické a piirodni polymery. [16—18]
V pribéhu let byla vytvorena fada tkanovych nahrad ze syntetickych polymert. Mezi hlavni
vyhody nalezi moznosti kontroly kinetiky degradace materiali, jelikoz rychlost rozkladu
materidlu by v idealnim ptipad€ méla odpovidat tempu tvorby nové tkané. [19] Nevyhodou
konstruktli ze syntetickych polymeri jsou potenciondlni Sance imunitni reakce na

implantovany scaffold z divodu nizsi bioaktivity. [20]

Alternativou pro tvorbu vysoce bioaktivnich tkanovych nahrad jsou pfirodni polymery. Na

rozdil od syntetickych polymeri jsou ziskavany z ptirodnich zdroji. Bioaktivni polymery
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podporuji velmi dobrou adhezi a rist bun€k v poskozenych mistech tkané. Podobné jako
syntetické¢ polymery umoziuji fizenou degradaci materidlu a tvorbu nové extracelularni
matrix, tkanové nahrady z ptirodnich polymert vykazuji podpoiené vlastnosti degradace.
Déle ma velka ¢ast ptirodnich polymerti oproti ostatnim biomateridliim nizké mechanické

vlastnosti, které omezuji Sirsi vyuziti v medicinské praxi. [21,22]

Kombinaci syntetickych a ptirodnich polymert jsou zkoumany nové materiadlové kompozice
pro tkénové nahrady. Ackoliv tyto nové materidly vykazuji zlepSeni mechanickych
vlastnosti a tim umoziuji $irsi spektrum aplikaci, zaroven poukazuji na problémy se snizujici

se bioaktivitou a biokompatibilitou. [23]

1.1.3 Porozita a topografie povrchu

Vnitini struktura a povrch scaffoldd jsou vyznamnymi faktory ovliviiujici mechanické a
fyzikaln€ chemické vlastnosti materidlu. Ackoliv velikost a hustota porit maji pozitivni vliv
na transport latek a bunécnou proliferaci, je nutné podotknout, ze se zvysujici se porozitou
dochazi ke snizovani mechanickych vlastnosti. Nasledkem muze byt zniCeni tkanové
néhrady zptisobené nepiiméfenou degradaci materialu vlivem nedostateéné tuhosti. Upravou
velikosti a tvaru port je mozné kontrolovat rychlost degradace scaffoldu. Porozita a velikost
pora jsou tudiz nezanedbatelnymi parametry pro aplikacni ucely tkanové nahrady.
Vzajemnym propojenim vnitini struktury port Ize ovlivnit difuzi zivin, kysliku a odpadnich
latek. Porozita ma vliv na smér migrace a rast bunék, které regeneruji poSkozenou
organickou strukturu. Pomoci porti dochazi také k lepsi stabilizaci a omezeni pohybu mezi

implantovanym konstruktem a okolni tkani. [24,25]

Struktura povrchu patii ke klicovym parametrim scaffoldd, jelikoz muze vyznamné
podporovat biokompatibilitu materidlu. Pomoci funkénich skupin, které lze navazat na
povrch tkanové nahrady, dochéazi k chemické povrchové modifikaci. Tyto funkéni skupiny
na povrchu scaffodu nésledné usnadiuji kombinaci rGznych typti materiald. Timto
zpusobem jsou navazany polymery, bioaktivni materidly nebo také nanocastice. Efektivni
proliferace a adheze bunck probiha na hydrofilnich povrSich. [26] Mezi rozsifené metody
upravy povrchu patii coating Zelatinou, kterd je tvofena pfirodnim polymerem kolagenem
vyuzivanym kvili vyhodnym biokompatibilnim a biodegradabilnim vlastnostem. Nasledné
vyhodnoceni hydrofility nového povrchu je méfeno technikou kontaktniho uhlu. Méfeni
byvaji provadéna z n¢kolika odliSnych smérh tkanové nédhrady pro urceni hydrofility celého

implantatu. [25]
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Metod uprav scaffoldii pro ziskani potfebné strukturované topografie a porozity je znac¢né
mnozstvi. Mezi pouzivané zptsoby lze zatadit metodu fazové separace, kterd je vyuzivana
pro jednoduchost a nenaro¢nost celého déje. Proces se skladd z rozpousténi polymeru
v rozpoustédle a naslednou fazovou separaci vlivem zmény teploty nebo pfidanim
»spatného* rozpoustédla. Polymerni smés je nestabilni a dochéazi k rozdéleni na dvé faze.
Prvni faze je tvofena polymerni smési, zatimco druhd faze obsahuje ,,Spatné* rozpoustédlo.
Rozpoustédla je poté mozné odstranit pomoci vody nebo odpaiovanim a ze vzniklé faze,
ktera je bohatd na polymer vznika strukturovany produkt, ktery mtize byt dale vyuzit jako

scaffold. [27]

Pro vypocet porozity a velikosti pori existuji riizné softwary, metody a vybaveni.
K vyhodnoceni propojenosti a velikosti port v celém objemu tkanové ndhrady lze vyuzit
rentgenovou mikrotomografii. Naméfend data 1ze zobrazit jako 3D model objektu, ktery lze
také znazornit jako 2D obraz ve zvolené casti objemu scaffoldu. [28] K posouzeni
homogenity porozity ve vybraném fezu lze aplikovat metodu analyzy skenovacim
elektronovym mikroskopem (SEM). Snimky ze SEM jsou nasledné analyzovany napt. v

programu ImagelJ, ktery je v praxi vyuZivan pti zkoumani medicinskych snimk. [24]

1.1.4 Vyroba

Siroké moznosti aplikace tkanovych nahrad vytvéaieji nové pozadavky a moZnosti inovace
pro stavajici vyrobni procesy. Uzitim riznych postupt 1ze dosahnout odlisnych vlastnosti u
konstrukti, které mohou mit vliv na biokompatibilitu a mechanické vlastnosti.. Mezi nadéjné
zpisoby vyroby, které umozituji dosdhnout vysoké tirovné ptesnosti a diirazu na strukturu
patii rozvijejici se technologie 3D tisku. [29] Pfi vytvafeni nové tkdnové nahrady pomoci
technologie 3D tisku je nejprve potieba vytvotit model objektu pomoci CAD (pocitaCem
podporovany design), ktery je poté konvertovan do jednotlivych fezli. Samotny tisk je poté
provadén vrstvou po vrstvé, kdy vytvrzovani tiskové smési se 1isi podle vyuZzité metody
tisku. Pomoci postupného ptidavani vrstev pro dosazeni vysledného produktu ziskal 3D tisk
také nazev aditivni vyroba. [30] V TI je 3D tisk Siroce vyuzivan pro vytvafeni zejména

kostnich nahrad. [31]
Stereolitografie

Technika zaloZena na principu ozafovani pryskyfice pomoci UV zéfeni. Laserem osvétlena
Cast tekuté pryskyfice prostfednictvim mechanismu fotopolymerace postupné situje a

pfeménuje se na pevny materidl. Vysledny objekt je tvofen vrstvu po vrstvé pohybem
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platformy sméry nahoru a dolii. Stereolitografie umoziiuje v oblasti TI vytvaret mimotadné
komplexni konstrukty s rozliSenim az 10 pm u pozadovanych detailii. [32] Optimalizaci
intenzity laseru, osvétlovani pryskyfice nebo skenovaci rychlosti 1ze dosahnout zlepseni

presnosti vyslednych produkti. [33,34]
Selektivni laserové spékani

Mezi dalsi rozvijejici se aplikace 3D tisku biomateridlti patii selektivni laserové spékani
(SLS). Proces funguje na principu slucovani praskovych polymert, kovli nebo keramiky
vykonnym laserovym paprskem. PraSek je postupné nanasen stlaovacim pistem ze zasobni
¢asti do tisknouciho prostoru podle nastaveného mnozstvi. Nasledné¢ je provedeno
rovnomérné rozprostfeni smeési po platforme. Pfedehiatim plochy je mozno dosdhnout
nizSich pozadavkid na vykon laseru a tim urychleni tisknouciho procesu. Rozprostiené
Castice prasku jsou poté pomoci laseru natavovany v pozadovanych bodech pro utvoteni
vrstvy. Po dokonceni prvni vrstvy dochézi ke sniZeni pistu na uroven vysky vytisténé vrstvy
a dochézi k doplnéni dalsiho mnozstvi prasku pro vytvoreni dalsi vrstvy. Vytisténé produkty
pomoci SLS jsou porézni a tim vhodné pro vyuziti v TI pro sledovani bunécné aktivity.

[34,35]
Metody 3D tisku zaloZené na extruzi

Extruzni 3D tisk je proces zaloZeny na vytlacovani tiskového materidlu skrz jehly nebo
trysky na podloZku. Tiskovy material je pfedem piipraven a pfenesen do nadoby, kterd je
dale umisténa a stabilizovana v tiskové hlavé. Vzhledem k technologickym pokrokiim v
oblasti 3D tisku existuji rizné typy hlav, pomoci kterych lze provést odlisné metody
extruzniho tisku. Hlavu pro metodu fused deposition modeling je moZné zahiivat na teploty
umoziujici roztaveni tiskové smési. Pomoci pneumatického pistu je material vytlatovan
tryskou nebo jehlou na podlozku podle vytvoifeného modelu vrstvu po vrstvé a nastavenych
tiskovych parametrii. [36] Dalsi metodou tisku trojrozmérnych objekttl je direct ink writing
(DIW). Hlavnim faktorem pifi DIW jsou reologické vlastnosti tiskové smési. Nastaveni
parametrt vytlatovaciho tlaku, rychlosti tisku, typu modelu konstruktu, teploty hlavice pfi
zahfivani a vybérem trysky nebo jehly je nutné optimalizovat pro ziskani poZadovanych
vysledki tisku. Naptiklad pii zvySeni tlaku dochazi k vytlaCovani vétSiho objemu tiskové
smési, kterd vSak zvySenim rychlosti piesunu jehly nebo trysky po tiskové plose umoziuje

ztenceni stén vytisknutého materidlu. [37]
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2 SYNTETICKE POLYMERY

Se stale rostoucimi naroky na mechanické vlastnosti a kontrolu degradability materialu uzce
spojenou se zménou struktury tkanovych nahrad v Case se v odvétvi regenerativni mediciny
stale vice vyuzivaji syntetické polymery. Syntetické polymery maji dobré mechanické
vlastnosti, avSak Casto také vykazuji nizsi bioaktivitu, kterd je pti pfipravée tkaniovych nédhrad
nezanedbatelna. Upravami funkénich skupin nebo molekulové hmotnosti polymernich
fetézcl lze predikovat zménu charakteristik materialu a tim dale ovliviiovat rychlost rozpadu
konstruktu. Hlavnim diivodem kontroly kinetiky rozkladu je degradace scaffoldii pomoci
hydrolyzy, ktera formuje kyselé prostedi v okoli implantované ¢asti konstruktu. Vysledkem
je nasledné odumfeni tkdné a potieba chirurgického odstranéni poskozeného implantétu.
Pomoci modifikaci syntetickych polymert a metod 3D tisku je vSak mozné dosdhnout

komplexnich struktur s pozadovanymi bioaktivnimi kvalitami. [38,39]

2.1 Polykaprolakton

V oblasti TI je vyuzivano Siroké mnozstvi syntetickych polymert. Polykaprolakton (PCL)
je uméle vytvofena makromolekularni latka s vysokym stupném krystalinity. Zakladem pro
produkci PCL je e-kaprolakton, ktery je ziskdvan zpracovanim fosilniho uhliku.
Polymerizace probihé oteviranim kruhového fetézce e-kaprolaktonu, ze kterého pak vznika
alifaticky polyesterovy polymer (Obr. 1). [40] PCL je vhodnym materidlem pii produkci 3D
tkdnovych ndhrad s vysokou mirou porozity. [41] Vyhodou jsou rozSifené moznosti
medicinskych aplikaci, kdy kombinaci PCL s dal$imi polymery byly vyrobeny scaffoldy pro
nahradu kostni, vaskularni a nervové tkang. [42—44] Dale je PCL krom tkanovych nahrad

také vyuZivano pfi transportu léCiv.

Obr. 1 — Chemicka struktura polykaprolaktonu [45]
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[45]P11 vyrobé scaffoldl v TI je vyuzivana fada metod. Mezi nejcastéji vyuzivané metody
pro zpracovani PCL patii formovani taveniny, roztokové odlévani, luhovani a tvorba pén.
[46—48] Biodegradabilni alifatické polyestery, mezi které PCL patfi, umoziuji fizeny rozpad
obalového materialu s lékem vedouci k predvidatelnému uvoliiovani a rozpusténi 1écivé

latky v organismu. [49]

Struktury z PCL jsou pomérn€ ohebné a pevné diky nizké teploté tani (59-64 °C) a teploté
skelné¢ho ptechodu (-60 °C). Dalsi vyznamnou vyhodou PCL jsou moznosti kombinaci
s dalSimi polymery pro zlepSeni celkové bioaktivity a mechanickych vlastnosti vzniklych
kompoziti. [50] Podstatnym faktorem ovliviujici vlastnosti konstrukti z PCL je proces
degradace, ktery je pomérné¢ pomaly (2-3 roky), jelikoz je ovlivnén hydrofobnimi a
krystalickymi vlastnostmi materidlu. Rozklad ve vodném prosttedi je zplisoben hydrolyzou

esterovych funkénich skupin a samotny rozklad 1ze dale délit na tfi typy: [51]
Povrchova eroze

Implantovany material je postupné pfeménovan pouze na povrchu, jelikoz mnozstvi vody,
ktera reaguje spolecné s esterovymi skupinami, nepronika skrz cely polymer. Vysledkem je
nasledné vngjsi ztenCovani materialu vlivem volného difundovani odbouranych monomerii

a oligomert z obalové vrstvy implantétu. [51,52]
Objemova degradace

Dalsi typ degradace nastava, pokud voda proniké do objemu celého implantéatu, kdy dochazi
k rozkladu povrchu a také vnitinich Casti struktury. DifGzi odStépenych monomerti a
oligomert z vnitinich a vnéjSich ¢asti materidlu dochéazi k dosazeni rovnovahy, ktera vede

k rovnomérnému rozkladu na povrchu i ve vnitini ¢asti konstruktu. [51]
Objemova degradace s autokatalyzou

Dulezitym faktorem pii objemové degradaci je umoznéni difundovani monomernich a
oligomernich skupin vnitinich ¢asti materialu, jelikoZ v pfipad¢ poruseni rovnovahy dochazi
k tvorbé interni autokatalyzy. VnégjSi ¢ast se stdle stabilné rozpada, avSak vnitini ¢ast je
vlivem hromadéni karboxylovych skupin pfeménéna na kyselé prostredi, které¢ kinetiku
rozkladu urychluji. Vysledkem je vytvoteni duté struktury, kterd mize uvolnénim kyselych

vedlejSich produktli zpiisobit zanétlivou reakci organismu. [51,53]
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Grafické zndzornéni rozpadu materidlu pti odlisSnych typech degradace 1ze vidét na Obr. 2.
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Obr. 2 — a) Povrchova eroze, b) Objemova degradace, c¢) objemova degradace s
autokatalyzou

2.2 Elektroaktivni polymery

Mezi syntetické polymery lze také zatadit nové zkoumané a aplikacné nadéjné polymery se
schopnostmi do¢asné nebo permanentné ménit tvar a vlastnosti na zaklad¢ reakce na vnéjsi
stimulace. Material miize tedy ovliviiovat fada fyzikdlnich jevl, které na né&j pilisobi
magnetickym, optickym, tepelnym, chemickym nebo elektrickym polem. V dasledku
zdokonalovani reakce materidlu na elektrické stimulace se do poptredi dostavaji
elektroaktivni polymery (EAP), které¢ umoznuji vlivem elektrické excitace ménit strukturu
materidlu. N&které EAP také prokazuji schopnost vyvolavat elektrickou odpovéd’ na zaklade
mechanického namahéni. VétSina dosavadnich sestrojenych piistroji urcend k posuvnym
akcim jsou tvofena komplexnimi komponenty, které by mohly byt nahrazeny EAP pro
zlepSeni energetické narocnosti, velikosti a vahy pohybového aparatu. Vzhledem
k aktivaénimu mechanismu Ize EAP rozd¢lit na elektronické (polem aktivované) a iontové
typy. [54] Pfed popisem samotnych typli EAP je v§ak nutné popsat jevy, které mohou nastat

pfi aktivaci materidlu.
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Piimy a vratny piezoelektricky jev

Pti pisobeni tlaku na material, ktery vytvaii elektricky naboj nebo napéti se jedna o ptimy
piezoelektricky jev, ktery byl objeven v roce 1880 bratry Curie, kteii testovali kiemenny
krystal. Pokud pfi vystaveni latky elektrickému poli dochazi k proporcionalni deformaci je
tento d¢j oznaCovan za vratny piezoelektricky jev. Po odstranéni vlivu elektrického pole je

material navracen do ptivodniho tvaru [55]
Pyroelektricky jev

Vlivem zmény teploty dochézi k tvorbé elektrického naboje u urcitych materialt, mezi které
lze zatadit piezoelektrické latky s necentrosymetrickou chemickou strukturou. Vysledny

naboj je ovlivnén zménou spontanni polarizace. [56,57]
Elektrostrikce

Podobné jako u piezoelektrického jevu je material vystaven elektrickému poli, které
zpisobuje deformaci predmétu. Rozdilem vSak je nezavislost zmény tvaru na smér
pusobiciho elektrického pole, jelikoz se elektrostrikéni materidly vzdy deformuji pouze
vjednom sméru. Déle je zména deformace kvadratickou funkci intenzity pisobiciho

elektrického pole, kdy u piezoelektrického jevu se jedna o linearni funkci. [58]

2.2.1 [Elektronické EAP

Zmeéna tvaru je zpusobena coulombickymi silami, které vytvareji elektrické pole mezi
elektrodami. Pti vloZeni polymeru ve formé tenké vrstvy mezi elektrody nastava deformace.
Velikost deformace zavisi na vlastnostech tenké vrstvy, kdy feroelektrické latky
s piezoelektricky jevem vykazuji pomérné nizkou deformaci, zatimco latky s elektrostrikci
mohou dosahovat vyrazné vétSich deformaci. [59,60] Pro aktivaci materidlu je vSak nutné
pouziti vysoké hodnoty napéti, kviili nizkym hodnotam relativni permitivity (pod hodnotou
10). Relativni permitivita je proto zvySovana tvorbou kompozitnich materiali. Mezi takové
feSeni patii naptiklad vytvoreni vrstvy o poZadované tloust'ce, ktera je sesklddana z nékolika
tenkych vrstev EAP materialii. Dal§i vyznamnou vlastnosti elektronickych EAP je moZnost
aktivace deformace ve vzduSném prostiedi, ktera je umoznéna vyssi hodnotou energetické

hustoty. [55]
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Feroelektrické polymery

Jev, pfi kterém materidly vykazuji vytvofeni elektrického dipolového momentu
v nepiitomnosti vn¢jsiho elektrického pole se nazyva spontanni polarizace. [61] Dipoly
v ptipad¢ dielektrika vznikaji za podminky vyuziti vnéjs$iho elektrického pole, kdy néboje,
které maji ptiblizné stejnou hodnotu jsou pfitahovany k opacné nabitym elektrodam tvoftici
elektrické pole. Smér polarizace feroelektrickych materidlt je vSak pii vyuziti vnéjsiho
elektrického pole obracen. Spontanni polarizace také uzce souvisi s tepelnymi zménami
materidlu, jelikoz ze zvysSujici se teplotou dochazi postupnému poklesu polarizace. Pro
feroelektrické materialy jsou tedy charakteristické dvé faze, které mezi sebou d¢li kriticka
teplota nazyvana Curieova teplota. Feroelektrickd faze se vyskytuje pfi teplotach
pohybujicich se pod kritickou teplotou, zatimco vyssi teploty zpiisobuji prechod do
paraelektrické faze, kdy feroelektrické vlastnosti zcela zanikaji. [62] Feroelektrické
materialy jsou soucasné také pyroelektrické a piezoelektrické. [63] Aplikacné se nejvice
vyuziva polyvinylidenfluorid (PVDF), jelikoz pifi pokojové teploté vykazuje ze vSech
feroelektrickych polymert nejvétsi elektromechanickou aktivitu. Déle je PVDF vyuzivano
pti vyrobé kopolymert poly(vinilidenflorid-trifluorethylenu) P(VDF-TrFE), které vykazuji
vys$§i miru deformace ovlivnénou zavedenim objemné skupiny trifluorethylenu do

polymerniho fetézce. [64]

2.2.2 Tlontové EAP

Pomoci difuze nebo pohybu iontil nastdva deformace materiald. Pro tyto polymerni latky je
tedy nutné se vyskytovat ve vlhkych prostfedich nebo pevnych elektrolytech, které obsahuji
prave potfebné ionty. Pii pouziti elektrického pole dochazi k pfesunu iontt k piislusSnym
elektrodam. [65,66] Mezi aplikaén¢ nejrozSifenéjSi iontové EAP lze zaradit iontové
polymer-kovové kompozity (Ionic Polymer-Metal Composites IPMC), které se vyuzivaji
v robotickém a vesmirném pramyslu. [67,68] Tenka vrstva polymeru je potazena kovem na
obou strandch a nasledné vystavena nizkym hodnotam napéti, které vytvateji elektrické pole
pusobici na IMPC (>10 V). Tim se material postupn¢ ohyba, jelikoz kationty, které na sebe
vazou rozpoustédlo se postupné premist'uji ke katod€, zatimco anionty setrvavaji na misté.
[69,70] Nevyhodou iontovych polymerti je v§ak pomald rychlost aktivace v rozsahu desitek

sekund a nestdlost posunuti pfi pouziti stejnosmérného proudu. [55] Obr. 3 znézoriuje

graficky proces, pti kterém dochazi k ohebné deformaci IPMC. [71]
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Obr. 3 — Proces ohebné deformace IPMC a) Elektricke pole je vypnuté, b) elektrické pole
je zapnuté

2.2.3 Poly(vinylidenfluorid)

Jednou z hlavnich vlastnosti feroelektrickych polymeri je piezoelektricky jev. Heiji Kawai
objevil vroce 1969 piezoelektrick¢é vlastnosti u filmh pfipravenych =z
poly(vinylidenfluoridu) (PVDF). V porovnani s ostatnimi zkoumanymi polymernimi vzorky
vSak byla piezoelektricita vétsi. [72] PVDF je semikrystalicky polymer s opakujici se
stavebni jednotkou (CH2 — CF>), ktery je tvofen amorfni a krystalickou ¢asti, ktera mize
pfechédzet do minimalniho poctu ¢ty odlisnych krystalickych fazi. Tyto faze se déli na alfa,
beta, gama a delta, které se chemicky uspotadavaji podle vazeb do charakteristickych
konformaci. Alfa fdze mé konformaci typu trans-gauche-trans-gauche (TGTG), beta faze
typu trans-trans-trans-trans (TTTT), gamma a delta faze typu trans-trans-trans-gauche-trans-
trans-trans-gauche (TTTGTTTG). [73,74] Grafické zndzornéni konformaci popisuje Obr. 4.
Elektronegativnimi vlastnostmi fluoru, ktery vyrazné ptevysuje hodnoty uhliku a vodiku
dochazi k tvorbé dipolovych momentil v fetézcich PVDF. Alfa faze, ktera se sklad4d do
TGTG konformace zptsobuje nulovy dipdlovy moment, jelikoz atomy fluoru jsou naproti
sob¢ a navzajem se vyruSuji. Zatimco beta faze se skladd do TTTT konformace a atomy
fluoru jsou v paralelnim uspofadani, které je odpovédné za nejvétsi hodnotu dipolového
momentu. [75] PVDF je vyuzivano pii vyrobé senzorii, nanogeneratorii nebo technologii na

pfeménu energie. [76]
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Obr. 4 — Konformace alfa, beta a gama krystalické faze PVDF

2.2.4 Poly(vinylidenfluorid-trifluorethylen-chlortrifluorethylen)

Vyuzitim  kopolymeru poly(vinylidenfluorid-trifluorethylen) [P(VDF-TrFE)] jako
prepolymeru pro kopolymeraci s monomerem chlortrifluorethylenem (CTFE) lze dosahnout
tvorby terpolymeru poly(vinylidenfluorid-trifluorethylen-chlortrifluorethylen) [P(VDF-
TrFE-CTFE)]. Pfidanim CTFE monomeru dochazi k vytvafreni ojedinélych nano-krystali,
které vytvareji defekty zpisobujici zménu konformace z paralelni trans-trans na stfidavou
trans-gauche konformaci. Dlouhé rovinné fetézce jsou tak v urCitych mistech naruseny
gauche konformaci pozmeénujici sily, kterymi na sebe krystalické struktury vzajemné ptisobi.
Vysledna struktura P(VDF-TrFE-CTFE) tedy vykazuje vétsi hodnoty elektrostrikce nez
pfipravené kopolymery s odliSnymi objemnymi skupinami v fetézci, jelikoz vlivem
strukturni pfemény krystalickych fazi dochdzi k nahodilejsSim vyslednym smériim

dipolovych momentt. [77,78]

2.2.5 Vyuziti PVDF v tkanovém inZenyrstvi

Vyhodné piezoelektrické vlastnosti PVDF umoziuji Siroké rozmezi aplikaci v oblasti TI.
Tyto vlastnosti mohou byt dale vylepSeny zvétSenim zastoupeni krystalické beta faze. Toho
lze docilit pfi vyuziti techniky elektrospinningu, ktera umoZziuje natahovani materialu
v elektrickém poli. Vysledny material ndsledné obsahuje zvétSeny podil beta faze vlivem

vétSiho zarovnani polymerniho fetézce. Pfi mechanické deformaci dochézi k produkci
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elektrického naboje, ktery umoziuje stimulaci pfi opravé poskozené tkané, jelikoz
podporuje proliferaci a adhezi bunék. Mezi rozsitené aplikace v TI s vyuzitim PVDF a
kopolymertt PVDF patii oprava kostnich defektli pomoci trojrozmérnych scaffolda. [79]
Dals§imi nadéjnymi odvétvimi TI zabyvajici se 1€cbou poskozenych tkanich jsou srdec¢ni,

nervové a svalové inZzenyrstvi. [80,81]
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II. PRAKTICKA CAST
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3 MATERIALY A METODY

3.1 Pouzité materialy chemikalie

Prace je zalozena na kombinaci syntetickych polymert PCL a P(VDF-TrFE-CTFE) pro
dosazeni takové tiskové smési, ktera je reprodukovatelné tisknutelnd do pozadovanych

tvart. V této praci je polymer P(VDF-TrFE-CTFE) oznacovan pod ndzvem tPVDF.

V této praci byl pouzit PCL ve form¢ bilych vlocek od firmy Corbion pod obchodnim
nazvem PURASORB® PC 12. Elektroaktivni polymer tPVDF je vyuzivan ve formé bilého
prasku od firmy Arkema Piezotech pod obchodnim nidzvem PIEZOTECH® RT-TS.

Vyrobce dale uvadi obsah monomernich ¢asti terpolymeru:
e VDF -60,9 mol %
e TrFE — 30,7 mol %
e CTFE - 8,5 mol %

Pro spolecné rozpusténi obou syntetickych polymera pfi pfipravé tiskovych smési bylo
pouzito rozpoustédlo N,N-Dimethylformamid (DMF) od firmy Sigma-Aldrich. s Cistotou
99,8 %.

K ptipravé fyziologického roztoku, pro sledovani stability vybranych tisténych mftiZzek, byl
pouzit bily prasek od spolec¢nosti Sigma-Aldrich s obchodnim ndzvem Dulbecco’s Phosphate

Buffered Saline pro ptipravu fosfatem pufrovaného solného roztoku (PBS).

K dosazni zvySeni misitelnosti polymerti ve formé blendt byly vyuzity ¢astice titaniitanu

strontnatého (SrTiO3) ve formé bilého prasku s Cistotou 99 % od firmy Sigma-Aldrich.

K bunéénym testim byly vyuzity mySi embryondlni fibroblasty (ATCC CRL-1658
NIH/3T3, USA) a kultivaéni médium obsahujici Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(PAA Laboratories GmbH, Rakousko), teleci sérum (BioSera, Francie). Kultiva¢ni smés
dale obsahovala antibiotika Penicillin/Streptomycin (GE Healthcare HyClone, Velka

britanie) s koncentraci 100 pg/ml.
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3.2 Priprava roztoki

3.2.1 Tiskové smési

Roztoky byly pfipraveny rozpusténim PCL a tPVDF ve spole¢ném rozpoustédle DMF pro
vytvofeni 30 hm. % smési. Pii navazovani jednotlivych syntetickych polymert byl
upravovan vahovy pomér mezi polymery k dosazeni hodnot 1:1, 1:4 a 4:1 tPVDF:PCL.
Navazené smési spolecné s ptidanym rozpoustédlem byly poté rozpoustény v lazni pii 50 °C
po dobu 50 minut za stdlého michani pomoci magnetického michadla. Takto pfipravené

tiskové smési byly nasledn€ vyuzity pii extruznim 3D tisku.

3.2.2 Fyziologické roztoky

Za ucelem zkoumani vlivu fyziologického prostiedi na vybrané tist€né miizky byl ptipraven
fyziologicky roztok pomoci rozpusténi obsahu sacku s PBS v jednom litru vody. Mfizky po
vlozeni do pfipravenych roztokli byly nésledné premistény do horkovzdusnych suSaren

s nastavenou teplotou 37 °C po dobu 3 nebo 7 dnd.

3.3 Priprava blendu

Pomoci mikrohnéti¢e byly pfipraveny odlisné verze blendl uréené pro termoplasticky tisk.
Pii ptipravé blendl byla teplota nastavena na 120 °C. Pfi sypani materiali do mikrohnétice
bylo po dobu 1 minuty nastaveno 50 otdcek za minutu (RPM) a po nasypani vzorki byly
otaCky navySeny na 100 RPM po dobu 4 minut. Takto byly pfipraveny blendy o rGznych

hmotnostnich pomérech polymerti o objemech 15 cm?:
o Cist¢ PCL
e tPVDF:PCL [1:4]

e tPVDF:PCL [1:4] + ¢astice SrTiO3 (1 hm. %)

3.4 Bunécné testy

V ramci zkoumani vlivu vzorkli na bunécné linie mySich fibroblasti byly mtizky napted
sterilizovany pomoci 70 % ethanolu po dobu 20 minut a nasledné ozafovany UV z obou
stran po dobu 30 minut. Koncentrace bunééné suspenze ¢inila 1 x 10° bun&k na mililitr

kultivacniho média. Celkova bunécna proliferace poté probihala po dobu 3 dnf.
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3.5 Pouzité pristroje

3.5.1 3D tiskarna Bio X

Pro tisk miizek byla vyuzita tiskarna Bio X od firmy Cellink, ktera umoziuje tisk 3D objekt
ruznych tvarii pomoci softwaru obsahujici pfeddefinované STL soubory. Tiskarna poskytuje
moznost vyuziti odlisnych typt tiskovych hlav, trysek a jehel. Déle 1ze pomoci nastaveni
tisku upravovat jednotlivé tiskové parametry: rychlost tisku, velikost tlaku, hustotu vypIng¢,
teplotu podlozky a hlavy. Pii praci s tiskovymi smésmi pfipravenymi z roztokl byly pouzity
tiskové hlavy uréené pro pneumaticky mikroextruzni tisk. Pro potiebu zahfivani a
ochlazovani smési byla vyuzita hlava opatfena ventilatorem. Dale pfi praci s blendy byla

vyuzita termoplastickd hlava, ktera umoznuje ohfev v teplotnim intervalu 50 az 240 °C.

3.5.2 Skenovaci elektronovy mikroskop

Pro sledovani povrchu vytisténych mfizek pomoci 3D tiskarny byl vyuzit skenovaci
elektronovy mikroskop (SEM) Phenom Pro od firmy Phenom World. Vytisténé miizky byly
pfed vloZzenim do SEM piipevnény na ter¢ik pomoci uhlikové pasky. Nasledné byly
pfipravené vzorky miizek pokovovany smési kovl zlata a palddia za pfitomnosti argonu
v napraSovacim zafizeni SC7620 Mini od spole¢nosti Quorum Technologies po dobu 60
sekund pii 10 az 20 mA. Pokovené vzorky byly pomoci stacen¢ho vzduchu ocistény od
necistot a ¢astic prachu. Nasledné byly vzorky vloZeny do drzéku pro vodivé vzorky, ktery
byl umistén do komory SEM. MiiZky byly poté postupné pozorovany pomoci detektoru
zpétn€ odrazenych elektroni se zvétsenim 500%, 1000 a 2000x pii urychlovacim napéti 10
kV a rezimu zobrazeni Image. SEM byl také vyuzit pro prvkovou analyzu vybraného typu
blendu, kdy bylo pouZito urychlovaci napéti 15 kV a reZim zobrazeni Mapping.

3.5.3 Digitalni mikroskop

Pro makroskopické zobrazeni vytiSténych miiZek byl vyuzit digitdlni mikroskop Dino — Lite
AMA4815ZT od spolecnosti Dino-Lite. Mikroskop umozinuje zobrazeni se zvétSenim 20x az

220x%. Snimky z digitdlniho mikroskopu byly pofizeny pomoci softwaru DinoCapture 2.0.

3.5.4 Konfokalni mikroskop

Pro sledovani vlivu vybranych strukturovanych tisténych objekti na bunécné chovani byl
pouzit rastrovaci konfokalni mikroskop Olympus FLUOVIEW FV3000 od spolec¢nosti

Olympus. Pro barevnou vizualizaci bun€k byla pouzita fluoroescencni barviva Hoechst
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33258 (znaceni bunéénych jader) a ActinRed 555 (znaceni bunécného cytoskeletu). Vzorky

s pritomnymi bunikami byly pozorovany pfi zvétSeni 4%, 10x a 40x.

3.5.5 FTIR spektrometr

Chemicka analyza vzorki mfizek byla provedena pomoci FTIR spektrometru Nicolet iS5 od
firmy Thermo Fisher Scientific. Pomoci spektrometru byla provedena méfeni technikou
ATR s germaniovym krystalem. Pfi analyze kazdého vzorku bylo pofizeno 32 skent

v rozli$eni 4 cm™ s rozsahem vInové délky 600 az 4000 cm'.
3.6 Analyza velikosti poru

3.6.1 ImagelJ

Ke stanoveni velikosti portt u vybranych tisténych mfizek byl vyuzit software Imagel
vyvinuty National Institutes of Health and the Laboratory for Optical and Computational
Instrumentation (LOCI). Pro statistické vyhodnoceni byly vyuzity snimky poréznich struktur

ze SEM. Pomoci funkce analyzy ¢astic v ImageJ byla vyhodnocena velikost a cetnost poru.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Tisk mriZek z blendii pomoci termoplastické extruze

Pro ptipravu tisténych miizek byla vyuzita termoplastickd hlava umoziujici zahtati blendt
na teplotu tani a tim pievedeni z pevného stavu do tisknutelného. Pii optimalizaci tisku byly
sledovany predevSim: pramér vytlaCovaci trysky, teplota tiskové smési, teplota tiskové
podlozky a vytlacovaci tlak. Idedlni tiskové parametry pro jednotlivé tiskové smesi jsou
uvedeny v Tab. 1. Tisk vSech miizek byl proveden pomoci trysky umoziujici presnéjsi
nandseni materialu. Vyuzity tlak pro vytlatovani tiskové smési byl nastaven na maximalni
hodnotu 700 kPa, jelikoz viskozita smési pfevedenych do tavenin neumoznovala souvislou
extruzi materialu pti nizsich hodnotach. Viskozita materialu byla snizena nastavenim teploty
tiskové hlavy na hodnotu 130 °C. Dalsi navySovani teploty vedlo k postupné degradaci
materialu. K zajis$téni postupného tuhnuti materidlu pro optimalizaci adheze jednotlivych
vrstev byla podlozka tiskdrny vyhfivana na teplotu 60 “C. Rychlost tisku byla nastavena na
hodnotu 1 mm/s. Diivodem nizké rychlosti tisku bylo nedostatecné mnozstvi vytlacovaného

materialu pfi zvySeni rychlosti.

Vysledna struktura mfizek byla pozorovéna z makroskopického hlediska pomoci digitalniho
mikroskopu. K porovnani zmény povrchu mezi rozdilnymi typy blendli na mikroskopické

urovni byl vyuzit SEM (viz. Obr. 5).

Béhem tisku byly vyuZity odlisné typy blendil za Gi€elem pozorovani misitelnosti polymerii
tPVDF a PCL. Hmotnostni poméry polymerii byly stanoveny na zakladé zkuSenosti
ziskanych pfi praci se smésmi uréenymi pro roztokovy tisk. Ke zlepSeni misitelnosti byly
vyuzity nanocastice titani¢itanu strontnatého. Pfi porovnani snimki vzorku tPVDF:PCL 1:4
(Obr. 5 B) a snimku vzorku tPVDF:PCL 1:4 (Obr. 5 C) s nanocasticemi lze pozorovat ibytek
sférolitickych struktur a zlepSeni homogenizace materidlu u vzorkt s ¢asticemi titanicitanu
strontnatého. Vyuziti nanoc¢éstic ke zlepSeni kompatibilizace polymera také potvrzuje

soucasnad literatura. [82]
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Tab. 1 — Parametry tisku mftizek z blendt
Teplota | Teplota | Primér Tlak Rychlost
Vzorek Typ blendu podlozky | hlavy trysky [kPa] tisku
["C] ["C] [mm] [mm/s]

A Cisté¢ PCL

B tPVDF:PCL [1:4] 60 130 0,4 700 1

C tPVDF:PCL [1:4]

nanocastice

Cisté PCL

tPVDF:PCL[1:4]
nanocastice

A By

Obr. 5 — Snimky z digitdalniho mikroskopu z vrchniho pohledu vievo, profilového pohledu
vpravo a snimky ze SEM uprostred. Znaceni vzorkit A-C odpovida pojmenovani vzorkii v

Tab. 1.
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4.1.1 Chemicka analyza mriZek z blendi

Chemicka analyza tiSténych vzorkli blendt byla provedena pomoci FTIR spektroskopie.
Meéieni byla nastavena v rozsahu 400 az 4000 cm™ pro kazdy typ blendu a &isty prasek
tPVDF slisovany do tablety. Samostatna spektra naméfenych cistych latek polymert byla

vyuzita ke srovnani charakteristickych peakt s ostatnimi blendy na Obr. 6.

Z vyslednych méteni vyplyva, ze spfibyvajicim pomérem PCL dochazi ke
vyraznému nardstu peakd pfi vinoétech 1724, 1241 a 1176 cm’!. Nejvyssi peak u PCL a
Blendt je charakteristicky pro natahovani skupiny C=O vlivem vibrace. Zbylé oznacené
peaky mohou potvrzovat vibrace skupin C-O a C-C v krystalickych a amorfnich fazich.
[83,84]

Pti méteni peakt tPVDF byl pozorovéan nizky narast peaki pti kombinaci s PCL. Moznym
vysvétlenim je snizeny obsah tPVDF v blendech s majoritnim zastoupenim PCL. Peak
v oblasti vino&tu 885 cm! naznacuje kolébavy pohyb skupin CHa, zatimco peak pii 846 cm’
! popisuje vibrace mimo rovinu skupiny CH. Vyrazné peaky pii 1400, 1176 a 1126 cm™ jsou
charakteristické pro vibrace skupiny CF beta a gama krystalické faze. [85]

Z divodi nemoznosti identifikace pfitomnosti nanocastic StTiO3 pomoci spektroskopickych
metod (z diivodu velmi nizké koncentrace a moznému piekryvani specifickych peaki) byla
vyuzita prvkova analyza povrchu vzorku pomoci SEM. Vzorky tisténych mitizek byly pied
vloZenim do komory pokoveny paladiem a zlatem. Stanovené hodnoty zastoupeni prvka u
miiZek s obsahem nanocastic popisuje Tab. 2. Prvkova analyza potvrzuje pfitomnost SrTiO3

ve zkoumaném vzorku.

Tab. 2 — Prvkova analyza mtizek z blendt s nanocasticemi

Vljrotonové Znacka Nézev prvku Atomova | Hmotnostni
¢islo prvku prvku koncentrace | koncentrace

6 C Uhlik 75,241 65,566

8 O Kyslik 18,625 21,622

9 F Fluor 5,373 7,407

17 Cl Chlor 0,350 0,901

22 Ti Titan 0,058 0,200

38 Sr Stroncium 0,094 0,601

79 Au Zlato 0,259 3,704
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1724 |

Absorbance[-]
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—tPVDF —PCL tPVDF:PCL[1:4] ——tPVDF:PCL[1:4]+ nanocastice

Obr. 6 — Namérena spektra latek vyuzitych pri tisku miizek z blendhi.

4.2 Tisk mrizek z roztokd pomoci pneumatické extruze

Experiment byl zahajen piipravou 30 hm % roztoktl s odliSnymi hmotnostnimi pomeéry 1:1,
4:1 a 1:4 tPVDF:PCL. Pro ptevedeni praSkovych vzorkl polymera na tiskovou smeés bylo
vyuzito spole¢né rozpoustédlo DMF. Tiskové smési ve forme roztokl byly poté vyuZzity pfi
tisku miizek pomoci pneumatické extruze. Béhem experimentu byla sledovana zavislost

v

hmotnostnich poméra polymert a teploty tiskovych smési na povrch a kvalitu mtizek.
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4.2.1 VIliv hmotnostnich poméri polymeri na tisk a povrch miizek

Roztoky pfi tisku vykazovaly rozdilné vlastnosti viskozity zptsobujici nutnost optimalizace
parametrii tisku pro kazdou smés zvlast’ (viz. Tab. 3). Sledované parametry tisku byly stejné
smési optimalni viskozitu, ktera umoznovala vytlacovani materidlu skrze jehlu. Pomoci
tohoto zpiisobu byly ziskdny miizky s nepferuSovanou strukturou nandseného materialu.
Viskozita v§ak zpusobovala nutnost vyuziti maximalni hodnoty tlaku 700 kPa pro vytlaceni
smési skrze tenkou jehlu. S postupnym narustem hmotnostniho zastoupeni tPVDF bylo vSak
vlivem zvySené viskozity narocné nadéle vyuzivat jehlu. Namisto jehly byla pouzita $picka
umoziujici extruzi pii vyrazné nizSich hodnotach tlaku. Nevyhodou Spic¢ky byla mensi
pfesnost nanaseného materidlu. Tiskova hlava byla ve vSech ptipadech vyuZita bez zahiivani

pro zajisténi postupného odpateni DMF z tisknuté miizky az po procesu tisku.

Tab. 3 - Parametry tisku mfizek s rozdilnymi hmotnostnimi poméry polymert

Primér Tlak Rychlost
Vzorek Pomér tPVDF:PCL jehly/trysky tisku
[kPa]
[mm] [mm/s]
D 1:4 0,2 700
E 1:1 0,26 20 1
F 4:1 0,26 35

Povrchova struktura tiSténych miizek z odliSnych hmotnostnich pomérti polymert byla
analyzovana pomoci SEM. Hlavnimi sledovanymi parametry povrchové struktury byly
porozita a misitelnost polymert. Pfi porovnani struktur miizek tPVDF:PCL 1:4 (Obr. 7 D)
(vysoce porézni) a nejvyssim hmotnostnim zastoupeni tPVDF (Zadna porozita), zatimco
v piipad¢ stejného vahového poméru latek u miizky tPVDF:PCL 1:1 m4 struktura mirnou
porozitu s rozdilnymi velikostmi pora (Obr. 7 E) a objevuji se tu drobné kulovité Castice,
které mohou patiit agregatim sférolitickych struktur tPVDF [86]. U vzorku tPVDF:PCL 4:1
je mozné na povrchu pozorovat zvrasnéni a opét drobné kulovité vystupky, které se zde
vyskytuji ve vétsi mife nez v porovnani se vzorkem tPVDF:PCL 1:1 , coz by mohlo byt
zpusobeno vétsim podilem tPVDF ve smési. Ve vSech piipadech Ize nalézt vyraznou tvorbu

sférolitickych struktur.
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Makroskopicky vzhled vytisténych miizek byl pozorovan pomoci digitalniho mikroskopu.
Pti porovnani snimkt jednotlivych mfizek lze sledovat znatelny pokles transparentnosti u
miizky tPVDF:PCL 1:4 s nejniZz§im hmotnostnim podilem tPVDF, kdy tento jev je moZné
vysvétlit vyraznou porozitou materidlu, nebot’ pory o velikosti dosahujici jednotek
mikrometri na povrchu miizky mohou vlivem své drsnosti zvySovat index lomu a tim

zpusobovat vétsi rozptyl svétla. (viz. Obr. 7). [87]

 tPVDF:PCL[1:4]

Obr. 7 — Snimky z digitalniho mikroskopu z vrchniho pohledu vievo, snimky ze SEM
uprostred a vpravo. Znaceni vzorkii D-F odpovida pojmenovani vzorkii v Tab. 3.
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4.2.2 Vliv teploty tiskové smési na tisk a povrch miizek

Ke snizeni viskozitnich vlastnosti byla vyuzita tiskovd hlava umoziujici zahiivani.
Zvysenim teploty byl umoznén tisk pfi nizSich hodnotéch tlaku u roztokii s hmotnostnimi
tisk pomoci jehly za pouziti maximalniho tlaku 700 kPa. Upravené parametry tisku vlivem
teploty jsou zobrazeny v Tab. 4. VSechny tiskové smési s rostouci teplotou vSak vykazovaly

snizené schopnosti udrzovat stalou vysku a tvar vytlacovaného materialu.

Tab. 4 — Parametry tisku miizek s rozdilnymi hmotnostnimi poméry polymert pii
zahtivani tiskové smési

Priamér Tlak Rychlost | Teplota
Vzorek Pomér tPVDF:PCL jehly/trysky [kPa] tisku hlavy
[mm] [mm/s] [°C]
G 1:4 0,2 700
H 1:1 0,26 10 1 60
I 4:1 0,26 30

Pomoci SEM byl zaznamenan vyznamny vliv teploty na vyslednou strukturu mftizek (viz
Obr. 8). VSechny struktury vykazuji nizkou miru porozity, avSak v piipadé vzorku
tPVDF:PCL 4:1 (Obr. 8 I) méla nastavena teplota nizky vliv vzhledem k téméf totozné
struktufe s tisknutym vzorkem bez zahtivani o stejném polymernim poméru (Obr. 7 F). Opé&t
jsou zde viditelné kulovité Castice patfici s nejvétsi pravdépodobnosti agregatim sférolitt
tPVDF. Mensi mnoZstvi port je pravdépodobné zplisobeno vyssi teplotou tisku, ktera diky
niz8i viskozité smési zvysSuje kinetiku fazové separace, coz vede k termodynamicky

stabilngj$imu stavu, ktery se vSak ve vysledku projevi mensi porozitou. [88]

Digitalnim mikroskopem byla zachycena makroskopicka struktura tisténych mtizek. Vzorek
tPVDF:PCL 1:4 vlivem zvySené teploty smési pfi tisku projevuje vétsi miru transparentnosti.

Vzorky tPVDF:PCL 1:1 a4:1 vizualn¢ ziistaly nezménény (Viz. Obr. 8).
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Obr. 8 — Snimky z digitalniho mikroskopu z vrchniho pohledu vievo, snimky ze SEM
uprostred a vpravo. Znaceni vzorkii G-I odpovida pojmenovani vzorkii v Tab. 4.
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4.2.3 Analyza velikosti pori

S ohledem na ziskané vysledky z méfeni povrchu odlisnych typl roztokd na strukturu
analyzu distribuce port. Diavodem vybéru tohoto polymerniho poméru byla vlastnost
roztoku pfi tisku bez zahiivani tvofit vyrazny poérovity povrch, ktery by mohl mit pozitivni
vliv na bunéénou proliferaci. Stanoveni velikosti a ¢etnosti pord bylo provedeno pomoci
funkce programu Imagel] umoziujici analyzu velikosti Castic. Diky analyze Cetnosti a
velikosti portt z plochy 267x267 um vzorku ve tiech mistech bylo zjisténo, Zze primérny
pod&et pori je 1600, primérna plocha pokryta pory je 16000 um? (22 %) a primérna velikost
pori je 10,1 pm? (viz Tab. 5). Principem funkce v tomto piipadé je zméfeni bilé plochy
zvyraziujici pory. Plocha neobsahujici pory je zvyraznéna cernou barvou. Pomoci nastaveni
urovné prahové hodnoty 1ze barevné zvyraznit nebo zeslabit oblasti ve snimku jez do analyzy
velikosti pért ne/spadaji. Pro docileni presnéjsich vysledki byla analyza provedena ze tiech
snimktl zobrazujici odlisna mista povrchu vzorkt, které byly tisknuty pti shodném slozeni a
parametrech jako vzorek tPVDF:PCL 1:4 (Obr. 7 D) z Tab. 3. Snimky jednotlivych povrchii

vzorkll ze SEM a grafické znazornéni postupu analyzy znazoriiuje Obr. 9 a Obr. 10.

Obr. 9 — Vievo — snimek ze SEM, uprostired — prahova hodnota zobrazeni porii (z ImagelJ),
vpravo — obrysy a cislovani jednotlivych porii (z ImageJ).

Vysledna data analyzy popisujici plochu jednotlivych port byla nasledné pro zjednoduSeni
povazovana za kruhové utvary. Pro kazdy snimek byla pomoci vztahu popisujici obsah
kruhu urcena velikost priméru porti. Ze stanovenych hodnot priméri byly sestaveny ttidy
urCujici rozsah velikosti. Pro kazdou tfidu byl vypocten primeér ze vSech snimki pomoci
poctu pord odpovidajicich velikostnimu intervalu. Primérné hodnoty poctu pori

v jednotlivych ttidach popisuje Obr. 11.
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Obr. 10 - Snimky ze SEM zobrazujici homogenitu povrchu vzorku tPVDF:PCL (1:4), Tiisku
= laboratorni teplota.

Tab. 5 — Analyza velikosti ¢astic

Vzorek | Potet [-] Celk(’)va’plocha2 Prun}efna pl;)cha Plocl'1a p?)krytl
pokryta pory [pm?] poru [pm?] pory [%]
J 1699 13544,48 7,97 18,96
K 1497 18368,92 12,27 25,58
L 1604 16234,11 10,12 22,78
Souhrn | 1600 £ 60 16000 + 1400 10,1 £1,3 22+2
1200
1000
800
E 600
3
400
200
0 m =
1 3 5 10 15 20 25 Dalsi

Velikost prdméru pérd [pm]

Obr. 11 — Histogram distribuce velikosti priiméru poru ze vzorku J, K a L
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4.3 Biokompatibilita mriZek s vysokou porozitou

Na zakladé ziskanych dat ztisku pomoci blendii a roztokd byla pro hodnoceni miry
biokompatibility miizek tiSténych pneumatickou extruzi bez zahiivani vybrana tiskova smés
tvofena roztokem s hmotnostnim pomérem 1:4 tPVDF:PCL. Hlavnimi divody vybéru
daného poméru polymert a zptisobu tisku byla reprodukovatelnost tisku mtizek a zvySena
porozita povrchu oproti ostatnim vzorktim. Pfevladajici mnozstvi PCL oproti tPVDF ve
smési dale umoznovalo predvidat zlepsenou biokompatibilitu materidlu, jelikoz se bézné
v literatuie uvadi jako bézna slozka ptichdzejici do styku s odliSnymi typy tkani v riznych
formach. [89-91] Nasledujici ¢asti popisuji vystavovani miizek prostiedi simulujici zivé

tkané a interakcim s bunécnymi kulturami.

4.3.1 Stabilita mriZek ve fyziologickém roztoku

Vramci experimentu byly mifizky vystaveny pusobeni fyziologickému roztoku v
kontrolovaném prostfedi. Mrizky byly spole¢né s roztoky vlozeny do horkovzdusnych
suSaren nastavenych na teplotu 37 °C po dobu 3 a 7 dnl. Po uplynuti stanoveného ¢asu pro
kazdy typ experimentu byly miizky vyjmuty z roztoku a vloZeny do digestote pro kompletni
vysuSeni na dobu 24 hodin pii laboratorni teploté. Po vysuSeni byly povrchy miizek
studovany pomoci SEM. Cilem experimentu bylo zkoumani vlivu simulovaného prostredi
zivych organismil na strukturu miizky. Snimky povrchu vzorki ze SEM zobrazuje Obr. 12.
Zluté kruhové oznadeni u vzorku M zobrazuje zbylé &asti svrchni vrstvy miizky, zatimco

zluté Sipky u vzorku N popisuji dva vyrazné viditelné sférolity.

Pfi porovnani mtizek na Obr. 12 lze s rostoucim ¢asem vidét postupny Ubytek materialu ze

svrchnich vrstev. Dobu interakce miiZzek s fyziologickym roztokem popisuje Tab. 6.

Tab. 6 — Parametry experimentu stability miiZzek

Doba Teplota
Vzorek Pomér tPVDF:PCL vystaveni p

. rcl

[d]
K 24
L 1:4

37

M
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Obr. 12 — Snimky povrchii mrizek ze SEM vystavenych fyziologickému roztoku pri teploté
37 °C. Znaceni vzorku L-N odpovida pojmenovani vzorkit s dobou vystaveni z Tab. 6.

4.3.2 Testy bunécné proliferace

Interakce miizky sbunéénymi kulturami je vyznamnym faktorem pii stanoveni
biokompatibility. K testim bunécné proliferace byly vyuzity mysi fibroblasty, které byly do
vybranych mtizek umistény a kultivovany v bioreaktorech ve spolupraci s Ing. Katetinou
Skopalovou, PhD z Centra polymernich syst¢émti UTB Zlin. Kultivované bunky byly
pozorovany za statickych podminek pomoci konfokalniho mikroskopu. Vizudlni zvyraznéni
bunck ve struktufe miizek bylo provedeno pomoci fluorescenéniho znaceni. K oznaceni
bunéénych jader bylo vyuzito modré fluorescencni barvivo Hoechst 33258, bunécny
cytoskelet byl obarven pomoci Cerveného barviva ActinRed 555. Vizudlni vzhled

jednotlivych vyuzitych barev prezentuje Obr. 13.

Ze snimkii zachycujicich rozloZeni znacného mnoZstvi bun€k na povrchu je patrné, Ze
pripravené substraty nejsou cytotoxické a dochdzi zde k bunééné proliferaci. Pii zvétSeni
40x lze pozorovat ménici se tvar cytoskeletu naznacujici protahovani (Obr. 14). Z literatury
je znamo, Ze remodelace cytoskeletu fibroblastii ovliviiuje pozitivné bunéénou migraci [92]

a potencidlné tedy mizeme o¢ekavat vyssi a€innost v procesech, jako je regenerace tkéni.

[93]
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Obr. 13 — Fluorescencni znaceni vyuzité k obarveni bunéek. Vievo modrie obarvena bunécna
jadra, uprostred cervené obarvené bunécné cytoskelety a vpravo vysledna kombinace
barev.

Obr. 14 — Snimky mysich fibroblastii z konfokalniho mikroskopu za statickych podminek.
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ZAVER

Bakalatskd prace byla zaméfena na optimalizaci tiskovych parametrd, zpiisobu pfipravy
tiskové smési a stanoveni vlivu hmotnostnich pomérit polymert na kvalitu vyslednych
vzorkid mtizek, ktera byla sledovana pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM)
a digitalniho mikroskopu. Vyuzitymi polymery v této praci byly poly(vinylidenfluorid-
trifluoroethylen-chlorotrifluoroethylen) (tPVDF) a polykaprolakton (PCL).

Pomoci mikrohnétice byly piipraveny blendy polymert tPVDF: PCL v poméru 1:4, kdy
jeden typ blendu obsahoval nanocastice titanicitanu strontnatého (SrTiOs3). Tyto smési byly
zpracovany pomoci termoplastického tisku ztaveniny do vicevrstvych mfizek. Vliv
nanocastic na strukturu vytiskll byl pozorovan pomoci SEM. Ze snimk byla patrné zvySena
homogenizace smési oproti blendim bez nanocastic. Chemickd analyza byla nasledné
meéfena pomoci FTIR spektroskopie a prvkové analyzy SEM. Z namétenych dat byla
potvrzena ptitomnost PCL, tPVDF a SrTiOs.

Dale byla provedena optimalizace tiskovych parametri u 30% roztokd polymeri
s rozpoustédlem N,N-Dimethylformamid (DMF) a byl pozorovan vliv hmotnostnich pomért
polymerd na vyslednou strukturu pro dosazeni pozadovanych kvalit mfizek s moznosti
reprodukovatelnosti celého procesu. Z dosazenych vysledktli bylo zjiSténo, ze s rostoucim
hmotnostnim pomérem tPVDF v tiskové smési dochazi k narlstu viskozity, jez znemoznuje
vyuziti jehly k pfesnému tisku materidlu. Naopak pii tisku mfizek s vy$Sim zastoupenim
PCL byla tiskova smés mén¢ viskozni a umoziovala presnéjSi nandSeni materialu. Dale pii
analyze struktury pomoci SEM vykazovaly miizky se stejnym a vy$§im pomérem PCL
porézni povrch. Pomoci digitalntho mikroskopu byly miizky pozorovany
z makroskopického pohledu. Tiskové smési s pomérem 1:4 tPVDF:PCL vykazovaly

nejvetsi porozitu a byla prokazana reprodukovatelnost vysledného vytisku.

Dals$im krokem bylo stanoveni vlivu teploty na tiskové parametry a povrchovou strukturu
miizek. Pti tisku bylo pozorovano sniZeni viskozity tiskovych smési u roztokti se shodnym
a vy$§im pomérem tPVDF.PCL. ZvySend teplota vSak zplsobovala roztékani nanasené
smési. Pomoci SEM byla pozorovana snizena porozita ve vSech piipadech hmotnostnich
pomert.

Analytické vyhodnoceni velikosti pori bylo provedeno u vybranych vzork tPVDF:PCL 1:4
pomoci funkce v softwaru Imagel. Z vysledki je patrné, Ze nejvétsi zastoupeni na povrchu

miizek maji pory o velikostech do 1 pm.
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Nakonec byla testovana stabilita ve fyziologickém roztoku a schopnost bunécné proliferace
mySich embryonélnich fibroblastli u mfizek z hmotnostnimi poméry tPVDF:PCL 1:4. Test
stability ve fyziologickych roztocich probihal pii zvysené teploté 37 “C po dobu 3 a 7 dnti.
Dtivodem vyssi teploty byla snaha simulovat prostiedi pii kterém se bézné in vitro testy
provad¢ji. Pomoci SEM byla pozorovana degradace svrchnich vrstev materialu, jez
s rostoucim ¢asem potvrzovaly zménu v povrchové strukture materidlu. I po testu stability
vsak testované vzorky vykazovaly vysokou porozitu. Bunécna proliferace fibroblasti na
vybranych vzorcich byla zachycena pomoci konfokalniho mikroskopu. Snimky potvrzuji
vyraznou bunécnou proliferaci po celé¢ miizce, coz potvrzuje zZe pouzita smes polymert neni
cytotoxicka. Zaroven cytoskelet fibroblasti vykazoval protahly tvar potvrzujici vhodné

vyuziti téchto materidlovych smési v tkdflovém inZenyrstvi.
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mol %
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SrTi03
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Tkanové inzenyrstvi
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Pocitatem podporovany design

Ultrafialové

Selektivni laserové spékani

Direct ink writing

Polykaprolakton

Elektroaktivni polymery
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Poly(vinilidenflorid-trifluorethylenu)

Iontové polymer-kovové kompozity
Trans-gauche-trans-gauche
Trans-trans-trans-trans
Trans-trans-trans-gauche-trans-trans-trans-gauche
Chlortrifluorethylenem
Poly(vinylidenfluorid-trifluorethylen-chlortrifluorethylen)
Poly(vinylidenfluorid-trifluorethylen-chlortrifluorethylen)
Vinylidenfluorid

Trifluorethylen
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N,N-Dimethylformamid

Fosfatovy pufr s fyziologickym roztokem
TitaniCitan strontnaty

Hmotnostni procento

Otacky za minutu
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SEM Skenovaci elektronovy mikroskop
FTIR Fourierova transformacni infracervena spektroskopie
ATR Attenuated Total Reflectance

LOCI Laboratory for Optical and Computational Instrumentation
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