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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva tiskem a naslednym studiem polykaprolaktonovych scaffoldii urcenych
pro biologické aplikace. Struktury byly tiStény pomoci termoplastické a pneumatické
extruze, kdy byly upravovany tiskové parametry (teplota tiskové hlavy, vytlacovaci tlak,
rychlost pohybu tiskové hlavy) pro dosazeni optimalnich vytiska. Byl sledovan vliv dobrych
rozpoustédel nebo sméesi dobrého a Spatného rozpoustédla na vyslednou povrchovou
strukturu polykaprolaktonovych vytiskt. Vytisténé scaffoldy byly nejprve foceny digitalnim
mikroskopem a analyzovany pomoci infracervené spektroskopie kviili ovéfeni Cistoty
pouzitého materidlu. Ze ziskanych hodnot bylo potvrzeno, ze po urcité dob¢ jsou vytisky bez
pfitomnosti rozpoustédel a jsou tedy vhodné pro biologické aplikace. Pro dalsi analyzy
tisténych scaffoldii byl pouzit skenovaci elektronovy mikroskop a kontaktni profilometrie.
Z vysledki vyplyva, ze pii pouziti tiskové smési obsahujici polykaprolakton a smés dobrého

a Spatného rozpoustédla Ize ptipravovat scaffoldy s rtiznou povrchovou strukturou.

Kli¢ova slova: 3D tisk, Biomaterialy, Polykaprolakton, Fazova separace
ABSTRACT

This work deals with the printing and subsequent study of polycaprolactone scaffolds for
biological applications. The structures were printed using thermoplastic and pneumatic
extrusion, where the printing parameters (print head temperature, extrusion pressure, print
head movement speed) were adjusted to achieve optimal prints. The effect of good solvents
or a mixture of good and bad solvent on the resulting surface texture of the polycaprolactone
prints was investigated. The printed scaffolds were first photographed with a digital
microscope and analyzed by infrared spectroscopy to verify the purity of the material used.
From the values obtained, it was confirmed that after a certain period of time, the prints are
solvent-free and thus suitable for biological applications. Scanning electron microscopy and
contact profilometry were used for further analysis of the printed scaffolds. The results show
that scaffolds with different surface structures can be prepared using a printing mixture

containing polycaprolactone and a mixture of good and bad solvent.

Keywords: 3D printing, Biomaterials, Polycaprolactone, Phase Separation
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UvVOD

Vyuziti riznych typti materialii v oblasti biologickych aplikaci se v poslednich desetiletich
stalo velice probiranym tématem. Tyto materialy musi spliiovat celou fadu podminek, jako
je biokompatibilita, biodegradabilita, dostatecna bunééna adheze atd. Materidly, které tyto

podminky spliiuji, se oznacuji jako biomaterialy.

Nejslibné&jsi zptsob, jak biomaterial zpracovat a pietvorit do pozadovaného tvaru, je aditivni
vyroba neboli 3D tisk. Struktury ziskané 3D tiskem mohou byt vyuzity pfedevsim v oblasti
tkanového inzenyrstvi, kde nachazi své vyuziti jako podpirné scaffoldy pro regeneraci tkani,

nebo nosice 1éCiv.

Tato prace se zabyvd moznostmi zpracovani polykaprolaktonu pomoci 3D tisku.
Polykaprolakton, ktery patfi mezi dostupné a snadno zpracovatelné syntetické polymery
splituje pozadavky kladené pro biomateridly. Je tedy idealnim kandidatem na lékaiské a
dalsi biologické aplikace. Pro spravnou funkci implantatu (scaffoldu) v téle je jeho porozita

povrchu, kterd ma velky vliv na integraci scaffoldu do okolni tkan€ a bunécné interakce.

Teoretickd ¢ast prace pojednavd o tématech spojenych s provedenym experimentem a
vysvétluje terminy v praci pouzivané. Jsou zde podrobné€ popsany moznosti piiprav a
vlastnosti scaffoldti. Dale kapitola o biomateridlech, kterd pojednava o jejich déleni,
vlastnostech a vyuziti, a kapitolu €isté¢ v€novanou polykaprolaktonu — jeho vlastnostem,

zpisobiim vyroby, jeho rozpoustédlech a vyuZziti.

V praktické casti jsou popsany prubchy experimentl, jejichz cilem bylo pfipravit rizné
strukturované polykaprolaktonoveé scaffoldy. Také vni lze nalézt popis jednotlivych
pouzitych pfistroji a materiadlli. Jsou zde diskutovany ziskané vysledky. Specifické
parametry tiskll a ziskanych vzorkii 1ze nalézt v tabulkach. V praktické c¢asti se dale

vyskytuji grafy a fotografie, jejichz analyza a diskuze jsou rovnéz ptilozeny.
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I. TEORETICKA CAST
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1 TKANOVE NOSICE

Tkanové inzenyrstvi je komplexni a dynamicky proces, ktery zacina sbérem a migraci
kmenovych bun¢k tkani u kterych nasledné dojde k proliferaci, diferenciaci, formovani
matic a pfemodelovani tkané, ¢cimz dojde k jeji ndpravé. [1]

Nejvétsich pokrokli v oblasti tkaiiového inzenyrstvi pro napravu tkdni za pouziti nosict
(scaffoldlr) bylo doséhnuto skrze faktory ovliviiyjici rist (vitaminy, hormony), které jsou

dopraveny do téla za pomoci tablet nebo nosi¢i ur¢enymi pro doruceni specifickych gent.

2]

1.1 Vlastnosti

Design a tvorba riizné poréznich scaffoldt s idealnim slozenim obsahujicim cilené buiiky,
mechanickymi vlastnostmi a spravnou biovstiebatelnosti je obtiznym krokem pii dosazeni

jejich tspésné implementace do tkdné zvoleného subjektu. [1]

1.1.1 Biokompatibilita

Biokompatibilita je hlavnim pozadavkem, ktery musi scaffold spliiovat, aby mohl byt pouzit
v praxi. Biokompatibilita scaffoldt je definovana jako schopnost nosice podporovat bézné
fungovani bunék, aniz by mé¢l jakykoliv lokalné toxicky efekt na tkané€ v oblasti vlozeni. [3]

[4]

1.1.2 Porozita

Dalsi povinnou vlastnosti, kterou musi kazdy tkanovy nosi¢ spliiovat, je vzajemné propojena
porozita, pti které by velikost jednotlivych poéri méla dosahovat alespon 100 um v priiméru.
Idealni porozita nosice se lisi dle typu cilené tkané€ (napt. pramér 200-350 pm je pii pouZiti
scaffoldu na kostni tkani povazovan za ideélni). Pfitomnost porit o danych primérech
podporuje difuzi nezbytnych zivin a kysliku pro podporu ristu a Zivotnosti rostoucich bunék.
[11[5]

Nékteré studie poukazaly na fakt, Ze pouZiti scaffoldd, jejichZ pory se pohybuji v oblasti jak
mikro, tak makro velikosti, vede k lepsim vysledkim, nez kdyz byly pouZzity nosi¢e pouze
s péry o makro pramérech. [6] Nanestésti, ¢im vetsi ma scaffold porozitu, tim se zhorSuji
jeho mechanické vlastnosti, jako tfeba pevnost vtlaku, a komplikuje se také

reprodukovatelnost scaffoldi. [1]
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Postupem Casu byly tkanové nosice o specifické porozité vyrabény z riznych materiald, jako
napf. polymery, keramiky, kompozity, nebo kovy. Pevnost scaffoldi vyrobenych
z biokeramik je podobna pevnosti houbovitych kosti, zatimco kompozit keramika-polymer
je slabsi nez kost. Kovové porézni scaffoldy dosahuji mechanickych vlastnosti kosti, ale

nejsou schopny poskytnout dostatecnou kompatibilitu mezi implantatem a tkani. [7]

1.1.3 Mechanické vlastnosti

Mechanické vlastnosti idealniho tkanového nosic¢e by mély byt shodné s vlastnostmi cilené
tkan€, na kterou bude implantovan. Zajisténi vhodného rozlozeni vahy je rovnéz dulezité.
Scaffoldy jsou Casto aplikovany pii opravach poskozenych kosti. Mechanické vlastnosti
kosti se velice lisi v zavislosti na typu kosti samotné, a to od kosti spongiéznich
(houbovitych) az po kosti kortikdlni. Younglv modul pruznosti kortikalni kosti se pohybuje
v oblasti 15-20 GPa a pevnost v tlaku v rozmezi 100-200 MPa, kdezto modul pruznosti
houbovitych kosti dosahuje jen hodnot 0,1-2 GPa a pevnost v tlaku jen 2-20 MPa. Obrovské
rozdily v mechanickych vlastnostech a geometrické stavbé kosti délaji vybér designu

vhodné ho scaffoldu velmi obtizny. [4]

1.1.4 Bioresorbovatelnost

Bioresorbovatelnost neboli biovstiebatelnost, je dalsi dulezitou vlastnosti idedlniho
scaffoldu. Tkanovy nosi¢ by mél idedlné oplyvat podobnymi mechanickymi vlastnostmi
jako cilova tkan, ale také musi byt schopen se pti pouziti in vivo rozlozit v daném ¢asovém
terminu a zarovei tak, aby postupné uvolnil prostor pro nove dortstajici tkan. [1]

Doba rozkladu scaffoldii se méni podle povahy jeho aplikace. Napf. scaffoldy urcené na
spojovani poSkozené patete se rozkladaji zhruba 9 mésict, kdezto scaffoldy pouzivané na

opravy v ustni dutin¢ maji dobu rozkladu okolo 3-6 mésict. [8]

1.2 Vyroba

Existuje mnoho technologii aplikovanych pfi1 zpracovdni biodegradabilnich a
biovstfebatelnych materialti pro vyrobu scaffoldi s vysokou porozitou a velkym povrchem.
Konvenéni metody vyroby scaffold jsou textilni technologie, odlévani rozpoustédlem,
vyplavovani Castic, laminace membrany a tvarovani z taveniny. Kazda z téchto metod ma

své vyhody na nevyhody. [9]
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V dnesni dobé¢ jsou na vyrobu tkanovych nosic¢i pouzivany 4 zékladni typy biomaterialt:
1. Syntetické organické materidly (alifatické polyestery, polyetylen glykol...)
2. Syntetické anorganické materialy (hydroxyapatit, sklenéné keramiky...)
3. Piirodni organické materidly (kolagen, kyselina hyaluronova...)
4

. Pfirodni anorganické materidly (kordlovy hydroxyapatit...) [10]

Scaffoldy by mély byt vzdy vyrdbény z vysoce biokompatibilnich materiali, které
nevyvolavaji zddnou imunitni nebo jinou I¢katsky méfitelnou reakci téla. Dale, material je

vybran tak, aby degradoval a vstiebal se presn¢ danou rychlosti. [11]

Dle téchto podminek se materialy na vyrobu scaffoldii dale déli do tii riznych kategorii:
1. Biodegradabilni a biovstfebatelné polymery, které jiz byly pouzity jako soucasti
lékatsky vyuZzivanych produkti (kolagen, hydrogely, PGA...)
2. Polymery, které jsou testovany pro mozné pouziti a cekaji na schvéleni
(polyanhydridy, derivaty kyseliny hyaluronové...)
3. Komerc¢ni polymerni biomaterialy, které selektivné vazou specifické typy bunék a

vedou k jejich diferenciaci a proliferaci do cilovych tkéani. [9]

Fabrikace idedlniho scaffoldu je zhlediska materidlni védy a s ohledem na celkovou

pouzitelnost zaloZena na dvou zplsobech:

Prvni zpisob spociva v tom, zZe fyzicka struktura scaffoldu podporuje riist urcité struktury
na rozhrani polymer/bunky/tkané od prvniho kontaktu tkané s nosi¢em az do Gplné pfemény
transplantatu okolni tkani. V ptipadé, kdy je tkan pod vlivem namahy (ndhrady tepen nebo
srde€nich chlopni), musi matrice scaffoldu poskytnout dodate¢nou doasnou mechanickou

podporu, aby dana nahrada vydrzZela v in vivo prosttedi. [9]

Material vybirany podle 1. zpiisobu je z hlediska biodegradace a doby vstiebavani zvolen
tak, aby jeho pevnost ziistala zachovana, dokud neni dany transplantat dokonale pfizpiisoben
okolni tkédni a muize zaujmout svou stavebni roli. (obr.1) Mechanické vlastnosti
biovstiebatelného scaffoldu v dob¢€ implantace by mély byt co nejvice shodné s vlastnostmi
cilové tkdn€. Nahrada srdecni chlopné vytvorend tkanovym inZenyrstvim by tedy méla byt
dostatecné ohebnd, aby se mohla pfi aplikaci otevfit za plisobeni minimalnich tlakovych sil,

ale také musi byt dostatecné pevna a tuhda, aby dokdzala pracovat, dokud dortstajici tkané
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nejsou schopny udrzet integritu za postupného nahrazovani rozpadajici se matrice scaffoldu.

[9]

Kopolymery, jako tfeba PLA/PGA, PLA/PCL, nebo jen samotny PCL maji pevnost v tlaku
podobnou houbovité kosti a mohou byt zpracovany 1. zptisobem, protoze splituji vypsané
podminky. [9]
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B - Harvest cells from patient.

C - Cell seeding into a 3D scaflold in a statuce culture (petri dish).

D — Growth of mature tissue in a physiologic environment (hioreactor).
E - Surgical transplantation.
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Obrazek 1 - Graficka ilustrace zavislosti ztraty hmotnosti scaffoldu na dob¢ pottebné
k regeneraci tkani pfi piipravé ndhrady srdecni chlopné vyuzitim zptisobu 1 dle Hutmachera [9]

Vlastni mechanické vlastnosti scaffoldu ve druhém zpiisobu podporuji rozdélovani a
proliferaci bunék pouze béhem in vitro tize. Biodegradacni a vstfebavaci vlastnosti
scaffoldu jsou navrZeny tak, aby se nechaly buiikky béhem statické, nebo dynamické faze
adherovat, proliferovat a vytvofit extracelularni matrici. Fyzickd podpora poskytovana
scaffoldem je udrzovana, dokud buiiky nevytvoii vlastni tkanovou strukturu in vitro, ktera
je dostate¢né mechanicky stabilni, aby se sama udrzela. Scaffold se poté postupné rozlozi a
vakantni prostor je vyplnén dortstajici tkani. (obr. 2) Tento koncept je omezovan Spatnymi
mechanickymi vlastnostmi vznikajicich tkani. [9]

Typickym ptikladem jsou opét ndhrady srde¢nich chlopni, které byly vpraveny do plicni

oblasti, a tedy na n¢ pusobilo pouze minimalni fyziologické zatizeni oproti oblasti aorty, kde
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je takové zatizeni mnohonasobné vyssi. V nekterych vyzkumech byly tyto nahrady vlozeny
do bioreaktort, které dokéazi simulovat fyziologické prostfedi a ménit v ném podminky dané
prochazejici kapalinou. [12] [13]

Ma a Langer [14] prokézali, ze ndhrada chrupavky vystavena ménicimu se prostiedi
bioreaktoru po dobu sedmi mésicii dosdhla pouze 40 % mechanickych vlastnosti bézné

chrupavky. [9]
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A - Fabrication of bioresorbable 31 scaftold.

B - Harvest cells from patient.

C - Cell seeding into a 3D scaffold in a static culture (petri dish).

D - Cell proliferation and differentiation in a dynamic envirenment (spinner flask).
E - Growth of mature tissue in a physiclogic environment ( bioreactor).

F - Surgical transplantation,

G - Implant adaptation and assimilation.

Obrazek 2 - Graficka ilustrace zavislosti ztraty hmotnosti scaffoldu na dobé potiebné k regeneraci
tkani pfi pfipravé ndhrady srde¢ni chlopné vyuzitim zptsobu 2 dle Hutmachera [9]

1.2.1 Textilni technologie

Nékteré textilni technologie mohou byt pouzity na design a fabrikaci vysoce poréznich
scaffoldti. Vldkna poskytuji velky aktivni povrch v poméru k jejich objemu, a je proto
vyhodné je vyuzit jako material pro tvorbu matrice scaffoldu. Dobrych vysledkl v oblasti
tkanového inZenyrstvi pii tvorbé riiznych nahrad bylo dosazeno za pouziti netkanych vlaken

polymeri a kopolymert jako napi. Polyglykolid (PGA), a Polyglykolid/Kyselina
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polymlécnd (PGA/PLLA). PGA a PGA/PLA vldkna maji dostatecné chemické a fyzikalni
vlastnosti, aby mohly byt zpracovany do scaffoldu druhym zptisobem tvorby. [9] [15]

Textiliim se bézn¢ nedostava dostateCné strukturni stability, ktera by jim umoznila odolat
biomechanickym naporim. Proto byla vyvinuta metoda zabyvajici se vyrobou vlaken, ktera

by vedla ke zlepSeni mechanickych vlastnosti. [16]

1.2.2 Bunécné pevné latky

Bézné vyrobni techniky scaffoldl, jako je odlévani, zpénovani, vakuové vysousSeni a
termicka separace fazi produkuji v kombinaci se solnym luhovanim sktruktury podobné
peng, které jsou nazyvany jako bunééné pevné latky. Tyto technologie jsou bézn¢ aplikovany
pii tvorbé scaffoldii o riznych vlastnostech. Nicméné existuje nékolik nevyhod, které
omezuji vyuziti téchto scaffoldl v oblasti tkanového inZzenyrstvi. [9]

Pory téchto nosicli nejsou casto plné propojené kvuli vzajemnému tazeni vrstev béhem
vypafovani rozpoustédla. Tloustka a délka scaffoldu tedy pIné zavisi na rychlosti
vypafrovani rozpoustédla. Dale se lisi velikosti samotnych port, jelikoz je obtizné zabranit
vzniku vétSich ¢astic shlukovanim porogennich latek, které by pfii fabrikaci mély byt co

nejvice rozptyleny. [9]

1.2.3 Metody Solid Free Form Fabrication (SFF) a jeho specifické aplikace

Pouzitim SFF se na rozdil od konven¢nich metod stavi scaffold postupnym pifidavanim
urcitého mnozstvi materialu, vrstvu po vrstvé, fizenim pomoci pocitaového programu.
Kazda vrstva predstavuje tvar prifezu scaffoldu. V dnes$ni dobé je SFF povazovano za
efektivni zplsob, jak vyrabét velké mmnoZstvi identickych scaffoldli s pozadovanymi
vlastnostmi. [3] Pod SFF déle spadaji dalSi specifické aplikace, jako je napf. Rapid
prototyping (RP), stereolitografie, selektivni laserové slinovani (SLS), tisk laminovanych
objektti (LOM), depozicni modelovani taveniny (FDM) a 3D tisk. RP se vyuziva na rychlé
vytvareni modelil pro nejriznéjsi testovani, které jsou dale ur€eny pro sériovou vyrobu. [9]
SFF metody poskytuji jedine€nou moznost ptesné kontrolovat strukturu matrice scaffoldu
(tvar, provazanost, rozvétveni, orientaci...), coZ vede ke vzniku biomimetickych (schopnych
napodobit biochemii téla) struktur rtizn¢ se liSicich v designu a kompozici materiali. RP
metody mohou byt jednoduSe zautomatizovany a optimalizovdny se zobrazovacimi
programy za uc¢elem tvorby scaffoldi, které jsou individudlné ptizpisobovany pacientiim se

specifickymi potfebami. [17]
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1.2.4 Selektivni laserové slinovani (SLS)

SLS tvofi pevné trojrozmérné objekty vyuzitim CO> laserového paprsku na slinovani
tenkych vrstev praskového polymeru. Interakce paprsku s praSkem ma za nésledek zvyseni
teploty materialu a ke slinovani tedy dojde tésn¢ za teplotou skelného prechodu polymeru.
Jednotlivé Castice prasku se spoji a vytvoii pevny objekt. Nové vrstvy jsou tvoieny pifimo na
drive slinutych vrstvach tak, ze dalsi vrstva prasku je nanesena valeCkem a slinuta. [17]

Pti SLS tvorbé scaffoldii pro vyuziti v oblasti tkanového inzenyrstvi bylo zjisténo, ze pevné
a linearni tvary mohou byt touto metodou fabrikovany, ale pied dokoncenim tisku Casto
dochdzi ke srazeni materidlu. Srazeni zptsobuje degradace vznikld vystavenim materidlu
laserovému paprsku. Pfi vyuziti metody SLS je tedy doporuceno pouziti vylepSenych

praskovych materiala s vysokou hustotou. [17]

1.2.5 3D tisk

Technologie 3D tisku byla vyvinuta na Massachusetts Institute of Technology (MIT) a jedna
se o nejvice vyuzivanou SFF metodu v oblasti tkanového inzenyrstvi a aplikacich pro
dorucovani 1éciv. 3D tisk vyuziva principu inkoustové tiskarny na tisk a tvarovani plniva
(materidlu) na sobé lezicich vrstev. Nejprve je tenkd vrstva materidlu ve form¢ prasSku
rozprostfena na povrch, na ktery bude probihat samotny tisk. Déle z pocitacového modelu
finalniho produktu jsou za pomoci ,,krajeciho* algoritmu vypocitany parametry jednotlivych
vrstev. Poté vyuzitim jiz zminéné techniky zalozené na principu inkoustové tiskarny je
pojivo tlaeno na rozprostieny prasek a zacina tisk. Tento proces se opakuje vrstvu po vrstve,

dokud neni produkt dokoncen. [7] [9] [17]

Nabalovaci hustota prasku materialu ma pfimy vliv na vyslednou adhezi pti vrstveni, coz
obratem ovliviiuje vysledné mechanické vlastnosti vysledného objektu. Kdyz se prvni kapka
nataveného plniva dotkne povrchu s praSkem, dojde ke sférické agregaci mezi plnivem a
praskem. Pisobici kapildrni sily zpiisobi, ze vzniklé sousedici agregaty se spoji. Tyto vrstvy
lokalné vytvofi pruhy na bazi prasku, které se poté navazi a vznikne jiz pevny model.

Vazebna energie je sloZzena ze dvou pusobicich ¢asti: povrchové a kinetické energie. [9]

Vyhodou 3D tisku je, ze mlize probihat v nezévislém prostfedi (na vzduchu). Nevyhodou
vsak je, ze pfi tvorbé poréznich scaffoldli je obtizné odstranit nenavazany prasek uvnitf
modelu. RozliSeni, v jakém pracuje 3D tisk je ovlivnéno velikosti a primérem pouZiteho

nastavce. Dale muze byt Spatné rozliSeni zplisobeno nespravnou kontrolou, kterou ma
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pracovnik nad polohovanim tiskové hlavy. Dale velikost ¢astic udava tloustku vysledné
vrstvy. RozliSeni vysledného komponentu a pifipadné odstraniovani zaseknutych ¢astic je
také ovlivnéno hrubosti povrchu a agregacnimi vlastnostmi daného materidlu. Z hlediska
tvorby scaffoldii pro aplikace v tkanovém inzenyrstvi nejsou zékladni materialy vétSinou

dostupné v praskové formée a je potieba je pted zpracovanim upravit. [17]
1.2.5.1 Extruzni technologie 3D tisku

Metody fabrikace scaffoldi vyuzitim extruznich technologii jsou: modelovani tavené
depozice (FDM), 3D vykreslovani, nékolikafdzové tuhnuti materialu po priachodu tryskou
(MIS) a tvorba ptesné extruze (PEM). Mnoho biomateriali miize byt zpracovano extruzni

technologii s ohledem na pouzitou metodu a pfistroje. [17]

Bézny FDM pfistroj se skladd z vyhiivané tavici hlavy, ktera je ptfipevnénd k nosici
schopnému se pohybovat jak vertikdlné, tak horizontaln€. Funkei tavici hlavy je tedy tavit
dany material a poté ho vytlacet pies zvolenou trysku pfimo na tiskovy povrch. Cely proces
je tizen pocitacovym programem. Jakmile je natisknuta prvni vrstva, tiskovy povrch se
posune vertikalné o jednu tiskovou miru, aby vznikl prostor pro tisk dalsi vrstvy. Samotny
tisk tedy probihd vrstvu po vrstvé s tim, Ze tloustka jednotlivych linii je pfimo imérna
praméru trysky. Nevyhodou FDM je, Ze se musi pouzivat pouze termoplastické materialy,
jejichz viskozita taveniny je dostatecné nizkd. Dal§i nevyhodou je, Ze buiky urcené

k obrosteni scaffoldu nemohou byt implementovany v prabéhu fabrikace. [17] [18]

reologie (chovani v toku). Napt. PVC, nylon, akrylonitril butadien styren (ABS) a nékteré
typy voskl byly pro tuto metodu UspéSné pouzity. PCL je jednim z nejvice pouZzivanych
materidlii pro bioaplikace diky své nizké teploté tani, teploté skelného piechodu a vysoké
tepelné stabilité. PLGA je rovnéZ velice pouZivanym materidlem na tvorbu scaffoldd, ale
kviili své vysoké teploté skelného ptechodu je jeho zpracovani obtizné a zdlouhavé. Vétsina
termoplastl se zahtiva na teploty 110-140 °C, coz je teplota pro dosazeni idealnich tokovych
vlastnosti. N&kdy se pro zlepSeni toku piidavaji i reologické modifikatory, ale stejné jako

kazdy biomateridl musi splilovat urcitou tiroven biokompatibility. [19] [20]

FDM dokaze kontrolovat vlastnosti scaffoldu jako napft. tloustku rastru (jednotlivy tiskovy
bod), vzdalenost mezi rastry, rastrovy thel a tlouStku vrstev. Takova kontrola vede ke

vzniku scaffoldu s pfedem urcenou velikosti por, morfologii a vzajemnou provazanosti.
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Scaffoldii s riznym rozlozenim pora 1ze dosahnout pfisnym kontrolovanim vertikalniho a
horizontalniho povrchu tiskové hlavy. Pii pouziti extruzni technologie lze rovnéz
kombinovat ruzné materialy. Casté kombinace jsou:
poly(etylenglykol)tereftalat/poly(butylen)tereftalat nebo polypropylen/fosfore¢nan
vapenaty (PP/TCP) Dalsi kompozity, jako PCL/ kys. hyaluronova nebo PCL/TCP, jsou

oblibené diky svym biochemickym vlastnostem a jsou vyuzivané na opravy kosti. [18]

bioaktivni skelné kompozity, L-laktid/e-kaprolakton, PLGA s pfimési kolagenu, PCL/TCP
s pfimesi gentamicinu, PCL/TCP, PLGA/TCP pokryt¢é kyselinou hyaluronovou,
PCL/PLGA/TCP, PLGA/PCL, PCL pokryté zelatinou, PMMA a PLA. Vsechny tyto
materialy jsou vyuzivany v tkdnovém inZenyrstvi jako ¢asti ndhrad chrupavek, nosice 1é¢iv

a antibiotik, ndpravy kraniofacialnich deformaci a kosti. [18]

Hlavnimi vyhodami FDM jsou vysok4 porozita povrchu a dobré mechanické vlastnosti
vzniklych objektii. Hlavni nevyhodou je nedostatek termoplastickych materialti s zadouci
viskozitou v tavening, kterd musi byt dostate¢né vysoka, aby nedoslo k rozteceni pti stavéni
vrstev a zaroveil dostatecné nizkd, aby tavenina mohla byt vytlatena z hlavy. Déle,
vznikajici objekty uréené pro biologické aplikace jsou Casto z hlediska tvarové spletitosti

omezeng. [18]

Cast mé experimentalni prace je zaloZena na extruzi PCL pfi tvorbé scaffoldd riiznych

velikosti a tvari pouzitim extruzni tiskarny Bio X™.

Tiskarna Bio X™ byla vyvinuta spole¢nosti Cellink (zaloZenou v roce 2016). Je vybavena
ttemi jednotlivymi vytlaCovacimi linkami a unikatnim a snadno pfistupnym softwarem. Na
kazdou linku je mozné pfipojit rizné tiskové moduly, které ji mimo jiné umoziuji
kombinovat jednotlivé metody tisku, jako je napf. FDM nebo extruze z roztokd. Mezi tyto
moduly patii pneumaticky modul s kontrolovatelnou teplotou (4-65 °C), termoplasticky

modul (do 250 °C), modul ur¢eny na fotozesitovani a modul vybaveny HD kamerou. [21]
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2 BIOMATERIALY

Bézné pouzivanou definici biomaterialu je ,,nezivotaschopny material pouzity jako soucast
lékarského zafizeni, jehoz cilem je interagovat s biologickym systémem, do néhoz je

vlozen®. [22]

Pti praci s biomaterialy je nejprve nutné si uvédomit, Ze material, ktery je biodegradabilni
(rozklada se v piitomnosti biologického materialu), nemusi byt biovstfebatelny.
Biovstfebatelnost poukazuje na schopnost latky byt kompletné odstranéna ze systému bez
zadnych pretrvavajicich vedlejsich ucinki, zatimco biodegradabilita popisuje situaci, kdy se
materidl zacne rozkladat a piesune se z oblasti plisobeni in vivo. Nutné vSak nedochdzi ke

kompletnimu odstranéni materialu z téla. [23]

Biokompeatibilita je schopnost materidlu existovat v kontaktu s tkani, aniz by toto prostiedi
negativné ovliviioval. Aby byl material shledan biokompatibilnim, je u néj kontrolovana
fada vlastnosti, jako napt. krystalinita a krystalografie, porozita, chemické slozeni povrchu,
povrchova energie, elektrické vlastnosti povrchu, odolnost vii¢i oxidaci, toxicita, degradace,

vlastnosti degradované formy atd. [3]

Biomaterialy jsou podle pouzitého materialu déleny na kovy, keramiky a polymery.

2.1 Kovy

Kovy, ackoliv postupné nahrazovany polymery, jsou v dne$ni dobé potfad hojné
vyuzivanymi materidly v oblasti mediciny. Jejich ikonické vlastnosti, jako napt. vysoka
pevnost, tuhost a houzevnatost, jsou duilezité pro aplikace, pti kterych musi material snést
velkou zatéz. Typickym piikladem takové aplikace je vyroba kloubnich nebo dentalnich

nahrad. [24]

Mnoho kovt je pted pouzitim v biologickych oblastech upravovano bud’ povrchové nebo
chemicky. Povrchova tprava se odviji od schopnosti bun¢k adheze ke koviim, kterd je
ovlivnéna hrubosti, texturou a porozitou povrchu. Cilem povrchovych tprav je zménit jednu
nebo i vice téchto vlastnosti, aby doslo ke snadnéjsi adhezi bunék. Cilem chemickych tprav

je dosahnuti specifickych reakei pii reakci biologického materidlu s kovem. [24]
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2.1.1 Nerezova ocel

V Iékatském prostiedi se nerezova ocel vyrabi jako slitina obsahujici 17-20 % chromu, 12-
15 % niklu, 2-3 % molybdenu a stopova mnozstvi dalSich prvki. [25] Tento typ oceli diky
své nizké cené a dobrym mechanickym vlastnostem patii mezi nejpouzivanéjsi kovy
v oblasti mediciny. Casto je vyuZivan v oblasti ortopedie. Z nerezové oceli se také vyrabi

velké mnozstvi nastrojl, jak v medicing, tak pro bézné domaci pouziti. [26]

2.1.2 Titan

Titan a jeho slitiny jsou vhodné pro pouziti v lidském téle, protoze vykazuji dobrou
kompatibilitu ke tkdnim. Diky své vysoké odolnosti vii¢i korozi a vhodné pevnosti jsou Casto
vyuzivany jako lékaiské a dentalni ndhrady. Titan vSak kvili své slabé pevnosti v krutu neni

vhodny na vyrobu dratl uréenych ke spojovani kosti nebo pfi sternalni punkei. [27]

2.1.3 Zlato

Zlato ma historii prvniho kovu pouzivaného na ,,1é¢eni onemocnéni psychického piivodu a
stavii mysli spojenych s okultismem. [28] Zaznamy jeho pouzivani pro tyto ucely jdou tisice
let do minulosti. Ve 30. letech 20. stoleti bylo vyuzivano na lé¢eni artritidy zejména ve formeé

Au(]) thiolati. V moderni dobé€ zlato nachézi své vyuziti hlavné v dentdlni medicing. [29]

2.2 Keramiky

Keramiky jsou obecné definovany jako anorganické materidly nebo jako materidly
neobsahujici kov, a jako biomateridly (tedy materidly vhodné pro vpraveni do téla) jsou
vyuzivany jiz tisice let. [30] Mohou byt pfirodni nebo syntetické a jsou definovany jako
oxidy, nitridy, sulfidy nebo karbidy kovt. [16] Prvni vyuziti keramickych implantatt bylo
dokumentovéano v 18. stoleti v dentalni oblasti, kdy porcelan byl pouzit na ndhradu zubnich
korunek, nebo v 19. stoleti v oblasti ortopedie vyuZitim dihydratu siranu vépenatého na
vypliiovani kosti. V roce 1965 byl vytvoten prvni keramicky material na bazi hliniku, ktery

byl pouzit k vyrob¢ kycelnich nahrad. [30] [31]

Kosti jsou ptirodni kompozitni materidly, které jsou sloZeny pievazné z anorganického
kompozitu — hydroxyapatitu. Tento kompozit tvoii 65 % hmoty kosti, zbyvajici hmotu tvofi

organicky material a voda. [32]
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Zuby vykazuji podobnou strukturu jako kosti, ale zaroven jsou pokryty povrchovou vrstvou
skelného smaltu. Tento zubni smalt mé& vyssi obsah anorganického kompozitu, nez jaky

vykazuji kosti (90 %) a je tvotfen hranolovymi krystaly. [32]

Biokeramiky maji skvélou biokompatibilitu, Spatnou biodegradabilitu, vysokou teplotu tani
a lepsi mechanické vlastnosti v porovnani s biomaterialy na bazi kovii. Zaroven nepodléhaji
korozi. [33] Bioskla (skelné keramiky) mohou byt tvarovany dle potfeby. Syntetické

biokeramiky se déli na bioinertni, bioaktivni a biovstiebatelné. [31] [34]

2.3 Polymery

Polymery jsou bud’ syntetické (uméle vytvotené), nebo ptirodni materialy, které maji

v porovnani s kovy nebo keramikami nizkou mechanickou pevnost. [39]

2.3.1 Prirodni polymery

Pfirodni polymery vytvofené organismy maji skvélou biokompatibilitu s buitkami a
okolnimi tkdnémi. Dale jsou biodegradabilni a necytotoxické, ¢imz spliuji zakladni
podminky latek, které mohou byt pouzity jako biomaterialy. Biomateridly z nich vytvoiené
vykazuji velmi nizkou tendenci zpisobovat zanét v misté implantace. [39] Jejich nejveétsi
vyhodou je velkd dostupnost z obnovitelnych zdroji na rozdil o polymert syntetickych,
které¢ se ziskavaji z neobnovitelného zdroje — destilati ropy. Nevyhodou je jejich
nehomogenita molekulovych hmotnosti na rozdil od polymerd syntetickych, které maji
pfesné dané polymeracni podminky, a tak jsou vice méné homogenni v celém objemu.

Ptirodni polymery se déle d€li na proteiny a polysacharidy. [40]

2.3.1.1 Chitosan

Chitosan je jednim z nejpouzivanéjSich piirodnich polymert vyuZivanych jako genové
nosice v oblasti tkanového inZzenyrstvi. [41] Jedna se o vysoko-viskozitni N-diacetylovy
derivat chitinu, coZ je mukopolysacharid hojné se vyskytujici v pfirodé zejména v télech

bezobratlych organismi jako jsou korysi nebo hmyz. [39]

Deacetylation
NaOH

n n

CH,
Chitin Chitosan
Obrazek 3 - Preména Chitinu na Chitosan dle Kima et. al [39]
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Jeho wvyuziti v oblasti mediciny je pfes vSechny jeho vynikajici vlastnosti (skvéla
biokompatibilita, biodegradabilita, nizka toxicita a anti-bakteridlni i¢inky) problematické,
protoze Casto pred zpracovanim musi projit urCitou urovni rozkladu a dale extenzivné

chemicky upravovan. [41]

2.3.1.2 Kolagen

Kolagen a jeho riizné modifikace byly pouzity jako genové nosice. Nejpouzivanéjsi
modifikaci je atelokolagen, ktery vznika odstranénim telopeptidovych skupin z hlavniho
fetézce kolagenu. Hojné je vyuzivan jako nosi¢ 1éCiv nebo genii v oblasti tkanového

inzenyrstvi. [41]

2.3.1.3 Gelatin

Gelatin, bézn€ znamy jako ,,Zelatina®“, je ptirodni polymer vznikajici ¢aste¢nou hydrolyzou
kolagenu. Jedna se o jednu z hlavnich slozek kosti, kiiZi a spojovacich tkani v Zivocisich.
oblastech, ale také v potravinaistvi nebo kosmetice. [39] Nékteré studie také poukazuji na
potencial gelatinu v oblasti tkanového inzenyrstvi jako latky schopné tlumit nechténé geny

a tim podpofit rychlejsi regeneraci poSkozenych tkéni. [41]

2.3.1.4 Kyselina hyaluronova (HA)

HA je ptirodni linearni polysacharid, ktery se hojn¢ vyskytuje v lidském téle, napt. v kizi,
jako soucast synovialni tekutiny v kloubech, nebo v o¢nim sklivci. HA se hojné vyuziva jako

nosic 1é¢iv, nebo stavebni material pro scaffoldy v tkaiovém inzenyrstvi. [39]

2.3.2 Syntetické polymery

Umeéle vytvofené polymery jsou Casto pouzivany v medicing jako soucasti implantati a
riznych zafizeni, protoZze je snadné je tvarovat dle potfeby. [40] Jasnou vyhodou
polymernich biomaterialt je dobra adheze a nasledna interakce s tkdni. Nevyhodou je, Ze
jsou Casto velmi tuhé a u n¢kterych tepelné tvrzenych polymert je problém, Ze nemohou byt

piipevnény k tkdnim tak dobte jako jiné kovové implantaty. [42]

2.3.2.1 Polyestery

Polyestery tvoii zna¢nou ¢ast polymert studovanych pro ptipadné vyuziti v oblasti mediciny

a tkdnového inzenyrstvi. [43]
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Polyglykolid (PGA) a polylaktid kyseliny polymlééné (PLA) byly prvnimi syntetickymi
polymery, které byly diky svym dobrym mechanickym vlastnostem pouzity jako zatizeni
pro vnitini fixace kosti. PGA je nejjednodussi linearni alifaticky polyester nerozpustny
v organickych rozpoustédlech. Jeho nerozpustnost piedstavuje znacnou nevyhodu pii
pouziti v lékaiskych aplikacich. PLA je hydrofobni polymer. Jejich kopolymer PLGA
vykazuje skvélou adhezi k bunkdm a je velmi Casto vyuzivan pro aplikace v tkanovém

inZenyrstvi. [40] [43] [44]

Dalsi polyestery jako polybutylen sukcinat (PBS), polydioxanon (PDO), polykaprolakton
(PCL), nebo jejich kopolymery jsou také vyuzivany v oblasti mediciny a tkanového
inzenyrstvi. PCL ma skvélou biokompatibilitu [40] [3] a nejvice se pouziva jako material
pro vyrobu kapsli pro kontrolované dlouhodobé uvoliovani 1é¢iv v téle a také jako stavebni
material scaffoldi v tkdflovém inzenyrstvi. Ze vSech ostatnich termoplastickych polyesterti
je pravé PCL v oblasti tkanového inzenyrstvi nejvice vyuzivano. [44] PBS je vyuzivan
v mediciné na opravy kosti a chrupavek. PDO bylo pouzito na vyrobu prvnich stehii
z monofilnich vlaken, ale nej€astéji je pouzivadno pro vyrobu Sroubil uréenych pro fixaci

kosti. [40]

2.3.2.2 Polyanhydridy

Polyanhydridy tvofi zajimavou oblast biodegradabilnich materialti, protoze se v jejich
fetézci vyskytuji opakujici se hydrolyzovatelné oblasti. Dobu, za jakou je polymer
biodegradovan, je tedy mozné ménit v zavislosti na jeho hlavnim fetézci. Aromatické
polyanhydridy budou tedy degradovat pomaleji a delsi dobu nez polyanhydridy alifatické,
které se rozloZi vyrazné rychleji. Alifatické homo-polyanhydridy maji v oblasti mediciny
kvtli své rychlé biodegradabilité velmi omezené vyuziti. V medicin€ se polyanhydridy jako
pouzitelné biomateridly vyskytuji pouze ve formé kopolymerd. [40] Jsou vyuzivany

pfevazné na vyrobu tablet ur¢enych ke kontrolovanému uvoliiovani 1é€iv v téle. [45]

2.3.2.3 Elastomery

Elastomerni materialy jsou dulezité specificky pro inZenyrstvi mékkych a velmi ohebnych
tkani. V dnesni dobé¢ jesté nebyly objeveny elastomery, které by dosahly vhodné elasticity a
biodegradability, aby je bylo mozné pro tisk tkani bezpecné pouzit. Elastomery se tedy

pouzivaji ve formé kopolymeru nejcastéji v kombinaci s polyestery. [44]
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Termoplastické polyuretany (PU) jsou blokové kopolymery tvofené jak tvrdymi, tak
mékkymi segmenty. Jejich elasticita, a tedy 1 zplisob vyuziti, zavisi na poméru mezi témito
segmenty. PCL dioly a dioly PCL kopolymert jsou ¢asto vyuzivany jako mékké segmenty
polyuretant kvuli jejich pruznosti a adhezi k bunkdm. V posledni dob¢ jsou vyuzivany PU
obsahujici kovalentni dimethylglyoxim-uretanové vazby. Tyto PU vykazuji skvélou
schopnost ,,sebeuzdraveni®, dobrou adhezi k bunikam a biodegradabilitu pfi aplikaci do téla.
Prozatim byly pouzity pouze in vivo ve zvitatech jako zafizeni zabranujici aneurysma aorty,

slouzici ke kooptaci nervii, nebo k imobilizaci zlomenych kosti. [44]

2.3.2.4 Vinylové polymery

Vétsina vinylovych polymert je odolné vici hydrolyze, a proto musi projit oxidaci, aby byly
schopné biodegradace. VétSina biodegradabilnich vinylovych polymerti obsahuje praveé

snadno zoxidovatelnou funk¢ni skupinu. [40]
Polyvinylalkohol je diky své rozpustnosti ve vodé nejpouzivanéjsim vinylovym polymerem.
Jeho trividlni nazev je Depart® a byl vyvinut spole¢nosti Environmental Polymers (UK)

specificky pro in vivo aplikace. [40]
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3 POLYKAPROLAKTON

3.1 Vyroba

Monomer g-kaprolakton (dale jen ,,e-CL*) se pfipravuje oxidaci cyklohexanolu za vzniku
kyseliny adipové pomoci mikroorganisml. Kyselina 6-hydroxyhexanova je dalSim
produktem tohoto procesu. Primyslovy e-CL se ziskava oxidaci cyklohexanonu kyselinou

peroctovou. [46]
Polymerace PCL mtize probihat dvéma zptisoby:
Polykondenzace

Timto zplsobem jsou alifatické polyestery ziskdvany z hydroxykarboxylovych kyselin.
Braud et al. [47] ziskal PCL oligomery ve vakuu — tim je odstranéna voda vznikajici pfi
procesu. Rovnovaha polykondenzace je pfesunuta smérem k uspotadani vznikajiciho
polymeru. Pfi polymeraci kyseliny 6-hydroxykapronové za nizkého tlaku a pouziti enzymu
z Candida antarctica vznikd PCL s primérnou molekulovou hmotnosti 9000 g/mol. Pfi
pouziti enzymu z Pseudomonas u polymerace ethyl 6-hydroxyhexanoatu doslo k zisku PCL
o prumérné molekulové hmotnosti 5400 g/mol. V obou piipadech pii polymeraci vznikal

ethanol, ktery mohl ovlivnit rovnovahu reakce, ale byl pfi nizkém tlaku odstranén. [48] [49]

Piiprava PCL polykondenzaci neni pfili§ vyuZivanid. Polymerace oteviranim cykla
produkuje polymer s vys§i molekulovou hmotnosti a niZz§i polydisperzitou — je tedy

preferovana. [46]
Polymerace oteviranim cyklu (dale jen ,,ROP*)

Existuji ¢tyfi mechanismy ROP, jejichz rozdily spocivaji v pouZzitych katalyzatorech. [46]

Aniontovd ROP (obrazek 4) spociva v pouziti aniontovych typi, které napadaji
karbonylovou skupinu monomeru. Timto je e-CL otevien na vazb¢ acyl-kyslik za vzniku
alkoxidu. Nevyhodou aniontové metody je vyskyt intramolekuldrni transesterifikace
(vymeéna alkoholové nebo kyselé ¢asti za jinou) v pozdnich stupnich polymerace. Pferuseni
polymerace ptfed dosazenim bodu, ve kterém k transesterifikaci miize dojit, méa za nasledek

polymer s nizkou molekularni hmotnosti nebo vznik cyklického polymeru. [46]
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Obrazek 4 - Mechanismus aniontové ROP podle Khanna et al. [50]

Pti kationtové ROP (obrazek 5) dochazi k napadeni kationtovych typa karbonylovou

skupinou monomeru. Napadeni probihd skrze bimolekularni nukleofilni substituci. [51]
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Obrazek 5 - Mechanismus kationtové ROP podle Khanna et al [50]

ROP aktivovana monomerem (obrazek 6) probiha aktivaci molekul monomeru pomoci

katalyzatoru a naslednym pfipojenim aktivovaného monomeru na vznikajici fetézec. [46]
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Obrazek 6 - Mechanismus ROP aktivované monomerem podle Kim et al. [39]
ROP koordina¢nim vkladem (obrézek 7) je nejpouzivanéjsim typem ROP. Propagace je
zpuisobena koordinaci monomeru do katalyzatoru a néslednym vloZenim monomeru do
kyslik kovové vazby katalyzatoru. Rostouci fetézec se navaze na kov pomoci alkoxidové

vazby. [51]
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Obrazek 7 - Mechanismus ROP koordina¢nim vkladem podle Knanna et al [50]

3.2 Vlastnosti

PCL je semi-krystalicky linearni polymer vznikajici polymeraci oteviranim cykli za
pfitomnosti nejcastéji kovového katalyzatoru. Jeho monomerem je relativné levny e-

kaprolakton. [40]

PCL lze rozpustit v mnoha riznych rozpoustédlech. [40] PCL je dobie rozpustny
v chloroformu, dichlormethanu, tertrachlormethanu, benzenu, toluenu, cyklohexanonu a 2-
nitropropanu. Spatné se rozpousti v acetonu, 2-butanonu, ethylacetatu, dimethylformamidu

a acetonitrilu. PCL je nerozpustny v alkoholech, petroletheru, diethyletheru nebo vodé. [46]

Za pokojové teploty je PCL v polotuhém stavu a jeho modul pruznosti se pohybuje mezi
nizko hustotnim polyethylenem (LDPE) a vysoko hustotnim polyethylenem (HPDE).
Teplota skelného ptechodu (Tg) PCL je nizka (okolo -60 °C) a bod tani se pohybuje mezi
6065 °C. Diky své nizké Tg se PCL casto vyuziva jako kompatibilizator nebo jako mekka
¢ast pii vytvareni polyuretani. Jeho pevnost v tahu je nizka (dosahuje 23 MPa). Pred

roztrzenim se dokéze natdhnout na 700 % ptvodni délky. [40]

3.2.1 Biodegradabilita a Biokompatibilita

PCL Ize biodegradovat v riznych ptirodnich organismech (napft. bakteriich, houbach), ale
kvili nedostatku potfebnych enzymt jej nelze rozlozit v lidském téle. O PCL ale mtizeme
tvrdit, Ze je biovstfebatelny. Proces rozkladu PCL v tkanich trvd znacnou dobu v fadu
mesict az let. [23]

PCL biodegraduje dvéma zplsoby: Degradaci povrchovou nebo hromadnou. V obou

ptipadech jde o hydrolytickou degradaci, tedy o napadeni polymeru molekulami vody. [52]

Povrchova degradace probiha, kdyz jsou napadeny pouze molekuly na povrchu polymeru.
K tomuto typu degradace dojde, kdyz rychlost hydrolytického Stépeni a vzniku monomerti a

oligomert pfi ném je rychlejsi nez postup molekul vody do hlubsich vrstev materidlu. Béhem
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procesu dochazi ke zmenSovani polymeru v ¢ase bez vlivu na molekulovou hmotnost jeho
hlubsich c¢asti. Vyhodou povrchové degradace je jeji Casova piedvidatelnost, které se

vyuziva pii vyrobé kapsli pro 1éky ur¢ené na postupné uvolnovani. [23]

Hromadna degradace nastava, kdyz molekuly vody proniknou celym objemem polymeru za
pribé¢hu hydrolyzy ve vSech vrstvach materidlu najednou. Pfi degradaci dochéazi k
celkovému snizeni molekulové hmotnosti zpisobené ndhodnym hydrolytickym $tépenim.
Pti diftizi vody do vSech ¢asti materidlu nastane rovnovaha, pfi které vznikajici monomery
nebo oligomery difunduji ven zobjemu a za¢ne dochazet k postupnému rozkladani
polymeru. Pokud je tato rovnovadha naruSena, mize dojit k autokatalyze — reakce ptes
karboxylové nebo hydroxylové skupiny na konci fetézcti. Koncentrace produkti této
autokatalyzy miize zpisobit spad do kyselé sféry pH. Tento spad zrychli vnitini degradaci,
¢imz zanechd vnéjsi vrstvu materidlu témét nedotéenou, zatimco se vnitini vrstvy rapidné

rozpadaji. [53]

Podle pocatecni molekulové hmotnosti implantdtu ¢ini celkova doba rozpadu PCL
v biosystému zhruba 2-4 roky. [40] PCL degraduje ve dvou fazich: v prvni fazi jde o
hydrolytické Stépeni esterovych skupin a pii druhé dochazi k vnitinimu molekuldrnimu

rozpadu vysoce krystalického polymeru s nizkou molekulovou hmotnosti. [54]

Biovstiebatelné polymery jsou bézné prtijatelné pro vklad do zivych tkéni. Jednim
pouziti. Pitt a kol. [54] studovali tvorbu zanétu v téle krys za pouziti kopolymeru PCL a
kyseliny polymlécné (dale jen ,,PLA®). Vpraveni malych ¢asti kopolymeru do téla mélo za
nasledek reakci bilych krvinek a vznik mirného zanétu v oblasti pouziti. Po ¢ase vznikla
cysta, ktera odstranila ¢astice vlozeného kopolymeru ven z téla. Vznik zdnétu v oblasti
implantace je nezddouci. Béhem tohoto pokusu bylo sledovéano, Ze imunitni reakce téla byla
siln4 pfi implantaci na svalovou tkan objektu, ale pii vloZeni stejného materidlu na kostni

tkan k zadné reakci nedoslo. [23]

Biokompatibilitu materidlu je tfeba méfit 1 z dlouhodobého hlediska. Meek a Jensen [55]
provedli dvouletou studii, ve které sledovali dlouhodobou reakci téla krysy na vloZzeni PCL
scaffoldu v oblasti poskozeného nervu. V pribéhu studie zaznamenali ¢aste¢ny obrust tkani
okolo scaffoldu. Po ukonceni pokusu se vétSina scaffoldu rozpadla, ale za pouZiti

mikroskopu zjistili, ze malé Castice polymeru byly pfitomny ve zregenerované tkani. [55]
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Hutmacher a kol. [56] [57] provedli nékolik pokusti zabyvajicich se biokompatibilitou PCL
jak pfi dlouhodobém, tak kratkodobém vlozeni PCL scaffoldli do rtiznych zvitecich modela.
U kralici lebky si po dvou letech vSimli nékolika velkych defektli v oblasti vloZeni. Déle za
pouziti von Kossova barviva, které se vaze na vapnik (Ca) a Cernd, zaznamenali nékolik
vyrastkll pfimo ve stfedu scaffoldu. Vysledky téhle studie vedly k vyvoji kompozitu
skladajiciho se z PCL za ptidavku fosforecnanu vapenatého. Tento kompozit byl pouzit na
vyrobu scaffoldu obsahujiciho 5 pg proteinu nachazejiciho se ve srlstajicich kostech
(thBMP2). Po 15 tydnech po vlozeni scaffoldu bylo zjisténo dokonalé vyléCeni jiz
zminénych vyrustki. Vlozeny scaffold mél také vliv na tvar lebky pfi riistu bez ptitomnosti
vétSich defektl. Tyto studie neobjevily zadné nésledky vkladu PCL do biosystému, které by
mohly oznacit jako nebiokompatibilni. PCL a jeho kompozity byly tedy shledany
biokompatibilnimi a vhodnymi k pouziti v 1ékaiskych oblastech. [23]

3.3 Vyuziti

3.3.1 PCL Scaffoldy

Pfi porovnani s uméle vytvofenymi polymery, pfirodni materidly jako kolagen, elastin,
hedvabi, celuldza atd., jsou vice bioaktivni a biokompatibilni, ¢imz dosahuji lepsi adheze a
rustu bunék. Presto se v oblasti tkanového inzenyrstvi ptilis nevyuzivaji. Jejich tendence
kontaminovat zasazenou oblast a $patna pevnost z divodu nizké molekulové hmotnosti je

¢ini nezadouci z hlediska aplikace v lidském téle. [58]

Pro aplikace v tkdniovém inZenyrstvi se tedy Castéji pouzivaji pravé syntetické polymery.
[58] Jejich mechanické vlastnosti (pevnost v tahu, tvrdost, elasticita, mez Gnavy atd.) jsou
zadouci z hlediska aplikace pfimo na kost. [59]Ackoliv tyto materidly mohou v misté
aplikace zptlisobit zanét, pofad jsou hojné pouzivany na vyrobu scaffoldl pro podporu ristu

bunék a oprav tkani. [60]

Diky svym unikéatnim vlastnostem se PCL v poslednich né€kolika desetiletich stal jednim
z nejpouzivanéjSich materiald vyuZzivanych pro vyrobu tkanovych scaffolda. Tyto scaffoldy
jsou poté pouzivany na lécbu pietrzenych vazil, zlomenych kosti, a dokonce jako kozni
implantaty. Zplsobt, jak vyuzit PCL scaffoldy pii 1é€bé tkani je mnoho. V nékterych
piipadech je potfeba PCL sloucit s jinymi polymery, keramikami, nebo jinymi latkami za
vzniku vice komplexich systémi. NejcastéjSimi metodami piipravy PCL scaffoldl jsou 3D

tisk, zvlaknovani, elektrospinning. Tyto metody za pfitomnosti porézniho ¢inidla béhem



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 31

tisku (NaCl, PBS) zajiStuji vysokou porozitu povrchu vzniklého materidlu. Porézni

scaffoldy pfi aplikaci na tkané vykazuji vyznamnou ptilnavost na bunky. [61]
Modifikace povrchiit PCL scaffoldu:

Ugelem tpravy povrchtt PCL scaffoldi je zvysit bioaktivitu a biokompatibilitu materialu,
¢imz se zajisti lepSi adheze bunck a vyrazn€ se tak zlepsi interakce mezi bunikami a

scaffoldem. [62] [63]

Uprava zasadou je jedna z hlavnich metod chemickych modifikaci PCL scaffoldi. [64]
Piisobeni zésaditého porézniho ¢inidla (NaOH) ma za nasledek vyrazné zlepsSeni hydrofility
povrchu a biokompatibility materidlu, a to bez jakychkoliv negativnich vlivli na chemické a

fyzikalni vlastnosti scaffoldu. [65]

Dalsi metodou chemické upravy povrchu PCL je aminolyza. Pfi této upravé se nejcastéji
vyuzivaji diaminy (1,2 — etylendiamin, 1,6-hexan diamin). Pfitomnost aminovych skupin na
povrchu PCL vykazuje zlepSeni adheze bunék a rychlejsi rist tkani. Dale amidové skupiny
vyskytujici se na povrchu umoziuji diky své chemické vSestrannosti dalsi ipravy povrchu,
jako napf. ozafovéani zafenim gamma nebo plazmou, adsorpce proteini (Ard-Gly-Asp
peptidova sekvence), nebo mineralizace scaffoldu riznymi keramikami, zajiStujici lepsi

bunécnou adhezi. [61]

3.3.2 PCL Mikrosféry

Biodegradabilni mikrosféry jsou diky své vysoké efektivité jedny z nejpouzivanéjSich médii
pro aplikaci 1é¢iv. Mnoho riznych typt 1éCiv je vpravovano do téla pravé v mikrosférovych
PCL kapslich. Mikrosféry mohou byt vyrobeny z ¢istého PCL, z jeho ¢etnych kopolymert,
nebo smési v zavislosti na pozadovanych parametrech uvoliovani 1é¢iva. Mezi tyto smési

patii napt. antigeny, antihypertensiva, paklitaxely a dalsi. [66] [67]

3.3.3 Lékarské pomicky

PCL a jeho kompozity nachdzi své vyuZiti ¢asto v riiznych lékatskych pomtickach, jako jsou
naptiklad nit€ na stehy, obvazy, experimentalni typy antikoncepce nebo tieba fixacni

zafizeni. [23]

Pro vyrobu niti na zasivani se PCL pouziva ve formé kopolymeru s 3,6-dimethyl-1,4-dixan-

2,5-dionem (znadmy jako DL-laktid). Tyto kopolymery jsou navrzeny, aby mé&ly o dost kratsi
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dobu rozpadu. Kopolymer ¢-CL a glykolidu je nit, vyznacujici se svou houzevnatosti,

proddvana pod nazvem Monocryl® firmou Ethicon. [67]
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II. PRAKTICKA CAST
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4 MATERIALY

4.1 Pouzité chemikalie

StéZzejnim materidlem pouzivanym v této praci je polykaprolakton (PCL) ve formé granuli o
praméru pohybujicim se v oblasti 3 mm a o stiedni molekulové hmotnosti Mw = 80000
g/mol. PCL pochazi od firmy Sigma Aldrich (formalné¢ MilliporeSigma), kterd je jak

vyrobcem, tak dodavatelem tohoto materialu.

Pro piipravu roztokl byla pouzita dvé dobra a jedno Spatné rozpoustédlo PCL:
e Chloroform (CHCL); (99 %), stabilizovany; dodavatel: VWR Chemicals
e Toluen (C¢HsCH3); (>98 %), technicky; dodavatel: VWR Chemicals

e Dimethylsulfoxid (DMSO); (99,99 %); dodavatel: VWR Chemicals
4.2 Pouzité pristroje

4.2.1 Bio tiskarna — BIO X™ (Cellink

Vsechny vzorky (strukturované mftizky) byly natisknuty na 3D biotiskarné Bio X od
spole¢nosti Cellink. Hlavni vyhodou tohoto typu tiskdrny je moznost tisknout
termoplastickou extruzi za pouziti specialni hlavy, nebo i vzorky pfipravit pneumatickou
extruzi diky pouZiti pneumatické hlavy. Parametry jednotlivych miizek jsou do tiskarny
zadavany skrze jeji software a pfiloZzené STL soubory, které udavaji defaultni specifikace
jednotlivych mfizek. Tiskdrna byla umisténa v digestofi Hera Safe 20301 1.2

(1200x780%627 mm) od firmy Thermo Scientific.

4.2.2 Spektrometr

Chemické analyza pouZitého materialu byla provedena na FTIR spektrometru Nicolet iS5
infrared spectrometer od firmy Thermo Scientific. Méfeni probéhlo technikou ATR.

4.2.3 Mikroskop Dino-lite

Orientacni fotky vzorkl byly ziskdny pomoci mikroskopu Dino-lite od spole¢nosti AnMo
Electronics Corporation. Jednotlivé snimky byly pofizeny ptes software DinoCapture 2.0.

Kazdy vzorek byl focen jednou.
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4.2.4 Skenovaci elektronovy mikroskop

Pro detailni charakterizaci povrchu jednotlivych vzorkl byl pouzit skenovaci elektronovy
mikroskop Phenom Pro od spole¢nosti Phenom World. Kazdy vzorek byl umistén na tercik
oboustrannou uhlikovou paskou a pokoven smési zlata a paladia v napraSovacim zafizeni.
Pokoveni kazdého vzorku probihalo v argonovém plazmatu po dobu 45 s. Vzorky byly poté
po jednom umistény do méfici oblasti elektronového mikroskopu ve standardnim drzaku pro
vodivé vzorky (SSH — standard sample holder). Povrch kazdého vzorku byl poté focen pii
zvétSeni 2000%. Méteni probihalo v rezimu zpétné odrazenych elektronti za urychlovaciho

napéti 10 kV. Kazdy snimek ma rozliSeni 2048x2176 pixelt.

4.2.5 Profilometr

Topografie (profilometrie) povrchu byla méfena mechanickym profilometrem Dektak XT
od firmy Bruker. Pro méfeni byl vybran diamantovy hrot s polomérem kiivosti 2,5 pum a
ptitlakem 3 mg. Samotné méteni profilu povrchu bylo zaznamenavéno po draze 0,5 mm
vzdy na tfech mistech kazdého vzorku. U kazdého vzorku byly naméteny hodnoty drsnosti
(sttedni hodnota vysky pikli) Ra a stfedni hloubky drsnosti (rozdil mezi nejvy$$im a
nejniz§im pikem) Rz. Kazdy vzorek byl méten 3x a ze ziskanych hodnot byly vypocitany

pramérné hodnoty a k nim pfislusné smérodatné odchylky (tabulky 3.,4)
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5 PRIPRAVA ROZTOKU

5.1 Priprava roztokii polykaprolaktonu s dobrym rozpoustédlem pro

pneumatickou extruzi

Pti ptipravé roztoku polymeru s dobrym rozpoustédlem pro 3D tisk pneumatickou extruzi
byl PCL rozpustén v jeho dobrém rozpoustédle vybraného dle tabulky rozpustnosti PCL
(CHCI3 a CsHsCH3). Roztoky obou smési byly pripraveny v riiznych koncentracich danych
pomérem hmotnosti PCL (g) ku objemu daného rozpoustédla (ml) v celkovych pomérech
PCL: rozpoustédlo 2:8 nebo 3:7. Tyto roztoky pii prvotnim smichdni vykazuji vysokou
viskozitu, a proto byly nejdiive ponechany po dobu jedné hodiny v suSarné za zvysené
teploty (50 °C). Po uplynuti dané doby byly roztoky odstranény ze susarny a nasledné
promichavany magnetickym michadélkem do kompletniho rozpusténi PCL. Takto

pfipravené roztoky byly nésledné pouzity pii tisku vzorkii pomoci pneumatické extruze.

5.2 Priprava roztoku polykaprolaktonu s dobrym a Spatnym

rozpouStédlem pro pneumatikou extruzi

Pti pripravé roztoku polymeru jak s dobrym, tak se Spatnym rozpoustédlem, byl nejprve
pfipraven roztok polymeru s pfislusnymi dobrymi rozpoustédly, a to 1 ve stejném poméru
3:7. Nasledné bylo do roztoku piidano i Spatné rozpoustédlo (DMSO). Objem Spatného
rozpoustédla byl vypocitan tak, aby koncentrace vyslednych roztokt byla v poméru daném
mnozstvi PCL ku objemu dobrého rozpoustédla a ku objemu Spatného rozpoustédla — 3:7:1

a 3:7:2. Smés se poté michala 1 hodinu magnetickym michadélkem.
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6 CHARAKTERIZACE TISTENYCH STRUKTUR

Prvni ¢asti experimentalni Casti prace byl tisk riznych PCL struktur o velikostech 10x10
mm a 20x20 mm. Tisk struktur z Cist¢tho PCL, ktery nebyl v roztoku s zadnym typem
rozpoustédla probihal skrze termoplastickou extruzi, zatimco vzorky z PCL v roztoku
s dobrym a dobrym + Spatnym rozpoustédlem byly tistény prostfednictvim pneumatické

extruze. Oba typy extruze je mozné provést na bio tiskarné BIO X™ Cellink.
6.1 Struktury tiSténé termoplastickou extruzi

Cisty PCL, ktery neni rozpustén v roztoku, je za pokojové teploty a tlaku velice tuha a
nepoddajné latka. Tisk tedy probihal vlozenim samotnych PCL tabletek do termoplastické
tiskové hlavy, ktera byla nasledné pfipojena do bio tiskarny a vyhiivana na 100 °C. Po
roztaveni PCL vznikla velice viskdzni tavenina. Aby tedy bylo mozné nanést material na
tiskovou plochu (kterd byla vyhiivana na 60 °C), bylo tfeba na bio tiskarné nastavit tisk za
zvySeného tlaku (700 kPa — maximalni tlak, ktery dokaze tiskdrna vyvinout). Pro tisk byla
zvolena tryska s primérem 0,4 mm. Rychlost nanosu na tiskovou plochu byla nastavena na

1 mm/s.
Struktur z ¢istého PCL bylo dohromady natisknuto 15. Pro dalsi experimenty byl vybran
jeden vzorek. Parametry vybraného vzorku jsou zaznamenény v tabulce 1.

Tabulka 1 - Parametry vzorku natisknutého termoplastickou extruzi, ktery byl vybran pro
dal$i méfeni

Vzorek A
Rozméry [mm)] 20%20x%0,5
Hustota [%] 50

6.2 Struktury tiSténé pneumatickou extruzi

Pneumatickou extruzi byly tisknuty vzorky pochazejici z PCL v roztoku s dobrym, nebo
dobrym + S$patnym rozpoustédlem. Protoze material v roztoku neni potieba tavit, tak tisk
probihal za pokojové teploty. Roztoky dale byly v porovnani s tiskem termoplastickou
extruzi o dost méné viskozni, takZe hnaci tlak byl nastaven na desitky kPa. Pro tisk byla
zvolena pneumaticka hlava o objemu 3 ml a tryska s primérem 0,41 mm. Rychlost pohybu

pneumatické hlavy byla po celou dobu tisku nastavena na 1 mm/s.
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Ze vSech pfipravenych roztokd bylo natisknuto pies 90 vzorkid. Pro potieby dal§iho
zkoumani a experimenttl jich bylo pouzito 8. Prvni 4 byly vybrany z ptivodnich roztokt PCL
+ toluen a PCL + toluen + DMSO. Dalsi 4 byly vybrany z roztokt PCL + chloroform a PCL+
chloroform + DMSO. Parametry vybranych vzorki jsou vypsany v tabulce 2.

Tabulka 2 - Parametry vzorka natisknutych pneumatickou extruzi, které byly vybrané pro
dalsi méfeni

Vzorek Slozeni [g:ml] Rozméry [mm] | Hustota [%] | Tlak pii tisku [kPa]

B PCL + CHCI3(3:7) 20%20%0,5 35 50
C PCL + CHCl3(2:8) 20%20%0,5 30 40
D PCL + CHCLI:+DMSO (3:7:1) 20%20x%0,5 20 20
E PCL + CHCLI:+DMSO (3:7:2) 20%20x%0,5 20 10
F PCL + C¢HsCH3 (3:7) 20%20%0,5 20 10
G PCL + C¢HsCH3 (2:8) 10x10%0,5 32 10
H |PCL + CsHsCH3 + DMSO (3:7:1)|  20x20x0,5 25 10
I PCL + C¢HsCHs + DMSO (3:7:2) |  20%x20x%0,5 20 1
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7 DISKUZE A VYSLEDKY

Cilem moji prace bylo prostudovat a zrealizovat postup, jakym by bylo mozné piipravit
strukturované scaffoldy zdaného biomaterialu. Struktura scaffoldu uréeného pro
bioaplikace vyrazné ovliviiuje zplisob chovani buné€k, a také jak budou na samotny nosic
reagovat. Nedostatecné porovita struktura mize vést k nezddoucimu kupeni bunééného
materidlu okolo nosice, ¢imz miize v nejhorSim piipad¢ dojit ke kompletnimu zkolabovani

struktury scaffoldu, a tedy nenaplnéni jeho ucelu. [68]

Jako materidl byl zvolen PCL, ktery se vyznacCuje vysokou biokompatibilitou a
biodegradabilitou. [23] Zisku struktury s poréznim povrchem Ize dosdhnout vyuzitim
metody fazové separace. M¢é vzorky byly tedy tistény jednak z ¢ist¢ého PCL bez ptidanych
rozpoustédel, ale také z roztokd PCL s jeho jak dobrymi, tak Spatnymi rozpoustédly, ¢imz

bylo mozné vyuzit separace fazi a ziskat tak scaffoldy s porovitou strukturou. [52]

7.1 FTIR analyza vzorki

Po vytisténi prvnich vzorkl termoplastickou extruzi byla provedena analyza pomoci zatizeni
FTIR, na kterém bylo zkoumano chemické slozeni vytisténych struktur. Méfeni bylo
provedeno za Ucelem potvrzeni Cistoty pouZitého PCL kviili moznému vyuZiti vzorki jako
material urenych pro biologické aplikace — biomateriald. Pro méfeni byly vybrany celkem
3 vzorky — ¢&isté PCL z termoplastické extruze, PCL rozpusténé v kombinaci CHCI3 a
DMSO, a PCL rozpusténé v kombinaci CsHsCH3 a DMSO (oba vytisténé pneumatickou

extruzi).

Z obrazku 8 jsou u vSech vzorkidl nejprve castecné patrné dva piky s nizkou intenzitou
absorbance, jejichz maxima dosahuji hodnot 2950 cm™ a 2870 cm™’. Tyto piky odpovidaji
valen¢nim vibracim C-H vazeb (stratching). Déle je nejvice patrny pik s nejvétsi intenzitou
absorbance v grafu, jehoZ maximum dosahuje hodnoty 1720 cm™'. Ten odpovid4 valenénim
vibracim C=0O vazeb. Pik, jehoZ maximum intenzity absorbance dosahuje hodnoty

1190 cm™! odpovid4 valenénim vibracim vazby C-O.

piky vychazejici z grafu. Neni vSak tfeba stanovit vSechny piky patrné z grafu. Ostatnim

pikiim v oblasti 1000-1500 cm™ jsou ¢asto charakteristické pro specifickou latku, a tudiz
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neni mozné ptifadit dil¢i vibrace. Maximalné by bylo mozné charakterizovat piky v oblasti

1300-1500 cm™ v grafu jako deformaéni vibrace vazeb C-H.

Porovnanim k#ivky vytvorené z mnou ziskanych hodnot s databazi obsahujici oficialni FTIR
hodnoty latek Ize dojit k zavéru, Ze mnou pouzivany material je opravdu polykaprolakton,

ktery neobsahuje zbytky rozpoustédel a je tedy vhodné ho pouzit jako biomaterial.

——PCL_chloroform_DMSO PCL_toluen _DMSO PCL_pure
295Q 2870 1720 1190

Absorbance [-]

0,18 J
V. vy .

3800 3300 2800 2300 1800 1300 800 300

VInodet [em™]

Obrazek 8 - Kiivka ziskand FTIR analyzou vytisténych struktur

7.2 Foceni vzorki mikroskopem Dino-Lite

Mikroskopem dino-lite byly nafoceny vzorky vybrané pro dalsi testovani. Kazdy vzorek byl
focen jednou a bylo k nému pfiddno odpovidajici méfitko. Fotky vzorki jsou fazeny dle
tabulek 1 a 2.
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Obrazek 9 - Snimky vzork potizené digitadlnim mikroskopem. Oznaceni vzorkl odpovida
znaceni uvedeném v Tab. 1 a Tab. 2.

7.3 Analyza povrchu vzorki skenovacim elektronovym mikroskopem

(SEM)

Vybrané vzorky byly po jednom zkoumany pod skenovacim elektronovym mikroskopem.
Cilem méfeni bylo potvrdit a nasledné porovnat rozdilnou povrchovou strukturu

jednotlivych natiSténych vzorka. Kazda struktura byla analyzovéana pod zvétSenim 2000x.

Ptedpokladem bylo, ze vzorky z Cist¢tho PCL vytiSténé termoplastickou extruzi a vzorky
PCL + dobré rozpoustédlo ziskané¢ pneumatickou extruzi budou vykazovat malou nebo
zadnou vyraznou strukturu povrchu, kdezto vzorky, které obsahovaly PCL rozpusténé
v kombinaci dobrého a Spatného rozpoustédla, se budou vyznaCovat Cetnou porovitosti
povrchu.

Vznik strukturovaného povrchu materialu uvedenym v této praci je zpisoben jevem zvanym
»fazova separace®. Typicky systém, ve kterém dojde k fazové separaci, obsahuje polymer

rozpustény v jeho dobrém a Spatném rozpoustédle, které jsou vzijemné misitelné. ZvySenim
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koncentrace Spatného rozpoustédla nebo polymeru se faze s velkou koncentraci polymeru
oddé¢li od faze obsahujici malou koncentraci polymeru. Po odstranéni (v pfipad¢ této prace
odpareni) rozpoustédel se rozpustnost polymeru snizi a vznikne materidl s porézni

strukturou. [69] [70]

Obrazek 10 - SEM snimky vzorku A z termoplastické extruze pti zvétSeni 2000x

Povrch cistého PCL (obr. 10) jasn€ nevykazuje Zadnou porovitost a pouze maly stupent

zvrasnéni a necistot.
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PCL:CHCI3:DMSO(3:7:2) Snimky byly potizeny pomoci SEM.

Vzorky ziskané v roztoku PCL + CHCI3 o poméru koncentraci 3:7 (vzorek B) také nemaji
vyrazné porézni povrch a je na nich patrny urcity stupen zvrasnéni a ne€istot. Povrch vzorkt
z roztoku PCL + CHCIl3 o poméru koncentraci 2:8 (vzorek C) rovnéz neni porézni a stejné
jako predchozi vzorky jsou zvrasnéné. Vzorky vytisténé z roztoku PCL + CHCIz + DMSO
separace fazi. Povrch vzorkl ziskanych z roztoku PCL + CHCls + DMSO o poméru 3:7:2
(vzorek E), tedy zroztoku o vyssi koncentraci Spatného rozpoustédla, vykazuje vyssi

porozitu.
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Obrazek 12 - F) PCL:CsHsCHj3 (3:7), G) PCL:CsHsCHj3 (2:8) H) PCL:CsHsCH3: DMSO
(3:7:1), I) PCL:CsH¢CH3: DMSO (3:7:2) Snimky byly potizeny pomoci SEM.

Vzorky ziskané z roztoku PCL + C¢HsCH3 o poméru koncentraci 3:7 (vzorek F) nevykazuji
z&dnou porozitu povrchi a stejné jako vzorky s pfechozim dobrym rozpoustédlem jsou lehce
zvrasnéné. Povrch vzork PCL + C¢HsCH3 o poméru koncentraci 2:8 (vzorek G) neni nijak
porézni a je kvili vyssi koncentraci dobrého rozpoustédla vice zvrasnény nez piedchozi
vzorky. Povrch vzorkl ziskanych zroztoku PCL + CsHsCH3z + DMSO o poméru 3:7:1
(vzorek H) je jasné porézni, a opét je zde vidét vyrazny rozdil mezi vzorkem s obsahem
mensiho a vétSiho objemu Spatného rozpoustédla. Z obrazku je tedy patrné, Ze obsah

Spatného rozpoustédla v roztoku ma ptimy vliv na strukturu povrchu vzork.
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7.4 Kontaktni profilometrie vybranych vzorki

U vzorkli vypsanych v tabulkach 1 a 2 bylo provedeno topografické meéfeni drsnosti
vyuzitim kontaktniho profilometru. Méfenim byly ziskany data zavislosti drsnosti povrchu

na délce méfeni.

Na obrazku 13 je vyobrazeno porovnani profilu drsnosti vzorki A, B, C, D, E.
Z vyobrazenych kiivek jde vidét, ze povrch vzorku cistétho PCL (vzorek A) vykazuje
nejnizsi drsnost, zatimco vzorky ziskané z roztoku PCL + CHCI; (vzorky B a C) vykazuji
mirn¢ vyss$i hodnotu drsnosti povrchu. K drastickému zvySeni drsnosti povrchu doslo u
vzorkl vytisténych z roztoku PCL + CHCI3 + DMSO (vzorky D a E). Ze ziskanych kiivek
téchto vzorkd je patrné, Ze vys$i drsnost povrchu méa vzorek E, ktery obsahoval vyssi

koncentraci Spatného rozpoustédla.

V tabulce 3 jsou zaznamendny aritmetické hodnoty drsnosti (stfedni hodnota vysky pikli) Ra

Vv

z PCL, PCL + CHCl; a PCL + CHCl; + DMSO.

vzorek_A vzorek_B vzorek_C vzorek_D

vzorek_E

10

Profil drsnosti [um]

e e e e e e e e
0 100 200 300 400 500

Mérena délka [um]

Obrazek 13 - Profilometrické porovnani vzorkii A, B, C, D, E
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Tabulka 3 - Stfedni aritmetickd hodnota drsnosti (Ra) a stfedni hloubka drsnosti (Rz)
vzorki A, B, C, D, E

Vzorek Ra [pum] Rz [pum]
A 0,15+0,04 0,75+0,22
B 0,48+0,22 1,93+0,88
C 0,46+0,12 1,74+0,49
D 1,44+0,18 6,59+0,52
E 3,1+0,3 13,2+1,2

Porovnani drsnosti povrcht vzorkl A, F, G, H, I je vyobrazeno v obrazku 14. Stejné jako
drsnosti dale maji vzorky vytiSténé z roztoku PCL + toluen (vzorky F a G) s tim, Ze vzorek
G vykazuje vyssi hodnoty parametrt drsnosti. Jako u piedchozich vzorkl i zde maji vzorky
ziskané tiskem z roztoku PCL + CsHsCH3 + DMSO nejvyssi drsnost povrchu. Vzorek
s vy$$i koncentraci Spatného rozpoustédla vykazuje vysSi drsnost povrchu nez vzorek
s koncentraci niz8i. Aritmetické hodnoty drsnosti Ra a stfedni hloubka drsnosti Rz vzorkl

A, F, G, H, I jsou zaznamenany v tabulce 4.

Z obr. 14 je patrné, Ze vzorek I, ktery obsahoval nejvyssi obsah DMSO, dosahuje nejvyssi
porozity a drsnosti povrchu. Je tedy jisté, Ze obsah Spatného rozpoustédla ve vychozim

roztoku ma pfimy vliv na povrch vyslednych struktur.

vzorek A vzorek_F vzorek_G vzorek_H vzorek_|
E
=
%
0
c
210
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E
0
|-
[a
e — g SRRV A NP R
0 100 200 300 400 500

Mérena délka [um]
Obrazek 14 - Profilometrické porovnani vzorkii A, F, G, H, I
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Tabulka 4 - Stfedni aritmetickd hodnota drsnosti (Ra) a stfedni hloubka drsnosti (Rz)
vzorki A, F, G, H, 1

Vzorek Ra [pum] Rz [pum]
A 0,15 +£0,04 0,75 +0,22
F 0,24 +0,04 1,2 +0,4
G 0,87+0,03 3,4+0,3
H 1,13 +0,09 6,08 +0,14
I 3,05 +0,34 13,38 £1,20
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ZAVER

Cilem této prace byl 3D tisk a charakterizace struktur na bazi polykaprolaktonu, které by
bylo mozné vyuzit jako scaffoldy pro biologické aplikace. Vzorky byly ptipraveny ve tvaru
miizek s lisici se hustotou zaplnéni prostoru. Vybrané vzorky byly dale nafoceny digitalnim

mikroskopem a zkoumany nckolika metodami analyzy: infracervenou spektroskopii,

elektronovou mikroskopii a kontaktni profilometrii.

Prvni fazi prace byl tisk jednotlivych vzorkd. Toho bylo dosaZeno pomoci tiskarny BIO X™
Cellink. Byly pouzity dvé metody tisku: termoplasticka extruze — pro vzorky z ¢istého PCL,
a pneumatickad extruze — pro tisk vzorki z roztokd PCL a rozpoustédel. Struktury vytisknuté
pneumatickou extruzi byly ziskdny zpfedem pfipravenych roztokit PCL a dobrého
rozpoustédla (CHCls3; CsHeCHs), nebo kombinace dobrého a Spatného rozpoustédla
(DMSO). Oba typy extruze probehly za specificky nastavenych parametrt tisku. Mezi tyto
parametry patii teplota tiskové hlavy, vytlacovaci tlak a rychlost pohybu tiskové hlavy.

Dal$im krokem experimentu byla samotna analyza ziskanych struktur. Nejprve byly vybrané
vzorky analyzovany infracervenou spektroskopii. Po méteni byly porovnany hodnoty tii
vzorkd (Cist¢ PCL a PCL sriznymi rozpoustédly). Bylo zjisténo, ze PCL rozpusténé
v rozpoustédlech neni z hlediska Cistoty nijak vyrazné ovlivnéno a po celkovém odpareni
latek byla pomoci FTIR dokdzana ¢istota pouzitého materidlu. Vzorky byly dale nafoceny

digitalnim mikroskopem.

Hlavnim vysledkem celé prace jsou vzorky vykazujici vyraznou strukturu povrchu. Povrchy
vzorki byly zkoumany pod elektronovym mikroskopem a kontaktnim profilometrem. Bylo
zjisténo, Ze struktury ziskané z roztoku PCL ve smési s dobrym a Spatnym rozpoustédlem

maji vyrazné vyssi porozitu né€z ostatni vzorky.

Dosazend porozita a Cistota materidlu umoznuje studium bunéénych interakci a ptipadné

vyuziti ptipravenych vzorki jako biomateriald.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

PCL Polykaprolakton

e-CL e-kaprolakton; monomer pro vyrobu PCL
PGA Polyglykolid

PLLA/PLA  Kyselina polymlé¢na
PLGA/PGA Poly(mlécna-ko-glykolova) kyselina
PVC Polyvinylchlorid

PP Polypropylen

PBS Polybutylen sukcinat

PDO Polydioxanon

LDPE Nizko hustotni Polyethylen

HDPE Vysoko hustotni Polyethylen

PU  Termoplastické polyuretany

TCP Fosforecnan Vapenaty

PMMA Polymethylmethakrylat

ABS  Akrynonitril Butadien Styren

HA  Kyselina hyaluronova

Au  Chemicka znacka zlata

Ca Chemicka znacka vapniku

NaOH Chemicky vzorec hydroxidu sodné¢ho
NaCl Chemicky vzorek chloridu sodného
CHCI3 Chemicky vzorec chloroformu

CsHsCH3 Chemicky vzorec toluenu
DMSODimiethylsulfoxid

SFF  Metoda tisku Solid Free Form Fabrication

RP  Metoda tisku Rapid Prototyping
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SLS Metoda tisku Selektivni Laserové Slinovani

LOM Metoda tisku Laminovanych Objektii

FDM Metoda tisku Depozi¢ni Modelovani Taveniny

MIJS Metoda tisku Nekolikafazové Tuhnuti Materidlu po Prichodu Tryskou
PEM Metoda tisku Tvorba Presné Extruze

FTIR Infracervend spektroskopie

ATR Metoda provedeni infracervené spektroskopie

SSH Standartni drzak na vzorky

Ra Stfedni aritmetickd hodnota drsnosti

Rz Stfedni hloubka drsnosti

MIT Massachusetts Institute of Technology

BioX™ Nézev pouzité biotiskdrny

HD  High Definition

ROP Polymerace oteviranim cyklt

pH  ,potencial of Hydrogen*; kyselost roztoku/prostiedi

rhBMP2 protein potiebny pro sriist kosti

STL ,,Standard Triangle Language*; jazyk softwaru pouzité tiskarny

A B,C,D,E, F,G,H,1I Oznaceni vzorkil zvolenych pro dalsi analyzu
kPa ,kilo Pascal®; pouzitd jednotka tlaku pii tisku

mm/s ,,milimetr za sekundu®; pouzivana rychlost pohybu tiskové hlavy
pm ,mikrometr*; jednotka délky

°C ,Sstupné Celsia”; jednotka Celsiovy teplotni stupnice

1

cm™  jednotka vinoctu

g/mol ,gram na mol“, zakladni jednotka atomové hmotnosti
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