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ABSTRAKT

Tato bakalaiska prace je zaméfend na vyuziti materidlového tisku pro pfipravu
2D (plosnych) vzori z biomateriali. Nejdiive se veénuje problematice biomateriald,
jejich definici, zékladnimi vlastnostmi a rozdélenim. V dals$i ¢asti se zaméfuje na vybrané
metody materidlového tisku vyuzitelné piedev§im v oblasti bioaplikaci (biotisku)
pro piipravu tenkych vzori o tlouStce od nékolika nanometri po stovky mikrometrt,
nebo tlustsich v ptipad¢ tisku vrstvy-po-vrstvé. Nasledné se zabyva popisem vyuzitelnych
bioinkoustli, které mohou byt rozdéleny jak podle plvodu, tak na zakladé¢ vyuziti
scaffoldi pfi tisku. Zminény jsou i1 potencidlni a komerc¢n¢ dostupné bioinkousty.
od bunéénych a tkanovych struktur Cciscaffoldii, mozného vyuziti metod v oblasti

farmakologie, az po ptipravu biosenzora.

Kli¢ova slova: biomaterialy, materidlovy tisk, bioinkoust, bunééné struktury, biosenzor

ABSTRACT

This bachelor thesis is focused on the use of material printing for the preparation
of 2D patterns from biomaterials. First, the definition of biomaterials, their basic properties
and classification are presented. Then, selected material printing methods predominantly use
in bioapplication (bioprinting) are described together with applicable bioinks, which can be
classified according to their origin or using of scaffolds. All methods are used to prepare thin
films with a thickness from a few nanometers to hundreds of micrometers, possibly even
thicker in the case of layer-by-layer printing. Potentional and commercially available bioinks
are also mentioned. The last, but most important, part of the thesis includes an overview
of the applications of material printing, ranging from the cell and tissue structures
or scaffolds, the possible use of these methods in pharmacology, to the preparation

of biosensors.

Keywords: biomaterials, material printing, bioink, cellular structure, biosenzors
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UvVOD

Mnohdy az v situacich, kdy se nam po vyslechnuti diagnézy obrati svét vzhliru nohama,
za¢neme uvazovat o tom, jak moc kiehky zivot je. V navaznosti na to mize nasledovat
mnoho scénéit, co vSak vSechny spojuje je snaha pfijit na to, jak danému ¢lovéku co nejlépe
pomoci, aby se mohl vratit zpét do bézného zivota. Zde Casto nastupuje role tkanového
inzenyrstvi, které se specializuje na tak vazna poSkozeni organismu, zejména pak Zivotné
dalezitych tkani a orgdnl, kde jiz neni konzervativni ani chirurgicka 1écba dostatecna.
Oblasti zajmu tkanového inzenyrstvi jsou Siroké, avSak v radmci této prace bude pozornost
zaméfena na oblast souvisejici s materidlovym tiskem tenkych vrstev, tedy takovych,

jejichz tloust’ka se pohybuje od n¢kolika nanometrti po stovky mikrometra.

S takovymi vrstvami se lze v rdmci biomedicinskych aplikaci setkat naptiklad pfi tisku
tkanovych struktur. Diky tomu mohou byt nasledné jak umistény do Zivého organismu,
tak i vyuzity v klinickém vyzkumu, kde je na nich mozno napftiklad testovat léciva.
Obdobné je touto cestou mozné tisknout a pfipravovat i1 bunécné struktury, na nichZ lze
mimo jiné simulovat pribéh riznych onemocnéni a jejich reakcei na 1écbu. Vyuziti Ize najit
1 pti priprave tkarniovych scaffodii, které vyrazné napomahaji procesu regenerace poskozené
tkané. Princip je zde zaloZen na poskytnuti mechanické opory Zivym buitkkdm a vytvoienim
optimalniho prostfedi pro jejich adhezi, rist a naslednou proliferaci. Soucasné stimuluji
1 tvorbu extracelularniho matrixu, coz ve vysledku umoZiiuje spolu s biorozloZitelnosti
scaffoldu kompletni nahrazeni nativni tkani. Kromé regenerativni mediciny ma materialovy
tisk nezastupitelnou roli i1 v oblasti farmakologie, kde 1ze pomoci ného vyrabé&t naplasti
s mikrojehlickami vyuZitelnych pfi transdermalni 1é¢bé nebo moznosti vlozit do 1éciv
magnetické nanoc¢astice, pomoci niZ jsou nasledné piesunuty piimo na pozadované misto.
Mirn¢ odliSnou aplikaci, avSak jednou =z nejrozsifen¢jSich, je vyroba biosenzoril,
diky kterym je mozné nepfetrzité monitorovat zdravotni stav pacienta. Podle typu
biosenzoru miZe byt sim schopen vyhodnocovat zmény intenzity sledovanych analytl
¢i signald, upozornit na nastalé zmény pacienta i 1ékare a poskytnout pacientovi potiebnou

stimulaci nebo jinak upravovat svou funkci podle aktualnich poZzadavk.

Kromé vySe zminénych piiklad aplikaci lze diskutovat i o mnoha dalSich moZnostech
vyuziti. Cilem této prace bude proto provést resersi na vyuzitelné metody materidlového
tisku pro ptipravu 2D (ploSnych) vzorl. Dale by mély byt zminény vhodné biomateridly,
a to jak jiz vyuZzivané, tak i potencidlni. Na zavér by mély byt obé& tyto ¢asti propojeny a mél

by byt zminén piehled s ptiklady aplikaci, a to jak z klinické praxe, tak i oblasti vyzkumu.
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1 BIOMATERIALY

1.1 Definice

Biomaterialy jsou pfirodni ¢i syntetické materidly vhodné pro aplikace, pfi kterych dochazi
k interakcim s Zivymi tkanémi, krvi ¢i jinymi  biologickymi systémy [1].
Mezi jejich zakladni funkce patii schopnost nahrazovat ¢i zlepSovat poskozené casti
nebo funkce lidského t€la, napomadhat pii diagnostickych a terapeutickych procesech,
stejn€ jako v priab&hu samotné 1écby ¢i nasledné rekonvalescence po riznych onemocnéni
[2; 3; 4; 5; 6]. Mohou vSak i1 upravovat kosmetické problémy [5]. Nejen z toho diivodu jsou
na né¢ kladeny vysoké pozadavky, mezi které patfi zejména biokompatibilita,
vhodné chemické, fyzikalni i mechanické vlastnosti [5; 7; 8] a odolnost viici opotiebeni
a degradaci (dulezité predevsim u trvalych implantat). Kromé toho je kladen zna¢ny diraz
1 na technickou vyrobitelnost s moznosti obrobitelnosti do poZadovanych tvard,

nizké naklady a dostupnost [7].

1.2 Vlastnosti

1.2.1 Biokompatibilita

Zakladni vlastnosti biomateriald je biokompatibilita vyjadiujici dlouhodobou snaSenlivost
organismu vuci implantovanému biomaterialu. Soucasné je nutné, aby implantat neskodil
okolnim tkanim, neuvolnoval zadné toxiny do jeho okoli, nezplsoboval zanéty
a nevyvolaval koagulaci [2; 9], ¢ehoZ je dosazeno jeho chemickou a biologickou inertnosti
[10]. V ptipad¢, kdy neni u materidlu dostate¢na biokompatibilita, dochdzi snadno ke vzniku

trombotickych reakci a vysoké morbidité s mortalitou [5].

Pfi jejim testovani, které obvykle probihd in vitro, se zpravidla posuzuje cytotoxicita,
imunotoxicita, systémova toxicita, karcinogennost, teratogennost, —mutagennost
a hemokompatibilita [2; 9]. Vzhledem k tomu, ze neni biokompatiblita obecnou vlastnosti
daného materidlu, ale odviji se od prostfedi, do n€¢hoZ je umistén, je pfed samotnym
posouzenim nutné védeét, k jakym ucelim bude biomateridl nésledné pouzivan.
Tedy naptiklad biokompatibilni materidl s podkozni tkani automaticky nezarucuje

biokompatiblitu v jinych ¢astech organismu [11].
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1.2.2 Bioaktivita

Schopnost stimulovat biologickou odezvu organismu na implantovany material vyjadiuje
bioaktivita [12; 13; 14]. V jejim dusledku dochéazi k pfenosu ionti zjednoho povrchu
na druhy [3; 9], coz nasledn¢ umozni implantatu propojit se sjeho okolim a vytvofit
biologickou vazbu [7]. Z dlouhodobého hlediska tak dochazi ke vzajemné fixaci na zakladé
sristu implantovaného biomateridlu a okolni tkan€, a to i bez jakékoliv nutnosti
jejich mechanického upevnéni [9]. Této vlastnosti se v praxi vyuziva napiiklad
u bioresorbovatelnych materialii v chirurgii [7] ¢i pii vyrobé¢ trvalych nahrad tvrdych tkani

jako jsou naptiklad kloubni nédhrady [9].

S bioaktivitou se muzeme setkat napifiklad u nékterych typt keramiky, sklokeramiky,

bioskla [3; 9] nebo hydroxyapatitu [3].

1.2.3 Bioinertnost

Bioinertnost je vlastnost materialu popisujici jeho schopnost nereagovat (ptipadné¢ pouze
minimaln¢) s jeho okolnim prostedi [3; 9; 15]. To vede k nevyvoldvani zddnych reakci
mezi implantovanou a pfirozenou tkani [15] a soucasné k zachovani si svych vlastnosti
po celou dobu jejich aplikace v téle [7]. K hlavnim vlastnostem tohoto typu materidlu patii
vybornd chemicka stabilita, mechanickd pevnost, korozivzdornost a odolnost
vici opotiebeni [16]. Urcitou dobu po implantaci bioinertniho materidlu do téla dojde
k jeho zapouzdieni okolni tkdni [9; 15]. Sjejich vyuzitim se Ize setkat zejména

u dlouhodobych ¢i trvalych implantatt [17].

Mezi materialy disponujici touto vlastnosti patii naptiklad alumina [3], nerezova ocel, stelit,

titanové slitiny ¢i nékteré polymery [3; 9].

1.2.4 Bioresorbovatelnost

Vlastnost materialu byt postupné rozkladan a vstiebavan lidskym télem, pficemz je nasledné
nahrazen novymi pfirozenymi tkdnémi popisuje bioresorbovatelnost [3; 7; 15; 18].
Tento proces nastava po uplynuti piedem urCené¢ doby, béhem niz ma implantat plnit
pozadovanou funkci a nasledné se vlivem pusobeni fyziologickych reakci pfeméni na télem
odbouratelné ¢i pfijatelné latky [19; 20].

S jejich vyuzitim se lze setkat napiiklad v oblasti chirurgie, kde mohou plnit funkci
docasnych ortopedickych pomiicek umoziujici fixaci tkani [20], u povrchovych uprav

¢i obald 1é¢iv, coZz napomahd dopravit danou latku az na pozadované misto, pii vyrobé
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matric kompozitl, které se dale pouzivaji pii vyrobé nédhrad tvrdych tkéni nebo u scaffoldi
pro fizenou regeneraci tkani [9; 19]. Znacnou vyhodou je odpadnuti nutnosti podstupovat
pacientem dalSi chirurgické zakroky, pfi niz by jim byl dany implantat odstranén.
Dalsi vyuziti biologické odbouratelnosti je napiiklad u déti, jejichz télo se jesteé vyviji

a pozadavky na velikost implantatt se tak v prubéhu let méni [21].

Z dostupnych syntetickych biomateriali mé tuto vlastnost naptiklad polyaktid, kyselina
polyglykolova [9; 3] ¢i kopolymery kyseliny polymlécné [3; 15]. Z ptirodnich ji disponuje

alginat, celul6za nebo chitosan [20].
1.3 Déleni podle materialu

1.3.1 Polymerni biomaterialy

Pravdépodobné nejcastéji vyuzivanymi biomaterialy v oblasti 1€kafstvi jsou polymery [9].
S jejich vyuzitim se Ize setkat napiiklad pfi vyrobé implantatd (nitroo¢nich ¢ocek, protéz
¢indhrad kloubi) nebo I¢kaiskych jednorazovych potfeb od nejriznéjSich obvazii

r_r_r

a mimoté€lnich zatizeni az po systémy pro dodavani lekt [7].

K jejich nejvyznamnéj$im vlastnostem patii velmi dobréa biokompatibilita, vysoka flexibilita
(v zéavislosti na pozadovaném ucelu se mize jednat o vyhodu i nevyhodu) [22], rozmanité
fyzikélni, chemické 1 mechanické vlastnosti [6], nizkd cena, snadna vyrobitelnost [7]
1 zpracovatelnost a nizky koeficient tfeni [9]. Nedostatkem zde je zejména maléd pevnost

¢i riziko mozné unavy materialu [22]. U nékterych aplikaci 1 absence bioaktivity [9].
V zévislosti na zplisobu vzniku rozdélujeme polymery na ptirodni a syntetické.
a) Prirodni polymery

Pfirodni polymery se Casto vyuzivaji jako nosi¢e pro bunky ¢i bioaktivni molekuly.
Z hlediska vlastnosti je zde zasadni jejich schopnost biologicky rozpoznavat interakce
receptor-ligand, proteolyza, netoxicita a zna¢na podobnost télu pfirozenym materialim.
Komplikace vSak muze zptisobit jejich nachylnost k denaturaci ¢i rozkladu pti jejich
vystaveni niz§im teplotdm [7]. Sjejich aplikaci se lze setkat zejména u tkanového
inZenyrstvi, kde se vyuziva jejich schopnost urychlovat regeneraci tkani,
dale pak ve farmacii pii zajiStovani dodavek ucinnych latek na specifickd mista v téle
nebo pii vyrobé kompozitl, kde se vyuzivaji predev§im jejich kombinace s biosklem nebo
keramickou vyztuzi [9]. Jako zastupce lze uvést chitosan [3; 7], celulozu, elastin, kolagen,

fibrin, zelatinu, kyselinu hyalurovou [7], karagen ¢i alginat [3].
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b) Syntetické polymery

Druhou skupinu piedstavuji syntetické polymery, které se na rozdil od ptirodnich vyznacuji
snaz$i opracovatelnosti, ptizptisobitelnosti vlastnosti pozadovanému ucelu nebo moznosti
velkovyroby, a to i pii nizkych nakladech. Oproti piirodnim jsou ale méné biologicky
kompatibilni a u n¢kterych druht hrozi jejich nahromadéni se v téle, coz mize nasledné vést
ke vzniku zanétlivych reakci [7]. Pfikladem mohou byt naptiklad akryly, polyetylén,
polyestery ¢i polyamidy [3]. Pro medicinské ucely se nejcastéji pouziva PE
(polyetylen), PET (polyetylentereftalat), PTFE (polytetrafluoretylen), PU (polyuretan)
a POM (polyoxymethylen) [7].

Dalsi skupinu tvofii tzv. biodegradabilnimi polymery, jejichz degradace je v organismu
zaloZena na hydrolytickém Stépeni vyskytujicich se esterovych vazeb. Pro ptiklad 1ze uvést
napiiklad kyselinu polymlécnou (PLA), ze které se nasledné stavad kyselina mlécna,
jenz se v organismu bézn¢ vyskytuje, nebo kyselina polyglykolovd (PGA), z niz vznika
kyselina glykolova, ktera nasledné vstupuje do citratového cyklu, ptipadné je vylucovana

spolu s moc¢i [3].

Specifickou skupinou jsou hydrogely, pro které je typicka piedevsim schopnost absorpce
okolni tekutiny a nasledné zvétSeni jejich objemu, propustnost pro kyslik a téméf zadna
zanétliva odpoveéd’ ¢i reakce organismu po jejich implantaci. Jejich piivod mtze byt jak
z ptirodnich, tak 1 syntetickych polymert, pficemZz se kazdy druh vyznacuje
jinymi vlastnostmi. Pro pfirodni hydrogely je typicka snazS§i biodegradovatelnost,
naopak u syntetickych lze najit vétsi flexibilitu, absorpci vody 1 rychlejsi proces rozkladu.
Nejcastéji se s nimi 1ze setkat u kontaktnich ¢i nitroocnich ¢ocek nebo v oblasti regenerativni

mediciny pfi adhezi bunck, bunééné migrace nebo diferenciace [22].

1.3.2 Keramické biomaterialy

Dal8im velmi ¢asto pouzivanym materidlem v oblasti Iékafstvi je keramika, kterou 1ze pouZit
jak samostatné, tak 1 v kombinaci s jinym materidlem, kdy poté€ jiz mluvime o tzv. kompozitu
[9]. Keramika nachdzi vyuziti zejména pii vyrobé dentdlnich nahrad [22] nebo nejriznéjsich
ortopedickych implantatd, kdy mize byt keramicky material pouZit i jako tenkd povrchova

vrstva na jinak kovovém implantatu nebo jako kompozitni plnivo [9].

Mezi vyhody patfi vyrazna pevnost v tlaku, vysokd tvrdost, znafna rezistence

vuci degradaci (vEetné odolnosti vii¢i vzniku koroze 1 opotiebeni materilil) a podobnost jeji
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chemické struktury s kostni tkéni. Z nevyhod je zasadni piedevSim jejich kiehkost,

kviili cemuz se mohou aplikovat pouze na mista, kterd nebudou pfili§ zatézovana [9; 22].

Keramické biomaterialy mizeme rozdélit podle jejich plisobeni v organismu na bioinertni
(alumina, zirkonia), bioaktivni (sklokeramika, biosklo, hydroxyapatitt) a biologicky

rozloZitelnou (fosforeCnan vapenaty) [3; 9].

1.3.3 Kovové biomaterialy

Setkat se 1ze 1 s biomaterialy na bazi kovii ¢i jejich slitin, a to zejména diky jejich velmi
dobré¢ elektrické i tepelné vodivosti nebo vynikajicim mechanickym vlastnostem. Naopak,

vyroba oproti napiiklad polymernim biomaterialiim [23].

Vyuziti nachdzeji hlavné v oblasti kostnich implantatii, kde se mohou uplatiiovat
jak pfi fixacich zlomenin jako drobné dréty, Srouby ¢i desticky, tak v rdmci kloubnich protéz,
které mohou byt ¢asteéné i kompletni [3]. Kromé toho se vyuzivaji i jako cévni stenty, vodici

draty katetri nebo zubni implantaty [1].

Materialové se 1ze nejcastéji setkat s titanem a jeho slitinami, nerezovou oceli nebo slitinami

Co-Cr [24].

1.3.4 Kompozitni biomaterialy

V ptipad€ spojeni minimalné dvou materialii s rozliSitelnou strukturou alespon na atomarni
urovni mluvime o tzv. kompozitu [4]. Jejich hlavni vyhodou je kombinace vlastnosti obou/
vice materiali, diky ¢emuz disponuje vysledny material lepSimi mechanickymi, fyzikalnimi
nez pii zpracovani jednoho materidlu [4]. NejCastéji se lze setkat s kombinaci biosklo-
polymer, keramika-polymer a hydroxyapatit-resorbovatelna matrice [3] a nalézt je lze

napiiklad u kostniho cementu ¢i zubni pryskyftice [3; 9].
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2 MATERIALOVY TISK

Ptestoze je oblast materidlového tisku pomérné znamou oblasti, ne tak casto se mluvi
0 moznosti jeho vyuziti u nejriaznéjSich bioaplikaci. Jelikoz je ale i tato oblast velmi Siroka,
bude se prace zabyvat pouze metodami vhodnymi pro piipravu tenkych vrstev majici
tloustku pohybujici se mezi n€kolika nanometry az stovkami mikrometrt [25; 26].
Pro ptehlednost budou metody rozdéleny do tifi skupin, a to na metody zalozené
na materialové extruzi, laserové technologii a tryskani materialu, kde bude pozornost
vénovana biotisku na bazi kapicek, zejména pak inkoustovému tisku, ktery je s ptipravou

tenkych vrstev nejcastéji spojovan.

2.1 Metody zaloZené na materialové extruzi

Prvni kategorii materialové tisku, se kterou se lze v oblasti bioaplikaci setkat, jsou metody
zaloZzené na extruzi materidlu [27], pfi kterych dochazi ke kontinudlnimu vytlaCovani
valcového vldkna bioinkoustu mikrotryskami. Mezi hlavni vyhody patii tisk rtzné
viskéznich (predevsim vsak viskdznéjsich) bioinkoustli, moznost zakomponovat do procesu
tisku chemické ¢i svételné sitovani, aplikovatelnost na vétSinu hydrogeli a cenova

dostupnost. Nedostatky zpisobuje predevSim pfitomné mechanické namahéni bunék,

coz muze vést ke snizeni jejich zivotaschopnosti. [28]

Na Obrazku 1 je znazornén prubéh tisku hydrogelu s enkapsulovanymi Zivymi ¢i funkénimi

buitkami pomoci EBB metody (biotisk na bazi extruze) [29].

FAZE 1: aplikace vn&jsi sily

BUNKY
HYDROGEL

5 . . FAZE 4: vysledny tvar
FAZE 2: formovani filamentu

FAZE 3: nanaeni filamentu po jednotlivych [~
vrstvich do poZadovaného tvaru

Obrazek 1 — Jednotlivé faze pritbéhu tisku na bazi extruze (prevzato a upraveno z [29])
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Vzhledem k zaméteni prace zde bude zminéna pouze jedna metoda, a to EBB.
Biotisk na bazi extruze

Velmi rozsifenou technologii je biotisk na bazi extruze (EBB), oznaCovana také jako

mikroextruze [27].

Za jeji oblibenosti stoji pfedevSim moznost tisku hydrogelt i s vysokou viskozitou
(od 30x10” mPa-s do 36x10” mPa-s) a vysokou hustotou bun&k (nad 108-10° bun&k/ml) [30].
Vzdy je ale nutné, aby byl material v kapalné fazi, v opaéném ptipadé¢ by mohlo dojit
k ucpani davkovaci trysky nebo by nemusel byt bioinkoust viibec tisknutelny. Jeho viskozitu
je vSak mozné ovlivnit béhem jeho zpracovani teplotnimi zménami nebo upravou
smykového napéti [27]. Soucasné se jedna i o cenoveé dostupnou metodu, kterou je mozné
pouzit pro velké mnoZzstvi riznych materialt. Z hlediska ptipravy tenkych vrstev je zde
ale urcitym nedostatkem moznost tisku v rozliSeni az od 200 um [29; 30], coZ nemusi byt
pro nékteré aplikace dostateéné piesné [29]. Lepsi kvality tisku by mohlo byt dosazeno
pouzitim men$iho priméru davkovaci trysky. Tim by vSak doslo k nariistu smykové sily
atlaku v tisknoucim se materidlu, coz by se ve vysledku mohlo projevit niZsi

zivotaschopnosti bunék [27].

S jejim vyuzitim se Ize setkat naptiklad pii tisku chrupavcitych tkani pomoci chondrocyta

[30].

Setkat se zde Ize s n€kolika typy, které se vzajemné odliSuji zptisobem, jakym je material

do trysky davkovan (viz Obrazek 2) [27; 31].

TLAK VZDUCHU

{

SROUBOVA
KONSTRUKCE
PIST

BIO-
INKOUST

BIOINKOUST

TRYSKA .

PNEUMATICKE DAVKOVANI PISTOVE DAVKOVANI SNEKOVE DAVKOVANI

SUBSTRAT SUBSTRAT

Obrazek 2 — Princip EBB tisku (prevzato a upraveno z [31])
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a) pneumatické davkovani

Prvni druhem je pneumatické davkovani, u kterého se vyuziva sila stlacené¢ho vzduchu [28].
Ten vSak musi byt sterilizovany, jelikoz by jinak mohlo dojit ke kontaminaci materialu.
K tomu se vyuzivaji rizné filtry nasazené na vzduchové Cerpadlo [31]. S touto metodou
se lze setkat ve dvou variantdich — bez ¢i s pouzitim ventilu, coz se ve vysledku projevi
na dosazeném rozliSeni, kdy je v pfipad¢ jeho pouziti znaéné vyssi [27]. Z hlediska
tisknutelné viskozity bioinkoustu je zde pomérné velké rozpéti, jelikoz je mozné podle

potfeby ménit tlak stlaceného vzduchu [28].
b) mechanické davkovani — pistové, Snekové

Mechanické davkovani lze dale rozdélit podle druhu pohonu na pistové nebo Snekové,
avsak existuje 1 nékolik vyzkumd, v nichz se pracovalo se zatizenimi kombinujici oba typy
[28; 32]. Oba druhy jsou vzhledem k jejich konstrukei schopné pracovat i s viskdzngj$imi
latkami [27; 31], coz s sebou nese i zna¢nou nevyhodu, kdy vlivem vyskytu vyssi normalové
a smykové sily dochazi k poskozovani bun¢k nachazejici se ve vytlacovaném materialu [27].
Jedna se vSak o levngj$i variantu, u které neni nutné fesit sterilizaci stlateného vzduchu
aumoziiuje mit 1 lepsi kontrolu nad umistovanim tisknouciho se vlakna bioinkoustu,

nez jak je tomu v pfipad¢ pneumatického systému [28].

2.2 Metody zaloZené na laserové technologii

Metody vyuZivajici pro realizaci tisku rizné laserové technologie, je mozné rozdé¢lit na tii
druhy — selektivni laserové slinovani (SLS), stereolitografie (SLA) a laserové asistovany

biotisk (LAB) [27; 33]. Principy metod SLS a SLA jsou zndzornény na Obrazku 3.

A) SLS B) SLA

LASER

LASEROVY PAPRSEK
\ POVRCH PRASKU
e TVAROVANA POSUN
POSUN MATERIALU //smumun A (0sa z)

/ TEKUTY MATERIAL
PRASKOVY /
MATERIAL

» ” m|

PLATFORMA 7
POSUN POSUN
(osa z) (osa z)

Obrazek 3 — Princip metody SLS a SLA (prevzato a upraveno z [33])
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2.2.1 Selektivni laserové slinovani

Technologie selektivniho laserového slinovani (SLS), jedna z nejvyuzivanéjSich metod
praskové loze (PBF) [34], pracuje s praskovym materidlem, ktery je zahfivan a nasledné
slinovan (spékan) pomoci laserového paprsku [35]. Princip zde spociva v laserovém
skenovani a zahtivani povrchu zéasobniku obsahujici prasek a nasledného mechanického
spojeni ¢astic praSku v ozarenych bodech. Platforma se poté posune o tloustku vrstvy doli,
¢imz je predesla vrstva opét zasypana praskem a postup se opakuje, ¢imz dojde k nataveni

nove vrstvy [36; 37].

Materialové je takto mozné zpracovavat jak polymery, tak i kovy ¢i keramiku [35; 36; 38].
Ve vsech pripadech je vSak pro pozadované kone¢né vlastnost zasadni velikost ¢astic prasku,
pficemz se zde jako optimélni rozmezi uvadi od 10 do 150 pum [27]. Pfesnost tisku je kromé
velikosti ¢astic [36] ovlivnéna 1 intenzitou priniku a priméru laserového paprsku,
vzdalenosti povrchu od laserového zdroje a rychlosti skenovani a velikosti skenované plochy
[37]. Na finalni vlastnosti ma vliv i rovnomérnost distribuce jednotlivych ¢astic materialu
a zvolené procesni parametry, jako je naptiklad tlouStka jednotlivych vrstev ¢i teplota.
Parametry tisku maji zna¢ny vliv 1 na vznik pdérovitosti, coZ je vlastnost, ktera je u tkdniového
inzenyrstvi klicova. Jeji vyskyt zalezi na rychlosti laserového skenovéani a na tloustce

jednotlivych vrstev [27].

SLS technologie se v oblasti materidlového tisku tenkych vrstev vyuziva pii piipravé
scaffoldi pro tkanové inZenyrstvi [36; 38]. Konkrétnimi piiklady jsou porézni titanové
scaffoldy vyuZivanych u kostnich implantati [39] nebo tkanové polymerni ¢i kompozitni
scaffoldy [38]. Témi se zabyval naptiklad Tan et al. [40], ktefi v rdmci jejich vyzkumu
zkombinovali polyetherketon s hydroxyapatitem. Z vyuZitelnych pfirodnich materialt
jemozné zminit napiiklad celulézu, ze syntetickych potom polykaprolakton (PCL)
nebo ultravysokomolekularni polyethylen (UHMWPE). Setkat se 1ze i s tiskem praskovitych
keramickych materidlii jako jsou hydroxyapaptit nebo kiemicitan vapenaty, nebo kovovych,

mezi jejichz zastupce patfi titan nebo tantal, a to vcetné jejich slitin [27; 34].

Obdobnou metodou je povrchové  selektivni  laserové  slinovani  (SSLS),
které se od klasického SLS li§i slinovanim polymernich mikrocastic a tavenim pouze
nejsvrchngj§i  vrstvy. Uplatnéni nachazi ptredevSim v oblasti vyzkumu bunéénych
a tkdnovych reakci, na zakladé kterych je mozné optimalizovat materidly pro konkrétni

aplikace v tkanovém inzenyrstvi [41].
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2.2.2 Stereolitografie

V oblasti biotisku se stereolitografie (SLA) vyuziva zejména pro svou schopnost tisknout
ve velmi vysokém rozliSeni (Bhattacharryya et al. [42] 1 Keriquel et al. [43] uvadi,
ze disponuje nejvysSim rozliSenim a moznosti nejptesnéjSiho tisku), coZ mimo jiné
umoznuje vytvaret scaffoldy pro tkdfiovou regeneraci i se slozitou strukturou ¢i porovitosti
[32]. Problémy vSak zpiisobuje pfitomné UV zafeni, které se pro vytvrzovani jednotlivych
vrstev pouziva [27; 44]. Jeho vlivem totiz dochazi k poskozovani bun¢k, coz miize vést
az k jejich naprostému zbaveni zivotaschopnosti. Moznosti by tedy bylo nahrazeni
UV zéfeni naptiklad pro buiiky neskodnym viditelnym svétlem, coz v roce 2015 zkoumal
Wang et al. [45]. Vysledkem byla metoda, pomoci které je mozné vytvaret pozadované
struktury o rozliSeni 50 um pii zachovani Zivotaschopnosti u 85 % bun¢k po dobu minimalné
5 dni. Urcité problémy zde vSak zpisobuje pouze omezené mnozstvi vhodnych

biomateriald, které by bylo mozné touto metodou zpracovavat [27].

Tisk probiha pomoci UV laseru pracujicim na zaklad¢ predem vytvotreného algoritmu,
na zéklad¢ kterého dochazi k naskenovani vzoru na povrch zasobniku obsahujici kapalny
bioinkoust a jeho nasledného ozéfeni UV laserem ptes zrcadlo umoziujici korigovat misto
jeho dopadu. Nasledné¢ dojde k zahdjeni sitovani a ztuhnuti bioikoustu v ozafenych mistech.
Zasobnik se nasledné posune o tloustku vrstvy nahoru/dolt (zélezi na provedeni tiskarny)
a cely postup se opakuje az do vytvoteni pozadované struktury [27; 32]. Konecné vlastnosti
vytisku zélezi zejména na rychlosti skenovani, intenzité laserového paprsku, dobé, po kterou

byla kapalna smés laseru vystavena, dob€ vytvrzovani a zvoleném rozliseni tisku [27; 32].

2.2.3 Laserové asistovany biotisk

Laserov¢ asistovany biotisk (LAB) je metoda, ktera se diive vyuzivala pii vyrobé kovi
(pro pocitatové Cipy, rezistory a jiné), ovSem v soucasné chvili je jeji hlavni vyuziti

sméfovano do oblasti biotisku [27; 28; 46].

Zasadnim rozdilem oproti pfedchozim metodam je moZznost velmi pfesného bezkontaktniho
a beztryskového tisku, coZ napomahd eliminovat rizika jako je kontaminace materidlu
nebo ucpani trysek [28; 47]. Kromé toho zde nedochdzi k mechanickému namdahani
tisknoucich se bungk, jejichz zivotaschopnost piesahuje 95 % [28]. Déle je schopen velmi
piesného tisku s kontrolovatelnou hustotou bunék (10% bungk/ml) a viskozitou od 1 mPa-s
do 300 mPa-s [48; 49], a to 1 bez mechanického namdhani bun¢k [46], reprodukovatelnost

tisténych vzorti a potencialné by ho kromé in vitro bylo mozné vyuzit iin vivo [50].
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Tisknutelné rozliseni se zde pohybuje od 10 do 100 um [46; 49]. K jejim nevyhodam patii
zejména nedostatek informaci ohledné potenciondlnich nezadoucich ucinkti pouzivaného
laserového paprsku na tisknouci se buiiky [27], nutnost hlubSich znalosti pro ovladani
tiskarny a vysoké vyrobni néklady, coz vede k omezenému vyzkumu jejiho mozného vyuziti

1 vyvoje novych tiskaren na principu LAB [28].

S jejim vyuzitim se lze v oblasti materidlového tisku tenkych vrstev setkat pii vyrobé
bionsezorti na bazi bun¢k nebo pfi vyzkumu bunécnych interakci. Znacny potencial
vSak maji i v ramci tkdnového inZenyrstvi a regenerativni mediciny [50], kde byly pomoci
této metody pripraveny napiiklad autologni Stépy bez vyuziti scaffoldi nebo vytisknuty
lidské dermalni fibroblasty, bumniky rakoviny prsu, krysi nervové kmenové bunky
nebo endotelidlni buniky hovézi plicni tepny [47]. Guillotin et al. [51] prezentovali moZznost
ptesnosti tisku LAB metody v mikro-méfitkovém rozliSeni i1 s vysokou hustotou bunck,

coz umoznuje vytvaret struktury velmi podobné ptirozenym tkanim.

Princip tisku (viz Obrazek 4) je zalozen na nasmérovani laserového paprsku na tenky kovovy
film (zlato, titan) kryjici vrstvu slozenou ze sklenéného ¢i kiemenného nosice a vrstvy
bioinkoustu. Vlivem plisobeni laseru dojde k lokélnimu zahtati kovového filmu, vytvoteni
kapky bioinkoustu, kterda nasledn¢ pada na substrat, kde se timto zplsobem vytvaii

pozadovany vzor [27;43; 46; 47].

SKENOVACI ZRCADLO

ZAOSTROVACH COCKA ——>

ZLATA ABSORPCNI
VRSTVA

BIOINKOUST ="

KAPKA BIOINKOUSTU

Q @ SUBSTRAT

Obrazek 4 — Princip technologie LAB (prevzato a upraveno z [43])

Na zéakladé€ pouzité technologie pfi tisku je LAB moZné dale dé€lit na laserem indukovany

dopredny prenos (LIFT) a piimé navadéni laserem (LG DW).
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U metody LIFT je podle pfitomné dodatecné absorpéni vrstvy mozné 1ze rozeznavat metodu
modifikovany laserem indukovany dopredny prenos (AFA-LIFT) nejCastéji vyuzivajici
kovovy film s tloustkou mezi 50 a 100 nm, déle biologické laserové zpracovani (BioLP)
s UV pruhlednou (transparentni) vrstvou a matricové pulzni laserové odparovani (MAPLE

DW) pracujici s bio-polymernim materidlem [27].

Mirn¢ odlisnou technologii je LG DW, kterd spocivd ve vzniku laserového paprsku
na zakladé¢ rozptylu svétla na pfitomnych mikrocasticich, coz umoziuje vznaSeni
se jednotlivych kapic¢ek materialu. Urcitou vyhodou je zde pouzivani slabé zaostfené¢ho

paprsku nizkoenergetického zateni, jehoz vinova délka dosahuje hodnot kolem 800 nm [27].

2.3 Metody zaloZené na tryskani materialu

Dalsi skupinu tvoii metody, které pro realizaci tisku vyuzivaji tryskani velmi malého
mnozstvi materidlu ve formé kapicek. Vzhledem ke zplsobu depozice (tryskani),
se u téchto metod vyuzivaji hlavné nizko-viskozni ¢i kapalné polymerni roztoky,
ptipadné disperze [27; 52]. Pro oblast biotisku je zasadni tzv. biotisk na bazi kapicek [27],
kterym se bude prace déle zabyvat [49].

Biotisk na bazi kapicek je typ bezkontaktniho tisku, pfi kterém se jednotlivé vrstvy materialu
tvofi na zakladé vypuzovani malych kapek (o objemu od 10 pl do 80 pl [53]) tryskou
na substrat [27]. Vzhledem ke své jednoduchosti, univerzalnosti, rychlosti tisku a moznosti
pfesné kontroly nad umistovanim tisknoucich se biologickych latek (napt. Zivych bunek,

rustovych faktorti, gend, 1é¢iv ¢i biomaterialil) je jeji pouziti ¢im dal Sirsi a Cast&jsi [54].

Rozd¢leni metod biotisku na bazi kapicek znazoriuje Obrazek 5.
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Obrazek 5 — Schéma rozdéleni biotisku na bazi kapicek (vlastni zpracovani)
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2.3.1 Inkoustovy biotisk

Inkoustovy biotisk (IJP) je metoda, ktera byla pro bunécny tisk patentovana v roce 2003 [27;
55] a od té doby se lze v této oblasti setkat s mnohymi inovacemi, a to jak v oblasti metod
tisknuti, tak 1 samotnych vyuzitelnych materialti [27]. Jeji princip vychazi z klasickych
2D inkoustovych tiskaren [27; 52; 55; 56], které pouzivaji inkoust velikostné velmi podobny
biologickym latkam, s nimiz se v ramci inkoustového tisku pracuje [55]. Poprvé byla
moznost jejich tisku vyuzita Robertem J. Klebem vroce 1988, kdy pouzil termalni
inkoustovou tiskarnu pro vzorovani kolagenu a fibronektinu, na ¢emz nésledné zkoumal

bunéénou adhezi k substratu [56].

Tisk je realizovan pomoci malych kapic¢ek bioinkoustu, které jsou vytlacovany z tiskové
hlavy [27], a to na zdkladé& tfi nastavitelnych impulz — napéti, délka impulzu a frekvence,
které ovliviiuji objem vytlacované kapky [52]. Cely proces tisku je monitorovan pomoci

kamer, coz vyrazné napomaha kontrole velikosti a umistovani tisknoucich se kapek [53].

Vyhody metody spocivaji predevsim v rychlosti tisku, vysokém rozliSeni [49],
zivotaschopnosti bunék [27], malé spotfebé materidlu, moznosti plné automatizované¢ho
tisku [57] a schopnosti tisku pomoci nékolika tiskovych hlav s riznymi bioinkousty
najednou [58]. Naopak mezi nejveétsi omezeni lze zatadit moznost vyuziti pouze nizko-
viskoznich systémii, kdy se doporucuje pracovat se systémy s viskozitou pouze do 10 mPa-s
[49], vysoké naklady na potizeni novych néaplni, které jsou ve vétsing ptipadu jednorazoveé,
a nutnost pouziti vhodnych rozpoustédel, pfi¢emz se jejich viskozita i koncentrace lisi
v zavislosti na dané aplikaci. Jejich spravna volba vSak zamezuje ucpani trysky a soucasné
1ovliviiuje let kapicky bioinkoustu 1 jeji naslednou interakci s povrchem substratu

(naptiklad aby nedoslo k jejimu rozteceni) [59].

Vyuziti metody zahrnuje zejména piipravu kostnich, chrupavcitych, srde¢nich, koznich [27]
¢i nervovych tkani [27; 57] v rdmci regenerativni mediciny, dale ale 1 v oblasti syntetické

biologie ¢i vyzkumu rakoviny [52], kde se velmi Casto pracuje s HeLa bunikami [57].
Inkoustovy biotisk je dale mozné rozdélit na kentinudlni (Cl)) atzv. drop-on-demand
(DOD), coz lze ptelozit jako kapicka na vyzadani [27], ktery se na zédkladé zplsobu
vytlacovani kapky déle déli na termicky, piezoelektricky a elektrostaticky [54].
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Jejich princip je znazornén na Obrazku 6, kde je pro porovnani soucasné uveden i elektro-

hydrodynamicky typ.

I % j,,_q

T KAPKA
BIOINKOUST
L " BIOINKOUSTU

\ TERMICKY TYP PIEZOELEKTRICKY TYP

%{/r

>

KONTINUALNI TYP ELEKTROSTATICKY TYP  ELEKRO-HYDRODYNAMICKY TYP

Obrazek 6 — Princip kontinudlniho, drop-on-demand a elektro-hydrodynamického typu
inkoustového tisku (prevzato a upraveno z [54])

2.3.1.1 Kontinudlni typ

Kontinualni typ pracuje na principu vypuzovani kontinualniho proudu kapicek bioinkoustu
(obvykle z elektricky vodivého materidlu), pfi€emZ se pro fizeni jejich pohybu vyuZziva
elektrické nebo magnetické pole. Pfi jeho vyuziti v oblasti bioaplikaci se lze setkat
s problémy souvisejici s potencidlni kontaminaci cirkulujiciho bioinkoustu a nutnosti
vyhazovat nespotifebované kazety bioinkoustu [31], coZ v kombinaci s nemoznou kontrolou
nad pfesnymi rozméry kapic¢ek a neschopnosti zajistit ustdleny proud, zpusobuje,

Ze se Castéji vyuziva spiSe druhd varianta, tedy tzv. drop-on-demand metoda [27].

2.3.1.2 Metoda drop-on-demand

U metody drop-on-demand je dana kapicka materialu vypuzena na zéklad¢ dodani urcitého
impulzu [52] nebo po vyvolani jiného mechanismu. Oproti kontinudlnimu typu je zde moZna
presnéjsi kontrola velikosti [27] (objemové v rozmezi od 1 do 100 pl a primérove
25 a7 30 pm [52]) a umisténi jednotlivych kapek bioinkoustu [27; 31], kdy dojde k jejimu
vytvofeni a vypuzeni az po presunuti trysky nad pozadované misto [31]. Charakteristicka
je zde jednoduchost a rychlost tisku (v zavislosti od tisténého motivu), kdy se frekvence

vystielovani jednotlivych kapek mlze pohybovat od 1 az do 100 000 za sekundu [52].
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Tisk je mozné realizovat na sklicka, kultivaéni desky, 3D scaffoldy, ale i do hydrogeli
nebo kapalin, pfiCemz z materidll se lze setkat napiiklad s nizko-viskdznimi roztoky

alginatu, kolagenu, zelatiny nebo fibrinu. [52]

Podle principu vytlacovani kapicky bioinkoustu z tiskové hlavy (aktuatoru) rozliSujeme
tfi rizné technologie tisku — termicky, piezoelektricky a elektrostaticky [27; 31],

pfiCemz se lze nejcastéji setkat s prvnimi dvéma [52].

U termické (jinak oznaCované také jako tepelné) metody dochazi k zahtivani bioinkoustu,
pficemz se mize jeho teplota kratkodobé pohybovat az v rozmezi od 200 do 300 °C.
Jelikoz je ale témto teplotdm vystaven pouze na nékolik mikrosekund, dochazi
jen k minimalnimu poskozeni bunék, které vyrazné€ neovliviiuje jejich zivotaschopnost [27].
Spolu se zahtivanim materialu dochézi k jeho odpatovani a vzniku bublin, které se postupné
rozpinaji a piekondvaji povrchové napéti bioinkoustu nachdzejicimu se na Spicce trysky

az do mementu, kdy dojde k vytlaceni kapicky [27; 52; 53].

Zmény napéti zpusobujici pruzné deformace v piezoelektrickém typu materidlu vyuziva
piezoelektricka metoda. K jejim vyhoddm patii pomérné snadné ovlivnéni jak velikosti
kapicek, k ¢emuz se vyuziva uprava miry deformace piezoelektrického prvku umisténého
na zdi kanalku, tak 1 jejich tvaru a rychlosti pomoci zmény velikosti napéti na tryskach, jenz
na dany materidl ptisobi. Dalsi vyhoda metody zahrnuje moznost vytvaret velmi presné

vzory s vysokym rozliSenim 1 pomoci Zivych bunék. [27; 52; 53]

Posledni variantou je elektrostaticka metoda, u které se pracuje s vysokym napétim
nachazejicim se na vychylujici se desti¢ce. Ta vlivem plsobeni rizné velkého napéti a jejiho

naklonéni zpiisobuje vytlaceni kapicky bioinkoustu [27].

2.3.2 Elektro-hydrodynamicky biotisk

Pienos materidlu na substrat pomoci elektrického pole vyuziva tzv. elektro-hydrodynamicky
tryskovy biotisk (EHD). Jeho princip je zalozen na odlisnych elektrickych potencidlech
mezi tryskou (kladn€ nabitd) a substratem (uzemnéna elektroda), kdy dojde vlivem plisobeni
napéti v rozsahu mezi 0,5 kV a 20 kV k vypuzeni kapicky bioinkoustu, pficemz je nutno

prekonat visko-elasti¢nost a povrchové napéti bioinkoustu. [27]

K vyhoddm této metody patii pifedevsim Siroky rozsah mozné velikosti vypuzovanych
kapicek bioinkoustu, které¢ se tadov€ pohybuji mezi mikrometry az nanometry,

coz ve vysledku umoznuje vytvaret vzory o rozlisSeni kolem 100 nm. Z hlediska komplikaci
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vvvvvv

pouzivaného vysokého napéti a urcitd nepiesnost tisku. [27]

2.3.3 AKkusticky biotisk
Akusticky biotisk funguje na zdkladé¢ generovani povrchovych akustickych vin, vlivem
jejichz plisobeni dojde k prekonani povrchového napéti a nasledného vypuzeni kapicky

bioinkoustu ze Spicky trysky [60]. Jeho princip je zndzornén na Obrazku 7.

AKUSTICKY  ZASOBNIK <
N POHON  NA BIOINKOUST

MiSTO PRO PLNENi TG »
BIOINKOUSTEM - - s

KAPICKA -
BIOINKOUSTU -

Obrazek 7 — Princip akustického biotisku (prevzato a upraveno z [54])

Z vlastnosti je zde dulezitd zejména vysoka rychlost tisku (az 100 000 kapicek za sekundu),
rozlieni kolem 40 um, Zivotaschopnost vytisténych bun¢k ptes 90 % (zalezi na velikosti
pouzitych akustickych vliv) a tisknuti i bez ptsobeni potencionalné ni¢ivého vysokého tepla,
tlaku, napéti [27] €1 vysokého smykového naméhani. Kvalita tisku je zde odvislé od stability
vytvafenych akustickych vin a velikost kapek od periody pulzl jednotlivych vin spolu

s koncentraci bunék [60].

2.3.4 Mikro-ventilovy biotisk

Mikro-ventilovy (pneumaticky) biotisk vyuZzivd elektromechanické mikro-ventily,
kdy dochézi vlivem jejich otevirani a zavirani k vypuzovani jednotlivych kapicek ioinkoustu
[27]. Vzhledem k mozné sedimentaci bun€k a ndsledného ucpani mikro-ventilu je nutné

dodrzet pozadavek na maximalni hustoty bunék 10° bun&k v 1 ml [48].

Princip mikro-ventilového tisku je zndzornén na Obréazku 8.
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Obrazek 8 — Schéma mikro-ventilového tisku (prevzato a upraveno z [54])

2.3.5 Srovnani metod materialového tisku na bazi kapicek
charakteristickych vlastnosti jako je rozliSeni, viskozita inkoustl a zivotaschopnost bun¢k.

Tabulka 1 — Porovnani zakladnich viastnosti biotisku na bazi kapicek (prevzato z [48; 60])

ROZLISENI  VISKOZITA BIOINKOUSTU ZIVOTASCHOPNOST

METODA
(pm) (mPa-s) BUNEK
INKOUSTOVY 10-50 <10 >85%
ELEKTRO-
> 2000 nizka 2-1000
HYDRODYNAMICKY
AKUSTICKY 3-200 1-10000 90 %
MIKROVENTILOVY > 150 1-70 <90 %
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Tabulka 2 porovnava vyhody a nevyhody jednotlivych metod biotisku na bazi kapicek.

Tabulka 2 — Porovnani vyhod a nevyhod jednotlivych metod biotisku na bazi kapicek

(prevzato z [54])
METODA VYHODY NEVYHODY
- mozn¢ ucpavani trysky
- vhodné pouze pro urcité
lovnd druhy bunék
TERMALNI DOD - levne -y A ey
+ ‘ - mechanické namahani bunék
- vhodné pro studie _
ELEKTROSTATICKY ) ) (u termélniho i tepelné)
DOD proveditelnosti .
- obtizné Cisténi
- omezeny rozsah otvort
- pouze vicetryskové kazety
- kontrola nad rozméry kapky o
) ) - ucpavani trysek
- kontrola mista depozice ) )
_ - mechanické namahani bun¢k
. - Siroky vybér praméra trysek
PIEZOELEKTRICKY - - vyrobeno ze skla, coZ neni
DOD - moznost 1 jednotryskovych
vhodné pro n¢které druhy
kazet o . '
L bioinkoustli (napft. fibrinogen)
- moznost Cisténi
- kapky mensi neZ primér - drahé
trysek - nedostupné kompletni
- nizké mechanické namdhani  systémy
ELEKTRO-
HYDRODYNAMICKY  buné¢k - nebezpecné pro obsluhu
- neni nutnd vysoka viskozita - nemoznost tisku po
bioinkoustu jednotlivych kapkach
' - nutnost viskoznich
- bez mechanického namahani o
5 bioinkoustil
AKUSTICKY  bunék , ,
) - nedostupné kompletni
- snadné )
systemy
- levné - vyrazné vetsi priméry kapek

MIKRO-VENTILOVY

- moznost ¢isténi

- vymeénitelné trysky

neZ ma otvor trysky

- smykové namahani bunck
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2.4 Srovnani metod materialového tisku

V Tabulce 3 jsou uvedeny vyhody a nevyhody jednotlivych metod materialového tisku.

Tabulka 3 — Srovnani metod materidlove tisku [49; 61, 62]

MATERIAL VYHODY NEVYHODY

- vysoka hustota bunék - nizké rozliseni tisku
] .- vysoka viskozita bioinkoustu - nepiesny tisk
MATERIALOVA

EXTRUZE - moznost tisku 1 vice tryskami - pomala rychlost tisku

s pouzitim riznych biomateridlli - nizsi Zivotaschopnost bun¢k
. SLS + SLA

- bezkontaktni tisk

_ ‘ - poskozeni bun¢k UV zafenim
- vysoké rozliSeni a presnost tisku ‘
‘ - cytotoxické
- moznost tisku vysoké hustoty

LASEROVE  pundk

TECHNOLOGIE . bioinkoustt
- vysoka rychlost tisku
LAB

- omezeny vybér vhodnych

- dobréa zivotaschopnost bun¢k

(u LAB vysoké —nad 95 %)

- ¢asove narocné

- drahé
- bezkontaktni tisk
BIOTISK - pfesna depozice kapek - nizka hustota bun€k
A BAZI Jay v f 1. . ..
NA B2 - vysoka Zivotaschopnost bun€k - nizka viskozita bioinkoustu
KAPICEK
- vysoka rychlost tisku

Zakladni parametry nejpouZzivanéjSich metod biotisku pfi pfipravé tenkych vrstev jsou

uvedeny v Tabulce 4.

Tabulka 4 — Zakladni parametry nejpouzivanéjsich metod bitoisku (prevzato z [49])

MATERIALOVA
LIFT INKOUSTOVY TISK
EXTRUZE
VISKOZITA BIOINKOUSTU 30-36x10" mPa's 1-300 mPa-s <10 mPa-s
HUSTOTA BUNEK Vysoka
108 bunék/ml <10° bunék/ml
V BIOINKOUSTU (> 108-10° [30])
ROZLISENI TISKU 200-1000 pm 10-100 um 10-50 pm
RYCHLOST TISKU 700 mm/s — 10 pm/s  200-1600 mm/s 100 000 kapek/s
ZIVOTASCHOPNOST
80-90 % >95% > 85%

BUNEK
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3 BIOINKOUST PRO MATERIALOVY TISK

Biotisk se realizuje pomoci tzv. bioinkoustu piedstavujici smés bun¢k nebo mikro-casti tkani
zabudovanych do tekutého gelového prostiedi, které zde figuruje zejména jako nosi¢ bunék.
Dulezité¢ je, aby kromé strukturadlni podpory vytvatelo i vhodné podminky pro rist,

proliferaci a udrzovani vlhkosti bunék. [58]

Materialy, které je mozné vyuzit v ramci biotisku, je mozné rozd¢lit podle n¢kolika moznych
kategorii. V této praci budou zminéné dvé, a to na zdkladé¢ pivodu, tedy pfirodni
¢i syntetické [63], a zda jsou tisknuty v kombinaci spevnym nosi¢em (scaffoldem)

nebo samostatné [55].
3.1 Déleni podle piivodu

3.1.1 Piirodni biomaterialy

Jak jiZ jejich nazev napovida, pochéazeji ptrevazné z rostlin a Zivocichi [57], z nichZ jsou
nasledné extrahovany pomoci riiznych fyzikalnich ¢i chemickych metod [27]. V souvislosti
s jejich ptivodem disponuji pfirozenou biokompatibilitou [57] a velmi podobnou strukturou
(nepravidelnou a sit'ovitou) jako se nachéazi u pfirozené se vyskytujiciho extracelularniho
matrix, coZ umoziuje jejich tisk spolu s buiikami [64]. Vzhledem k jejich sloZeni jsou
schopny napodobovat i nativni tkdné, a to predev§im jejich biologické a fyziologické
vlastnosti [27], v€etn¢ interakci s okolnimi buitkami [57]. Jejich nevyhodou jsou ale mozné
komplikace béhem jejich tisku zptisobené jejich tendenci se smrstovat ¢i jinak deformovat
a hor$i mechanické vlastnosti, které vSak Ize zlepsit jejich modifikaci, ptipadné¢ vhodnou

kombinaci se syntetickymi biomaterialy. [64].

Na zéklad¢ jejich chemické povahy se daji rozdélit na polysacharidy (napt. alginat, agaréza,
methylceluldza, chitosan, kyselina hyalurova, celuléza), proteiny (napt. dECM, kolagen,
Zelatina, matrigel, fibrin, elastin) [63], glykoproteiny (napf. mucin, lektin, nektin)

a proteoglykany (napft. dekorin, syndekan, versican) [27].

3.1.2 Syntetické biomaterialy

Zpracovani syntetickych materidlii je o néco snaz$i, nez jak je tomu u pfirodnich,
a to zejména diky kombinaci vy$§i mechanické pevnosti [61] a rychlejSimu tuhnuti po jejich
vytisknuti, coZ umozniuje vytvaret i velmi presné struktury [64]. Krom¢ toho 1ze pomérné

snadno upravit jejich fyzikalni vlastnosti podle poZzadavkil konkrétni aplikace [27; 61].
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Naopak ale vyrazné zaostavaji z hlediska bunééné adheze, schopnosti zapouzdieni bunck

[57], nizké imunogenicite, biokompatibilnosti a casto i chybéjici pruznosti [61].

Jako ptiklad lze uvést kyselinu polyakrylatovou (PAA), polykaprolakton (PCL),
polyethylenglykol (PEG), Pluronic FI127, polyhydroxyethylmethakrylat (pHEMA)
nebo polyvinylalkohol (PVA) [63].

3.2 Déleni podle vyuziti scaffoldii pri tisku

vvvvvv

zda se pti biotisku vyuzivaji scaffoldy nebo se tisknou pouze samotné bunky. V prvnim
pfipadé obsahuje bioinkoust kombinaci biomateridlu a enkapsulovanych zivych bunék.
Biomaterialy se nasledné biologicky rozkladaji a pfitomné zapouzdiené bunky postupné
rostou a obsazuji dany prostor, ¢imz se vytvaii pozadované struktury. Druhy piipad vice
pfipomind bézny embryonalni rast bunek, jelikoz se tisknou pouze samotné zivé bunky.
Ty jsou ukladany do specifického uspofadani, v némz nasledn¢ srostou, ¢imz vznikne

funk¢ni tkanova struktura [65; 66].

Schéma rozdé€leni bioinkoustl podle vyuziti scaffoldii pfi tisku znazoriiuje Obrazek 9.
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Obrazek 9 — Délent bioinkoustii na zaklade vyuZiti scaffoldi pri tisku [55; 82]
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3.3 Biomaterialy vyuzZivajici pri tisku scaffoldy

3.3.1 Hydrogely

Prvnim zastupcem skupiny bioinkousti vyuzivajici pii tisku scaffoldy jsou hydrogely,
coz jsou z chemického hlediska zesitované polymerni latky, pficemz mohou byt slozeny
jak z jednoho, tak i n¢kolika monomert soucasné [67]. Podle toho je poté mizeme délit
na homopolymery slozené zjednoho monomeru a heteropolymery obsahujici vice typl

monomeru [68].

3.3.1.1 Mechanismy sitovani hydrogelii

Proces zesitovani mize probihat tiemi riznymi mechanismy — fyzikaln¢€, chemicky
a enzymaticky [55; 68].
a. Fyzikalni sitovani

Fyzikalni sitovani nevyuziva zaddné exogenni c¢inidla, coz u vznikajiciho hydrogelu
eliminuje moznosti kontaminace nebo vzniku toxicity zplisobenou chemikaliemi.
Krom¢ toho se timto zpisobem vytvafi i ptiznivéjsi prostiedi pro bunky, proteiny ¢i jiné
biologické latky, které jsou do hydrogelu nasledné umistény [55]. Naopak maji horsi
mechanické vlastnosti a reaguji na mnoho vnéjSich podnéti, jako je naptiklad teplota, pH,
druh rozpoustédla nebo zmény intenzity iontové sily, coz je déla pomérn¢ nestabilnimi [68].
Proces zesitovani je zde ovlivnén pfedev§im Coulombickymi silami [69], iontovymi
¢i vodikovymi vazbami, hydrofobnimi interakcemi, stereo-komplexaci nebo samo-

skladanim amfifilnich peptida ¢i polymerti do micelarnich struktur [55].

b. Chemickém sitovani
U chemického sitovani dochazi ke vzniku kovalentnich vazeb mezi jednotlivymi
polymernimi fetézci hydrogeld, pficemz se Casto vyuzivaji bud’ exogenni sitovaci ¢inidla,
coz muze vést ke kontaminaci 1 vzniku cytotoxicity [55; 68], nebo mechanismus
fotopolymerace. Na rozdil od hydrogelt pfipravenych pomoci fyzikdlniho sitovani maji

ale mnohem lepsi mechanickou stabilitu [55].
c. Enzymatického sitovani

Pomoci enzymatického sitovani se nejcastéji ptipravuje fibrin skladdajici se z fibrinogenu

atrombinu, pfiemZ trombin pfeménuje fibrinogen na fibrin. Vzhledem k dobré
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cytokompatibilité¢ a bunéné adhezi je fibrin v ramci tkanového inzenyrstvi velmi Casto

vyuzivan jako bioinkoust. [55]

3.3.1.2 Viastnosti

Typickou vlastnosti hydrogelii je schopnost pohlcovat a zadrzovat znacny objem vody
(az tisicinasobek své ptivodni hmotnosti) nebo vysoka propustnost pro kyslik, ziviny a dalsi

ve vodé rozpustné slouceniny [55].

Diky jejich vlastnostem, kterymi se podobaji extracelularni matrix, tedy pfirozené
se vyskytujicimu tkdniovému prostiedi v lidském té€le, je jejich vyuziti v oblasti regenerativni
mediciny velmi Siroké. Jejich biokompatibilita zavisi na stupni jejich hydratace [55],
obecné se vSak povazuje za velmi dobrou. Kromé toho jsou schopny chranit bunky pii tisku

pfed smykovym namahéanim, které jinak ohrozuje jejich Zivotaschopnost [68].

V ramci tkanového inZenyrstvi se daji hydrogely rozdélit na dvé kategorie. Do prvni fadime
ty s prirodnim piivodem, tedy naptiklad zelatinu, kolagen, alginat, chitosan nebo celulozu.
V ramci druhé naopak najdeme ty se symtetickym piivodem — naptiklad Pluronic,
polyethylenglykol, polykyselinu mlé¢nou nebo polyvinylalkohol [55; 68]. U ptirodnich
hydrogelt se je mozné setkat i s dal§Sim délenim, a to podle jejich piivodu, kdy mohou
pochazet bud’ ztel obratlovct (kolagen, fibrin, Zelatina) nebo jinych organismu
(naptiklad alginat ¢1 agardza pochazejici z motskych rfas). Mezi vzajemné rozdily patii tieba
pritomnost signdlnich molekul pro bunécnou adhezi, jenz hydrogely ziskdvané z obratlovcl

maji, zatimco ty z jinych organismi ne [55].

3.3.1.3 Vyuziti

Vzhledem kjejich znacné schopnosti absorbovani vody se hydrogely vyuZivaji
pro zapouzdiovani bun¢k, jimz poskytuji vhodné prostiedi, kde se mohou libovolnym
smérem pohybovat a vzajemné spolu komunikovat [55]. Kromé toho i1 dopravuji k bunkadm
Ziviny a odstranuji prebytecné bunééné produkty [70]. S jejich vyuzitim se lze velmi Casto
setkat 1 v oblasti tkanového inZenyrstvi, kdy se pouZivaji naptiklad v ramci obvazi na rany,

pii podavani 1é¢iv nebo u vyroby kontaktnich ¢ocek [55].

3.3.1.4 Priklady

Priklady hydrogelt, které je mozné v rdmci materidlového tisku vyuzit, jsou shrnuty

v Tabulce 5, ktera zaroven poskytuje i piehled jejich vyhod a nevyhod.
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Tabulka 5 — Vyhody a nevyhody vybranych hydrogelu [54, 55, 60; 71]

MATERIAL VYHODY NEVYHODY
- biokompatibilni, neimunogenni - $patné¢ mechanické vlastnosti
- jednoduché a rychlé gelovaténi - Spatna adheze bun¢k
ALGINAT TR o v e D
¢ - nizké potizovaci naklady - pii vyssi koncentraci v bioinku
- sttedné pruzné dochdzi k ucpéavani trysky
- reaguje na teplotu
- Spatné adheze bun¢k
- rychlé gelovaténi za
_ _ - nadmérné mnozstvi vody
fyziologickych teplot o
AGAROZA . . - kiehké
- nizké potizovaci naklady ) ) )
o - pti DDB tisku vyzaduje
- vysoka mechanicka pevnost
‘ regulovani teploty
- neimunogenni
- dostupné - nizké mechanické vlastnosti
CHITOSAN . c1y . ¥ s
- antibakterialni - pomalé gelovaténi
- biokompatibilni, biomimetické
- vysoka porozita ‘ ‘
- Spatné mechanické vlastnosti
- dobré adheze bunék '
' - vlaknité
KOLAGEN - podpora proliferace bunék
- pomalé gelovaténi
- vstiebatelnost
) - snadné ucpani trysky
- neimonugenni
- schopnost pienaset signaly
- biologicka rozloZitelnost
. - bikompatiblita - mald pevnost
ZELATINA o _
- nizka antigenicita - tepelné nestabilni
- levné
- vyborna hydrofilnost
- netoxicita y T o1
croxIe - Spatna oxidacni stabilita
- snadno modifik Iny ” oo -
PEG snadno modifikovatelny - pti fotozesitovani dochazi
- ptizplsobitelné mechanické vlivem UV zéafeni k odumirani
. . . nek
1 degradacni vlastnosti buné
- schopnost zapouzdfit buniky
- vhodna mechanicka pevnost - §patné hydrofilita
PCL

i rychlost biologického rozkladu

- nemoznost zapouzdieni bun¢k
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3.3.2 Decelularizovana tkan extracelularni matrix

Extracelularni matrix, ze které je pomoci chemickych, fyzikéalnich a enzymatickych metod
odstranéno pfiblizné 98 % bunécného materidlu, se oznacuje jako decelularizovana tkan
extracelulaniho matrix, neboli dECM [55]. Sklada se pfedevSim z Kkolagenu,
glykosaminoglykani a bioaktivnich molekul (naptiklad rGstového faktoru) [46]
a jejim rozpusténim na pozadovanou koncentraci vzniké gelovita latka, ze které se nasledné
pomoci biotisku piipravuji aplikace vhodné jak pro alogenni, tak i xenogenni transplantace.
K typickym vlastnostem patii kromé pfirozené biokompatiblity schopnost poskytovat
bunkdm vhodné prostiedi spolu s biochemickymi a biomechanickymi podnéty potiebnymi
pro proliferaci, diferenciaci ¢ijiné bunécné funkce [46; 55]. Dale je schopna zadrzovat
bioaktivni latky v jeji porézni mikrostruktufe. Rovnéz bylo pifi vyzkumu prokézéano,
Ze po in vivo transplantaci kmenovych bun€k v dECM nedoslo k cytotoxicité ani vyvolani

Zanétu [55].

Vzhledem k hor§Sim mechanickym vlastnostem [72] se pro jejich zvySeni ¢asto vyuziva
kombinace s jinymi pfirodnimi ¢i syntetickymi polymery [46], pfipadné se pfi tisku
vyuzivaji specidlni rdmy (napiiklad z PCL), diky kterym je zabranéno zhrouceni

vytisku [72].

3.3.3 Mikronosice

Mikronosi¢e maji v oblasti biotisku roli zpeviujicich materiala, které¢ vzhledem k jejich
tvaru a vzajemné propojené porovité strukture umoziuji buiikam pfichyceni a nasledny rist
na jejich povrchu, coZ vyrazné napomaha procesu kultivace buné¢k. Hlavnim diivodem jejich
pouziti je zprostiedkovani efektivnéjsiho prenosu zivin a plynit mezi kultivaénim médiem

a bunkami neZ pii vyuZiti 2D bunéénych kultur. [55]

[55]Jejich vyuZiti v oblasti materidlového tisku je mozné demonstrovat na metodé¢ EBB,
kterd umoznuje vytisténi naplnénych mikronosic¢t do hydrogelu. To umoziuje realizaci
tisku o vysokych koncentracich bunék, a to i bez ohrozeni jejich Zivotaschopnosti.

Nutné je vSak zajistit neustaly pohyb bioinkoustu, k ¢emuz se vyuzivaji bioreaktory. [55]

Z vhodnych materidlli se lze setkat napiiklad s celul6zou, kolagenem nebo Zelatinou

(pfirodni materidly), s dextranem, sklem ¢i riznymi druhy kovii (syntetické materialy) [55].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 35

3.4 Biomaterialy nevyuzZivajici pri tisku scaffoldy

3.4.1 Tkanové sféroidy

Tkanové sféroidy oznacuji bioinkoust obsahujici agregované buiiky do shlukti o priméru
200-400 pum [55]. Z hlediska jejich vyroby se lze setkat s nékolika metodami,
pfiCemz mezi nejcastéjsi patii metody visici kapky, magneticka levitace, metoda zalozena

na michani, tzv. ,.forced-floating “ metoda nebo metoda mikrofluidni kultury [73].

3.4.2 Bunécné pelety

Princip tisku bunécnych pelet spo¢iva ve vyuziti odstfedivych a gravitacnich sil,
pomoci kterych dojde ke koncentrovani bun¢k na dno konické zkumavky. Odtud jsou
odebrany a v mikropipeté déle zpracovavany, pficemz vysledkem je vznik mezibunéénych
interakci podporujici soudrznost bunék. Jelikoz je zde vSak omezen pfistup vzduchu,

dochazi po 24 hodinéach k vyraznému poklesu zivotaschopnosti bunék. [55]

3.4.3 Tkanova vlakna

Pomérné novym materidlem v oblasti biotisku tkéni jsou tzv. tkanova viakna vznikajici
vstiiknutim a zabalenim bunék o velké hustot¢ do dutych alginatovych trubicek.
Vzhledem k semipermeabilité alginitu se k buiikam dostavaji potfebné Ziviny i ptisun
kysliku, diky ¢emuz jim je umoznéno dale riist. To jim v kombinaci s nepfichytavanim
se ke sténam trubicek umoziiuje libovolné shlukovéni se a vytvareni riznych novotvart.
V momenté¢ jejich vzniku je nésledné€ za pomoci roztoku desitovaciho ¢inidla alginatova

trubicka rozpusténa. Metoda je vhodna zejména pro biotisk chrupavcitych tkani. [55]

3.5 Potencialni materialy

Na potencialni biomateridly vyuzitelné v oblasti materidlového tisku Ize pohlizet ze dvou
riznych Ghl.
Nejprve by se dalo zabyvat optimalizaci vlastnosti jiz pouZzivanych biomateriali,

avSak z riznych divodu nevhodnych pro biotisk, piipadné majicich urcité vlastnosti,

kvtli kterym je neni mozné v ramci urcitych aplikaci vyuzivat [57].

Druhy pohled se naopak zaméfuje na vyvoj zcela novych biomateriald [57].
Jeden z vyzkumnych smért by se zde mohl zamétit na prozkoumani dalSich ptirodnich

materiali (rostlinnych 1 Zivoc¢isnych) a jejich mozné vyuziti v rdmci materidlového tisku.
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Pro ilustraci je mozné uvést moiské zivoCichy jako jsou naptiklad mlzi, ktefi by mohli byt

schopni produkovat lepivé materidly umoziujici pfilnuti k mokrym povrchiim. [56]

3.5.1 Hybridni hydrogely

Na pomezi mezi Gpravou vlastnosti a vyvojem uplné nového materidlu jsou tzv. hybridni
hydrogely, které pracuji svyhodami hydrogeli (znacnd podobnost s pfirozenou
extracelularni matrix, vysoka biokompatiblita, pfilnavost pro buiiky), a zaroven i nedostatky,
k nimz patii zejména hor$i mechanické vlastnosti. Vyzkum se zde aktualn¢ zaméiuje
narizné metody zpevnéni hydrogelovych biomateriali, mezi které patii napiiklad
funkcionalizace a kovalentni zesitovani ptirodnich fyzikalné zesitovanych polymerii
nebo vytvoteni interpenetrujici sité, kdy jsou polymerni sit¢ hydrogeli vzajemné
pospojovany kovalentnimi, iontovymi nebo obéma typy vazeb. Déle se 1ze setkat s nanogely
vyuzivajici nanomateridly, které, a¢ se pfidavaji pouze v malych koncentraci, maji vyrazny
vliv na vysledné vlastnosti materidlu. Zpevnéni hydrogelu zde spociva jak v zesitovani
jednotlivych fetézct, a tim zvySenim mechanické pevnosti, tak i pfiddnim dalSich vlastnosti
jako je naptiklad elektrickd vodivost. Moznosti je 1 vytvoteni tzv. nanoinzenyrského iontove-
kovalentniho propojeni, kombinujici zpevnéni nanano-Urovni a vytvofeni intoveé-

kovalentnich siti. [68]

3.5.2 Uhlikové nanomaterialy

Velka pozornost je vé€novana také uhlikovym nanomaterialim jako je naptiklad grafen,
atovmnoha riznych formach (kapalny stav, grafenové desticky, oxid grafenovy
nebo redukovany grafen oxid). Neddvné studie vyzdvihuji zejména jeho schopnost
napomahat pii regeneraci nervovych ¢i srdecnich tkani vyuZivajici vysoké elektrické
vodivosti téchto Castic a potencidlni vyuziti grafenovych nanomaterialit jako plnivo
do polymernich matric uréenych pro adhezi, proliferaci a diferenciaci nervovych

kmenovych bunék. [42]

Vramci vyzkumu se pozornost zaméiuje 1 na dalsi uhlikové nanomateridly,
jako je napfiklad nanodiamant nebo uhlikové kvantové tecky, a jejich mozné vyuZiti
v oblasti bioaplikaci [42] nebo moZnost kombinace grafenu s dalSimi materidly.
Ptikladem je vyzkum provedeny kolektivem Chao-Ting Huanga [74], ktery se zamétoval
na kompozit grafenu s polyuretanem a jeho vliv na diferenci nervovych kmenovych bunék.

Vysledkem bylo zjiSténi, ze ptfidanim pouhych 25 ppm grafenového nanomaterialu
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do hydrogelu dojde ke 2-4x vétsSimu zrychleni metabolismu kysliku a procesu diferenciace

nervovych kmenovych bunck.

3.5.3 Roztoky enzymu

Ptestoze se v oblasti inkoustového biotisku pracuje s mnoha riiznymi typy biomateriald,
nebylo realizovano pfili§ mnoho vyzkumt pracujicich s roztoky enzymi jakozto vhodnym
bioinkoustem. Efrat Gdor et al. [75] vSak jeden uskute¢nili, v némz pracovali se tfemi
enzymy (glukézooxiddzou, invertazou a kienovou peroxidazou) a glutardialdehydem
zajist'uji jejich imobilizaci. Po jejich vytisténi bylo zjiSténo, ze nedoslo k zadnému zhorseni
enzymatické aktivity jak vradmci procesu formulace bioinkoustu, tak ani po vytisténi

imobilizovaného enzymatického roztoku. Rovnéz ve studii uvedli, Ze ma jejich postup

vvvvvv

3.5.4 Funkéni biomolekuly

Dalsim pfedmétem vyzkumu jsou specifické funkéni biomolekuly (rastovy faktor, exozomy,
signalni molekuly) ovliviiujici chovani bun¢k, které by mohly byt ndpomocné v oblasti
regenerativni mediciny. Zatim je vS8ak narocné i v jednoduchém simula¢nim laboratornim
prostfedi propojit extraceluldrni matrix, zivé buniky a zmiflované specifické funkéni
biomolekuly tak, aby doslo k vytvofeni vhodného mikroprostfedi pro kmenové a funkéni
buniky, které by byly nasledné schopny obnovovat a regenerovat funk¢ni tkan.
RovnéZ by poté doslo k vétSimu napodobeni pfirozen¢ho prostiedi, v némz mohou bunky
interagovat s vice riznymi druhy rstovych faktorli, coz je pro regeneracni procesy zasadni.
V ramci provedenych studii ale bylo jiz moZné napodobit procesy piirozen¢ probihajici
v lidském embryu, pfinichZz dochazi napiiklad k migracim bunék ¢i morfogenezim
tkani. [56]

Vyzkumy se dale zaméfuji na moznost zakomponovani exozoml do scaffoldd,
a jejich lokélni a tizené uvoliiovani, nebo zplisoby, diky kterym by bylo mozné fidit

diferenciaci kmenovych bun€k do rtiznych prostorovych linii [56].

3.6 Komerc¢né dostupné bioinkousty

Na trhu se lze setkat s mnoha rlznymi materidly, pficemz kazdy disponuje jinymi
vlastnostmi. Pro ptiklad zde bude uvedeno nékolik bioinkoustil, které nabizi naptiklad firma

CELLINK. Kromé inkoustu spole¢nost nabizi také fadu biotiskaren.
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Prikladem kolagenového (kolagen typu 1) bioinkoustu je Lifeink® 260 Collagen Bioink,
Acidic pH, ktery ma kyselé pH a viskozitu 70 mg/ml. Je dodavan v kyselém solném
pufrovacim roztoku, diky c¢emuz se po jeho vytisténi do roztoku LifeSupport® pH
1 koncentrace soli stanou fyziologickymi. V ramci pouziti se s nim lze setkat napiiklad
pti tisku velmi presnych kolagenovych scaffoldl, které je nasledné mozné osadit zivymi
bunikami. Vysledkem je adherence bunék a bunécnd remodelace vytisténych struktur.

Poridit 1ze 4 ml za 525 €. [76]

Photo Alginate® je sterilni metakrylovy alginat, ktery se vyznaCuje vysokou
biokompatibilitou a moznosti jeho smichani s buiitkami ur¢enymi pro biotisk, coz z n¢j
v kombinaci s jeho vlastnostmi, jenz se velmi podobaji pfirozenému extracelularnimu
matrix, déla velmi ¢asto vyuzivany material. Setkat se s nim 1ze naptiklad pfi transplantaci
bunck, podavani 1éCiv ¢i aplikacich podporujici hojeni ran. Z hlediska jeho pfipravy
je optimalni metodou zesitovani pomoci svétla ¢i vapniku, tedy s vyuzitim LAB tisku.
Vzhledem k tomu, Ze je ho mozné pfipravit v riznych koncentracich, 1ze diky nému ptipravit
gely o rGzné tuhosti, coZ jeho Cetnosti vyuZiti jeSt¢ vice napomahd. Pofidit lze 10 ml

za 325 €. [77]

Bioinkoust CELLINK BONE je obliben zejména pro své schopnosti napodobovat zdravé
1 nemocné tkané, ¢ehoz se vyuziva v ramci vyvoje 1éCiv a v oblasti regenerativni mediciny.
Kromé toho obsahuje 1 castice trikalciumfosfatu zvySujici tvorbu nové kostni tkéané.

K dispozici jsou 3 ml (v€etné vhodného zesitovaciho ¢inidla) za 179 €. [78]

DalSim bioinkoustem je CELLINK FIBRIN, ktery je diky svému poloprihlednému
vzhledu vyuZivany 1 v ramci zobrazovani €1 analyzy bunék. Kromé nanofibrilované celulozy
obsahuje 1 fibrinogen, ktery se pomoci sitovaciho roztoku strombinem piemeéni
na fibrinovou sit’ vytvarejici vhodné fyziologické prostiedi pro hojeni ran, napodobujici
proces srazeni krve a podporujici vaskularizaci. Obdobné jako CELLINK BONE se vyuziva
v oblasti vyvoje novych léciv. Potidit 1ze 3 ml za 425 €. [79]

GelXA SKIN je urcen pro aplikace souvisejici s kiizi, tedy zejména tvorbu modela kize,
jenz se nasledné€ vyuzivajici pro vyzkum a testovani riznych ptipravkt. Vzhledem k obsahu
fibrinogenu je velmi G¢inny 1 pfi hojeni ran, kdy se méni na fibrin a pomoci polymerace
napomaha tvorb¢ a obnove poskozené tkané. Standardné je dodavan se specidlnim sitovacim
roztokem obsahujicim trombin umoZziujicim dosahnout velmi vysoké stability vyslednych

struktur. Poridit Ize 3 ml za 375 €. [80]
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3.7 Vlastnosti bioinkoustu

Ptestoze se pozadavky na bioinkoust lis§i na zédklad¢ zptsobu jeho zpracovani i nasledné
aplikace, vSechny se snazi svymi vlastnostmi co nejvice piiblizit ,,idedlnimu* bioinkoustu.

Jeho vlastnosti uvadi naptiklad Manita et al. [81] a jsou shrnuty v Obrazku 10.

FUNKCNOST
«fyzicka podpora bunék
*stimulace bunck
*imunomodulace
TISKNUTELNOST
P . BIOKOMPATIBLITA
sreologie (viskozita) ' )
«sitovani *neimunogenni
« gelovatdni *vhodna rychlost rozkladu
« ¥ivotaschopnost bungk IDAELNI *netoxické vedlejsi produkty

BIOINKOUST

Obrazek 10 — Vlastnosti ,, idealniho “ bioinkoustu [81]
3.7.1 Materialové vlastnosti

Pro biotisk jsou z hlediska materidlovych vlastnosti dilezité biotisknutelnost, nerozpustnost
v nosném médiu, vysokd mechanickd i strukturdlni soudrznost a stabilita, schopnost
napomahat bunécné regeneraci, rychlost biologického odbouravani shodna s regenerovanou
tkani, schopnost splynuti natisknuti a pravé tkané, netoxi¢nost a neimunogenicita [55; 62].
V ramci vyvoje se klade diraz i na zivotaschopnost bunék, moznost bunécné migrace,

schopnost proliferace a funk¢nost vzniklych biologickych komplext [55; 49].

Mezi dilezité parametry patii i faktory souvisejici s vyrobou daného bioinkoustu,
tedy jednoduchost jejich pfipravy, nutna doba zrani pifi a po biotisku, moznosti aplikace
acenova dostupnost. Vzhledem k vysokym pozadavkim na materidl lze setkat Casto
se situacemi, kdy je materidl z hlediska vlastnosti vhodny pro pouZziti v lidském téle, avSak

z divodu dosud chybéjici technologie pro jejich biotisk v praxi nepouzitelny. [55]

3.7.2 Procesni vlastnosti

Procesni vlastnosti bioinkousti se odviji od metody jejich piipravy. Pozadavky

na bioinkoust a orientac¢ni vlastnosti vhodnych materiali shrnuje Tabulka 6.
Zaradit sem lze 1 vlastnosti tykajici se samotného tisku danych materidlii jako je presnost
¢1 doba jejich tisku [55; 82]. Obecné lze fict, Ze parametry tisku jsou spolu s reologickymi

vlastnostmi bioinku nejzasadnéj$imi faktory ovlivitujici kvalitu kone¢nych struktur [29].
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Tabulka 6 — Prehled zakladnich pozZadavkii na bioinkousty a doporucené viastnosti
materialit [49; 55, 62, 83]

. ORIENTACNI VLASTNOSTI
METODA POZADAVKY NA BIOINKOUST o
MATERIALU

- viskozita:

- tixotropni chovani

30-36x10" mPa-s
- nizké povrchové napéti

- hustota bunék:

MATERIALOVA - nizka piilnavost
vysoka (véetné tkanovych
EXTRUZE - rychlé gelovaténi

sféroida [83])

- ztenceni smykem
_ - tisknutelné rozliSeni:

- udrZeni tvaru po vytisku

200-1000 pm
ZaloZené na fotopolymeraci (SLS,
SLA)
- schopnost fotopolymerace
- pouziti svételného absorbentu
a fotoiniciatoru s nizkou toxicitou - viskozita:

- stabilita a vysok4 mechanické pevnost  1-300 mPa-s

LASEROVA - zachovani rovnomeérného rozlozeni - hustota bunék:
TECHNOLOGIE bungk stiedni (10°® bun&k/ml)
ZaloZené na prenosu bunék (LIFT) - tisknutelné rozliSeni:
- pfilnavost na mezivrstvy 10-100 um

- nizké povrchové napéti
- viskoelasticita
- absorpce kinetické energie

- rychlé gelovaténi

- viskozita:
<10 mPa-s [62]
3,5-12 mPa-s [83]

- nizka viskozita

INKOUSTOVY - nevlaknitd povaha
- hustota bunék:

TISK - stiedni povrchové napéti
nizka (< 10® bun&k/ml)

- rychlé gelovaténi
- tisknutelné rozliSeni:

10-50 pm
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4 APLIKACE MATERIALOVEHO TISKU PRI VYROBE TENKYCH
VRSTEV Z BIOMATERIALU

Tenky film pfedstavuje vrstvu deponovaného materidlu, jehoz tloustka se pohybuje
od nanometrt do nékolika (n¢kdy az stovek) mikrometra [25; 26]. Tenké filmy (vrstvy)
mohou byt pfipraveny riznymi metodami, z nichz nékteré byly jiz popsany v predeslé ¢asti
této prace. Postupnym nanasenim vrstvy po vrstvé (z angl. layer-by-layer) ale lze docilit
i pripravy tlustSich filmt, které mohou najit vyuziti v riznych primyslovych odvétvich.
V nasledujici casti bude uvedeny ptehled nékolika moznych aplikaci tenkych vrstev
z biomateridlli pfipravenych pomoci riznych metod materidlového tisku s dirazem
predevsim na vrstvy pfipravené pomoci metod zalozenych na tryskani kapicek, tj. na vrstvy

a aplikace pripravené pomoci inkoustového (inkjetového) tisku.
V ramci nasledujici kapitoly se prace blize zabyva aplikacemi zahrnujici tisk bunéénych
¢1 tkanovych struktur, moznostmi jeho vyuziti v oblasti farmacie a biosenzori. Na zavér jsou

pak uvedeny dvé shrnujici tabulky, v nichz je uvedeno n€kolik dal$ich moznych aplikaci.

4.1 Materialovy tisk bunéénych struktur

Aplikace materidlového tisku v oblasti bunéénych struktur byly zkoumany napiiklad
na bunééném micro-array pro screening 1ékti nebo na biomimetickém mikroprostiedi

pro buiiky pii tvorbé modelii nemoci [54].

Z vhodnych a u¢innych metod se zde uplatiiuje zejména inkoustovy tisk, u kterého se kromeé
soucasnych aplikaci za€ind pracovat i s mySlenkou bunéénych modifikaci, transferaci geni
¢1 roz§ifenim moznych aplikaci v oblasti regenerativni mediciny. VyuZiva se ale 1 laserové

asistovany biotisk, mikro-ventilovy, akusticky ¢i elektrodynamicky tisk. [57]
Piiklady typt bunék pfipravenych pomoci biotisku na bazi kapek shrnuje Tabulka 7.

Tabulka 7 — Priklady vyuziti materialové tisku pri pripraveé bunécnych struktur [57; 60]

TYP BUNEK METODA TISKU ZIVOTASCHOPNOST BUNEK
NEURONY inkoustovy tisk >90%
EMBRYONALNI mikro-ventilovy biotisk >95%
KMENOVE BUNKY akusticky biotisk > 90%

NEURONOVE BUNKY elektrodynamicky biotisk nespecifikovano
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4.2 Materialovy biotisk tkanovych struktur

Aplikace materidlového biotisku, zejména pak inkoustového, je v oblasti ptipravy tkanovych
struktur vyuzivana zejména pro schopnost vytvaret velmi pfesné vzory o vysokém rozliseni
[52]. V ramci poslednich vyzkumi se vSak ukézalo, ze neni nutné vytvaret pfesné repliky
biologickych organti. V ptipad¢, kdy je tisknoucim se buitkam poskytnuto vhodné prostredsi,

dokazi se samy seskupit a zacit fungovat jako piirozené se vyskytujici tkané. [57]

4.2.1 Chrupavdita tkan

Jednim z typickych ptikladi aplikaci biotisku jsou chrupavcité tkané, a to predevSim
kvili jejich omezené schopnosti regenerace zptsobené malym poctem vyskytujicich
se buné€k a nedostatkem krevnich cév [30]. Pomoci implantovanych scaffoldl je vSak mozné

napomoci proliferaci chondrocytl a vyrazné tak podpofit proces jeji obnovy [39].

Xiaofeng Cui et al. [84] pfiSel s metodou, v niz se kombinuje termicka inkoustova tiskarna
se simultanni fotopolymerizaci, pfi niz je zivotaschopnost bunék 1 vysledné
rozliSeni tisku vyrazné¢ vysSi oproti klasickym laserové asistovanym metodam tisku.
Vysledkem pak je vérné napodobeni pfirozené anatomické struktury chrupavky,

vcetné typickych mechanickych vlastnosti.

4.2.2 Kozni tkan

Vzhledem k pomérné¢ jednoduché vrstevnaté struktuie lidské kize jde o typ tkané, ktery lze
pomoci materidlového tisku snadno napodobit. VyuZiva se zde kombinace kolagenu,
fibroblastl a keratinocytt [85], pfiCemz se Casto vyuziva i kombinace s zivymi lidskymi
bunikami [27]. ZlepSeni mechanickych vlastnosti je mozné ptidanim kolagenu s PCL [85].
Aplikace takto pfipravené umélé kozni tkdné nejcastéji sméiuje k 1écbé popalenych
pacientl, kde je timto zpisobem mozné vyrazné snizit jejich Umrtnost a do vyzkumu

pro testovani novych 1é¢iv ¢i kosmetiky [39].

Dalsim vyuzitim biotisku v této oblasti je vytvoteni acelularni dermalni nahrady poskytujici
aktivni ochranu postizené (napf. popalené) oblasti a souc¢asné i napomahajici regeneraci
pokozky pomoci podpofeni adheznich, proliferacnich a migracnich procesii bunck [27].
Jednim z ptikladl je naptiklad MatriDerm®, ktery je pouzitelny jak pro akutni,
tak chronické rany. Princip regenerace kiize je zde zaloZen na vytvoteni vrstvy napodobujici
pfirozené se vyskytujici extracelularni matrix, diky ¢emuz dojde k vytvofeni neodermis,

ktera napoméha navraceni anatomickych a fyziologickych funkci poskozené tkané [86].
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Pro ptiklad realizace biotisku kozni tkané v praxi bude uveden vyzkum provedeny Kimem
et al. V ramci n¢ho se snazili pfipravit model kozni tkané, ktery by odpovidal po strukturni
1 funk¢ni strance lidské ktizi. Vyuzit k tomu byl nékolika krokovy postup, jehoz vysledkem
byl model s rozliSenim na dermis, epidermis a podkozi, v¢etné¢ dostatecného mnozstvi

cév. [39]

4.2.3 Cévy, srdecni tkan

V roce 2014 byl vytvoien vaskuldrni model pomoci kombinace vytisténi kanalkl ve vrstvach
kolagenu, do kterych byla umisténa suspenze endotelialnich bun¢k [85]. V rdmci jiného
vyzkumu, pti némz byla vnitini vystelka rovnéz tvofena endotelialnimi bunkami, ale vnéjsi
vrstvu tvorily buiikky hladké svaloviny a fibroblasty, bylo zjisténo, ze v ptipadé, kdy maji

primér do 6 mm, mize dojit ke vzniku trombozy €i intimalni hyperplazie [42].

Dalsi aplikaci je vytvoteni komplexni cévni sité, ktera by nasledné mohla pomoci regeneraci
myokardu ¢i srde¢nich chlopni. Zatim je vSak tento model pouze v oblasti vyzkumu,
pro ptevedeni do klinické praxe je potieba zlepsit stavajici elektro-fyzikalni,

hydrodynamické a mechanické vlastnosti [42].

Z hlediska ptipravy srde¢ni tkdné se vyuzivaji zlaté nanodratky a uhlikové nanocastice,
pomoci kterych dochazi ke zlepSeni adheze srdecnich bunék, podpote jejich samo-

organizace 1 k synchronizovanym kontrakcim diky jejich elektrickému premostovani [42].

4.2.4 Nervova tkan

Biotisk je 1 vhodny pro regeneraci centralnich a perifernich nervi, a to pfedevS§im diky
moznosti velmi presného umisténi jednotlivych bunék a vyuziti kombinace raznych bunék,
jako jsou naptiklad Schwannovy, pluripotentni ¢i  mezenchymalni kmenove,
spolu s vhodnymi biomateridly a biomolekulami. Pro ptiklad v rdmci obnovy poskozené
periferni nervové tkané byla pouZzita kombinace alginatu s hydroxyapatitem (HA), Zelatinou-
metykrylatem (GelMA) ¢i polyethylen-glykol-diakrylatem (PEGDA). Z hlediska dalSich
aplikaci bylo zjisténo, ze v ptipad¢ zavedeni stimulacné reagujicich polymert do hydrogelu,
je mozné vytvaret 1 systém, pomoci né¢hoz je mozné prenaSet vzruchy az na eferentni
koncetiny [42].

Pomoci inkoustového tisku je také mozné vytvatfet scaffoldy napoméhajici uchyceni,

umisténi a naslednou proliferaci nervovych buné€k po jejich poranéni, coz vyrazné usnadiiuje

samoregeneracni schopnosti nervi [87].
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4.2.5 Nadorova tkan

Materialovy tisk nadorovych tkani se vyuziva v ramci vyzkuma tykajicich se nadorovych
onemocnéni, kdy je mozné nasimulovat a nasledné zkoumat predevsim jejich vyvoj a priabeh
[85]. Soucasné lze na nich testovat protinddorové terapie a hodnotit jejich ucinnost

in vitro [88].

4.3 Materialovy tisk scaffoldu

Specifickou oblasti biotisku je vyroba scaffoldu, u niz je zakladnim pozadavkem podobnost
k pfirozené¢ se vyskytujici extracelularni matrix. Dutraz je tedy kladen zejména
na biokompatibilitu a pfipadnou biodegradabilitu [89], jelikoz je kromé biologicky
odbouratelnych scaffoldt mozné piipravit i biologicky inertni. Principem tisku scaffoldil
je vytvoreni opory buitkdm, kterd jim rovnéz poskytuje potfebnou stabilitu a mechanické
vlastnosti. Krom¢ toho mohou piimo stimulovat okolni bunky k vyvolani zadoucich
bunéénych odpovédi. Hlavni vyhodou vyuziti tisku pti tvorbé scaffoldi je moznost
rovnomérného osazeni buitkami, a to 1 uprostied, coz je pti jejich piiprave jinou cestou casto
zasadnim problémem [90]. Kromé¢ toho je mozné také piizplisobovat pdrovitost

a propustnost podle konkrétnich pozadavki na danou aplikaci [65].

Jejich vyuziti je v oblasti tkdfiového inzenyrstvi velmi Siroké, kdy se lze setkat se scaffoldy
jak pro kosti, chrupavky ¢i vaziva, tak i pro kosterni svalstvo. Z materiali se vyuziva

napiiklad hydroxyapatit, sdjovy protein, chitin, chitosan ¢i celuldza. [89]

4.4 Farmakologie

S biotiskem se lze setkat 1 ve farmakologii, kde miZe napomahat pii vyrobé i nasledném
testovani vyvijenych 1é¢iv. Vyuziti piezoelektrického inkoustového tisku nachazi uplatnéni
ale naptiklad 1 pfi vyrob& mikrojehlicek zprostredkovavajici podavani lé€ivych latek v rdmci
transdermalni 1éCby [27; 91]. Naptiklad Boehm et al. [91] pouzili pii jejich piipravé metodu
mikrostereolitografie, pomoci které vytvofili z kopolymeru kyselého anhydridu vnéjsi obal,

jenz nasledné naplnili pomoci piezoelektrické inkoustové tiskdrny mikronazolem.

V[91] ramci vyzkumu je nyni vénovana pozornost i1 pouziti technologii inkoustového tisku
pro genové terapie zaloZené na bunkach nebo tzv. digitalnimu biotisku, pti kterém je material
opatfen magnetickymi nanocasticemi, pomoci kterych je ndsledné¢ umoznéno piesunout

materidl na pozadované misto. DalSi smér vyvoje je zaméfen na samotné Iéky,
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které by mohly byt bud’ samotné nebo zabudované do mikro- a nanosfér, a vloZeny

do konstruktt optimalizujici proces vzniku tkani [57].

4.5 Biosenzory

Od ptedchozich ptikladi mirn¢ odlisnou, avSak jednou z nejrozsifenéjsi, aplikaci jsou
bionsezory. Jednd se o analytickd zafizeni skladajici se z biologicky citlivého receptoru
a fyzikaln¢ chemického ptevodniku, pticemz jsou tyto dve ¢asti v tésném kontaktu, a spolu
se podili detekci biomolekul (analytu) a jejich nésledném chemickém zpracovani.
Vysledkem je ziskani digitdlniho ¢i analogového signalu [92], ktery je prostfednictvim

analyzatoru zpracovan a preveden na zobrazovaci zafizeni [93].

Jinym zplsobem by je bylo mozné popsat také jako miniaturni zatfizeni, ktera jsou schopna
zajiStovat nepietrzité snimani a monitorovani biochemickych, bioelektrickych, fyzikalnich,
fyziologickych ¢i metabolickych funkci ¢lovéka bez jakéhokoliv omezovani v bézném
zivoté. V pribehu let se lze setkavat se stale mensimi, chytfejSimi a energeticky méné
narocnymi zatizenimi, které kromé& samotného monitorovani dokéazi v urcitych ptipadech
zjiSténd data 1 sama analyzovat a napiiklad zprostfedkovavat urcitou stimulaci, ptipadné

prizptisobovat svou funkénost ¢i jinak reagovat na aktualné nastaly stav [94].

4.5.1 SlozZeni biosenzoru

Biosenzory se skladaji ze tii zdkladnich ¢asti — biorekognicni vrstvy, fyzikalné-chemicky
pfevodniku a analyzatoru zajiStujici zpracovani [93]. Schematické zobrazeni sloZeni

biosenzoru je zobrazeno na Obrazku 11.

ANALYT BIOREKOGNICNI PREVODNIK ANALYZATOR
VRSTVA

Obrazek 11 — Schematické zobrazeni jednotlivych casti biosenzoru (viastni zpracovani)
4.5.1.1 Biorekognicni vrstva

Zékladni Casti biosenzorl je biorekogni¢ni vrstva, jejiz hlavnim tkolem je rozpoznavat
analyty (aZ na molekulové Grovni) podle zmény jeho intenzity v zavislosti na koncentraci

produktu [95] a zpracovavat takto piijaty chemicky signal [92].
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Podle zplisobu detekce analytu ji mizeme rozdélit na dvé zékladni skupiny — katalyticka
enzymova a afinitni. Katalytickda enzymovd vrstva se pouziva predevSim pii nutnosti
detekovat malé molekuly a nejcastéji ji lze nalézt v kombinaci s optickymi
¢1 elektrochemickymi pfevodniky signalu. Jeji pouziti je vSak omezené pouze na pomérné
malé mnozstvi enzymovych reakci a vhodnych enzymi, které by mély byt odolné
vuci denaturaci z divodu jejich vystaveni nefyziologickym podminkdm ¢i modifikaci
enzymu pfi procesu jejich znehybnéni pii detekci biosenzorem. Naopak afinitni vrstvu
je mozné aplikovat na Siroké spektrum molekul, a to i pii zajiSténi vysoké specificity detekce
zadaného analytu. Nevyhodou je ale pomérn¢ draha a komplikovana ptiprava receptora.
Uplatnéni nachazeji zejména pii detekci molekul obsahujici antigenni strukturu — proteiny
a nékteré nizkomolekularni latky, pro které je typické navazovat se na ruzné nosice,
jenZ nasledn€¢ umozni vytvofit vazbu s detekéni vrstvou. Jako zdstupce biosenzort
s afinitni vrstvou lze uvést imunosenzory vyuzivajici imunoglobulinové protilatky a afinitni

biosenzory vychazejici z vlastnosti molekul aptamert. [92]

4.5.1.2 Fyzikalné-chemicky prevodnik

Dalsi ¢asti je fyzikalné-chemicky pfevodnik, pomoci kterého dochazi k pfevodu biosignalu
(napf. zména pH, uvolnéni tepla, tok elektronii vytvofeni nové chemické slouceniny [93]

na jiny druh signalu, ktery mtize byt nasledné zpracovan. [95; 96]

Podle typu fyzikalné-chemickych prevodnikli se mizeme setkat s nékolika riiznymi druhy
biosenzord. Zmény elektrickych vlastnosti, ke kterym dochazi pii reakci analytu
s bioreceptorem zaznamenavaji elektrochemické biosenzory [93], coz je zaroven nejdéle
1nejvice pouzivany typ ze vSech [97]. Detekci optickych zmén, ke kterym dochdzi
pii biochemickych reakcich, zajistuji optické biosenzory. Tepelné reaguji na zmeny teploty,
ke které dochazi pfibiochemickych reakcich a u piezoelektronickych je zasadni
zména hmotnosti, se kterou se lze setkat pifi biomolekularni interakci [66].

Existuji ale 1 kalorimetrické nebo akustické [97].

4.5.1.3 Analyzator

Pro funk¢nost biosenzort je zasadni tzv. analyzator, pomoci kterého se zpracovavaji signaly
(nejcastéji elektrické) na zobrazovacich zatfizenich, kdy muze byt komunikace napiiklad

v piipad¢ nositelnych biosenzorl zajisténa pomoci NFC nebo Bluetooth [93].
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4.5.2 Vlastnosti biosenzoru

4.5.2.1 Citlivost

Citlivost biosenzora se odviji od nejnizsi koncentrace, kterou je zatizeni schopné detekovat.

1 nejvyssi, jenz je mozné spolehlive a presné zméfit. [96; 98]
4.5.2.2 Rychlost odezvy

Rychlost odezvy je zavisla pfedevSim na rychlosti difuze analytu z okoli k povrchu
biosenzoru a rychlosti vnitini difuze v systému biosenzoru, kterd se odviji od koncentrace
analytu, velikosti difuznich koeficienti a poctu vrstev biosenzoru, které musi analyt

prekonat. [96; 98]

4.5.2.3 Doba odezvy

Cas, ktery je potieba pro dosahnuti dané velikosti signalu ve vysledném ustaleném stavu,
jenz je nasledné mozné zaznamenat pomoci biosenzoru, popisuje tzv. doba odezvy.
Jeji rychlost zavisi na typu biorekognicni casti, ktera je v pfipadé pfitomnosti enzymu
odvisla od koncentrace enzymu a substratu. Pokud je zde vSak pouzita protilatka

¢1 bioreceptor, odviji se od velikosti afinitni konstanty K.. [96; 98]

4.5.2.4 Selektivita

Principem selektivity biosenzorti je vytvofit odezvu pouze v piipadé, kdy se v jeho
pritomnosti nachazi urcita latka. Jelikoz se ale Casto v okolnim prosttedi nachazeji rusivé
elementy, které mohou tuto odezvu zkreslovat vlivem zfedéni ¢i ptidani selektivni bariéry,

je mnohdy jejich plisobeni nutné eliminovat. [96; 98]

4.5.2.5 Zivotnost

Zivotnost biosenzortl je mozné posuzovat z dvou hledisek — operaéni stabilitu a stabilitu
pfi skladovani. Zatimco prvni skupina zavisi na poc¢tu a druhu analyzovanych vzork, a neni
ji tak pfi spravném pouzivani piili§ mnozné prodluzovat, druhou mizeme navysit naptiklad
jejich skladovanim v suchu a pti nizSich teplotach. Je vSak nutné myslet na to, Ze je kazdy

pfistroj jiny a ideélni skladovaci podminky se tak mohou lisit. [96]

Z hlediska Zivotnosti je vSak nejnachylnéjsim prvkem biorekogni¢ni ¢ast [98].
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4.5.3 Materialovy tisk biosenzori

Biosenzory je mozné pfipravovat mnoha rGznymi zplsoby, od inkoustového tisku,

pies sit'otisk litografii i roll-to-roll hrubotisk az po metodu prenosu razitkem.

4.5.3.1 Inkoustovy tisk

Biosenzory je mozné piipravovat pomoci jiz zminovaného inkoustového biotisku,
ktery je blize popsan v kapitole 2.3.1. K pfednostem této metody patii zejména
bezkontaktnost tisku, spotfeba pouze skutecné vytisknutého materidlu, presna kontrola
umisténi tisknouciho se materialu, snadna reprodukovatelnost vzoru, velké mnozstvi
potisknutelnych substratii, tisknutelnost enzymt, moznost realizace aditivniho i pfimého
vzorovani a v neposledni fadé€ rychld a snadna uprava digitalné pripravenych tisknoucich

se vzoru. [59; 99; 100; 101]

V ramci vyzkumu provedeného kolektivem Tae-Hyung Kanga byly pomoci sekvenéniho
inkoustového tisku nanobioinkoustu, elektrolytl ¢i roztokli enzymi piipraveny biosenzory
se schopnosti detekce zmény koncentrace glukézy v rozliSeni uz 20 uM. Méteni glukdzy
nasledné probé¢hlo i v potu, coz se ukédzalo jako srovnatelné s hodnotami naméfenymi v krvi.

[99]

4.5.3.2 Sitotisk

V soucasné dob¢ je nej€asteji vyuzivanou metodou pii vyrobé€ elektronickych prvki sitotisk,
neboli screen printing [97]. K jejim znacnym prednostem patii kromé rychlosti, snadné
moznost reprodukce ¢i univerzadlni pouziti [59], coz ve vysledku s kombinaci nutnosti
nizkych ndkladi na provoz umoziiuje vyuziti této technologie i v méfitku primyslové
velkovyroby [93]. Problémem zde ale naopak miize byt vysoka spotfeba materialu,

coZ je limitujici zeyména pfi praci s drahymi materialy (napf. uslechtilé kovy) [59].

Jedna se o metodu zaloZenou na tzv. technologii tlusté vrstvy, u které jde principialné
o naneseni pasty na zakladni podlozku (keramickou nebo plastovou) a jejimu vytvrdnuti
pomoci vysSi teploty (vysuSeni) ¢i UV zéafeni. Slozeni zminované pasty zalezi
na pozadavcich na vyrdbény senzor (elektrodu), kdy pravé zvolené materialy zasadné
ovliviiyji néslednou kinetiku transportu elektront. Obecné se vSak lze setkat predevsim
s pastami plnénymi uhlikem, zlatem nebo stfibrem, pfi¢emz jsou jako pojiva nejcastéji
pouzivané rtizné rozpusténé polymery (polykarbonat ¢i acetat celuldzy) v organickych

rozpoustédlech, (cyklohexanon, aceton nebo etylenglykol). [97]
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Samotny tisk probiha v nékolika vrstvach, kdy je po vytvoteni kazdé vrstvy nutné provést
vyzihani dosavadniho podkladu. Prvni vrstva je tisknutd obvykle pomoci Ag/AgCl inkoustu
a vznika tak vodiva vrstva, kterd nasledné tvori referen¢ni elektrodu. Pro druhou,
polovodivou, vrstvu definujici pracovni a pomocnou elektrodu se vyuziva inkoust na bazi
uhliku (pfip. kovu), pfi¢emz se do n¢ho pfidava i enzym. Diky tomu je biosenzoru nasledné
umoznéno provadét selektivni biomonitoring. Tteti vrstva je vytvofena pomoci izola¢niho

inkoustu. [93]
4.5.3.3 Litografie

U litografie je princip tisku zalozen na ptfenosu pozadovan¢ho vzoru (nanaSené vrstvy)
na substrat pomoci razitka. Pfi vyrobé biozafizeni se lze setkat se tfemi metodami —
fotolitografii, mekkou litografii a nanotiskovou litografii [90]. Pii fotolitografii dochazi
k nanaSeni pozadovaného vzoru na fotomasku, odkud je néasledné¢ pomoci UV zafeni
prenesen na fotorezist umistény na substratu. Meéekka litografie vyuziva pro pienos vzorQ
elastomerova razitka, kterd je nasledné¢ mozné aplikovat i na pruzné, mekké ¢i zakiivené
povrchy. U nanotiskové litografie je razitkem tvrda forma, obvykle vyrobena z kiemikd,
kterd je nasledné umisténa na substrat. Vlivem pisobeni tepla a/nebo UV zafeni dojde

k vytvrzeni vzoru, ktery je po odstranéni razitka jest¢ doupraven pomoci leptani. [93]
4.5.3.4 Roll-to-roll hrubotisk

Dalsi primyslové vyuzitelnou technologii je tzv. roll-to-roll hrubotisk, nachazejici uplatnéni
zejména pii vyrobé flexibilnich nositelnych biosenzori [53]. Béhem prvniho kroku roll-to-
roll hrubotisku prob&hne nanos sttibrné (ptipadné jiné) vrstvy definujici referencni elektrodu
a spodni vrstvu pracovni a referenéni elektrody pomoci rotujicich valct, které postupné
realizuji pfenos vzoru od zdroje na substrat [59]. Nasleduje vrstva uhlikového (pfip. jiného)
inkoustu, na zaklad¢ které dojde k findlni vrstvé obou elektrod. Soucasné je diky ni
umoznéno vytvoieni elektrochemicky inertniho povrchu nebo zajisténi prostfedi pro mozny
prabeh oxidacéné-redukenich déja. Na zavér je jako izolacni vrstva nanesena polyethylenova

pryskyfice. Vyjimkou v§ak neni ani pouZiti jiného izola¢niho materialu [93].

4.5.3.5 Prenos razitkem

Pro metodu nazyvanou jako ,pfenos razitkem* jsou typicka elastomerni razitka,

kterymi se postupné nanaseji jednotlivé vrstvy elektrod, a to i na nerovné povrchy ¢i velké
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plochy. Vysledné elektrody jsou vykonnostné srovnatelné s vytisténymi elektrodami,

navic maji ale i vétsi odolnost vii¢i mechanickému zdeformovani. [93]

4.5.4 Vyuziti biosenzoru

Biosenzory se pouzivaji zejména v oblasti mediciny, kde se snimi mizeme setkat
pfi klinické diagnostice — napiiklad pfi stanovovani glukézy v krvi nebo jinych testech,
u kterych dochdzi k imunodetekci analytu. V soucasnosti se jejich vyvoj orientuje z velké
¢asti na tzv. point-of-care systémy vyznacujici se zejména pienositelnosti, snadnou
obsluhou, nizkou cenou a rychlym stanovenim vysledku. Zejména posledni bod je zasadni
v pripad€ nutnosti zahjit ptipadnou 1é¢bu v co nejkrat§im ¢ase a odpadnuti prodlevy mezi
odbérem vzorku a zjisténim vysledkl laboratoti, do niz musi byt zaslany, zde tak maze hrat
naprosto klicovou roli [92]. Pro ptiklad je na Obrazku 12 uveden biosenzor umoznujici
analyzovat vzorky krve, mo¢i nebo slin pomoci mobilniho zatizeni [102].

VZOREK KRVE, SLIN NEBO MOCTI NASTAVEC
PRO OPTICKE SNIMANI

CHEMICKY / IMUNITNI
SENZOR

Obrazek 12 — Princip point-of-care biosenzoru (prevzato a upraveno z [102])

Dalsim typem jsou tzv. nositelné biosenzory, k jejichz zékladni charakteristice patii
pfipevnéni biosenzoru na nositelnou platformu, kterou mohou byt nejriznéjsi naramky
z pruznych materidlti ¢i ndaplasti, obleceni, obuv, bryle, kontaktni coCky nebo chranice
na zuby. Typ biosenzoru i platformy pak zavisi na zpracovavaném analytu — téIni tekuting,
na kterou se dany biosenzor zamétuje. Mezi zmiflované télni tekutiny patii naptiklad pot,
slzy nebo sliny [93; 103]. Mezi jejich zna¢né vyhody patii moznost aplikace i odstranéni bez
nutnosti lékate, bezbolestné a neinvazivni odebirani analytu a moznost neustalého sledovani
bez jakéhokoliv omezovani jedince v bézném Zivoté. Diky tomu je pomoci nich mozné
zachytit ndhlou zménu zdravotniho stavu, coZ mize napomoci v€asnému zahdjeni

16¢by. [93]
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Ptiklady nositelnych biosenzort jsou znazornény na Obrazku 13.

BRYLE ' 1
(laktat, glukoza) i . 12

CHRANIC NA ZUBY
(kyselina mo&ova)

\

\
, . - - ‘
CHYTRE KONTAKTNI COCKY (.
(glukoza) = s

ZUBNI SENZOR
NA BAZI GRAFENU
(bakterie)
CHEMICKO-FYZIKALNI
HYBRIDNI NAPLASTI
(laktat, ECG)
MIKROFLUIDN{ SENZOR

(laktat, glukoza)

INTEGROVANE SENZORY
(laktat, glukoza)
NANOMATERIALOVA NAPLAST
(laktat, glukoza)

IONTOFORETICKE NAPLASTI

NOSITELNA DIAGNOSTIKA | 3, ’:-.é‘_’if [
(kortizol, IL6) I (glukéza)

SAMONABIJECI TEXTILNI BIONSEZOR
(laktaty

Obrazek 13 — Priklady nositelnych biosenzorii, véetné zkoumaného analytu
(prevzato a upraveno z [103])

Siroké vyuziti maji i u chirurgickych implantati, kde vyrazné napomahaji pii nutnosti
nepfietrzitého sledovani v ramci preventivni, pooperacni ¢i rehabilitacni péce u onemocnéni
jako jsou naptiklad kardiovaskularni nemoci, cukrovka, chronicka obstrukéni plicni nemoc
(CHOPN) ¢1 Alzheimerova choroba. Pro ilustraci moZznych aplikaci 1ze zminit naptiklad
elektrochemické biosenzory, pomoci kterych Ize sledovat naptiklad rizné koncentrace iontt,
z ¢ehoz lze ziskat informace tykajici se stavu tkani ¢i souvisejicich biochemickych
procesech, dale jsou schopny detekovat latky jako je naptiklad kyslik, glukéza ¢i laktat
nebo se zaméfit na bakterie nebo biologické markery rakoviny. Z dalSich ptikladt vyuziti
biosenzoril 1ze zminit moZnost monitorovat gastroezofagealni reflux, arteridlni ¢i plicni tlak
nebo funkci neurostimulator pro sniméni mozkové aktivity vcetn€ schopnosti zastaveni

zachvati. [94]

4.6 Prehled aplikaci

Nasledujici dvé tabulky zachycuji né€kolik dal§ich moZnych aplikaci materidlového tisku.
Tabulka 8 se zaméfuje pouze na inkoustovy tisk, Tabulka 9 zahrnuje i jiné metody

materidlového tisku vyuZitelnych v rdmcei bioaplikaci.
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Tabulka 8 — Priklady aplikact inkoustového tisku (prevzato z [54])

METODA

APLIKACE VYCHAZEJICi Z PROVEDENYCH VYZKUMU

TERMALNI DOD

- kolagenové scaffoldy
- kozni stépy se zabudovanymi cévnimi sitémi pro studie hojeni ran
in vivo

- vysokokapacitni miniaturni screening 1é¢iv

PIEZOELEKTRICKY

DOD

- tisk bakteridlnich buné€k ke studiu komunikacemi mezi nimi
- komplexni tubularni tkan

- mikrosféry s jednotlivymi zapouzdienymi buiikami

- Cipy lidské jaterni tkadn¢€ slozené z hepatocytii

- hedvabné mfizky pro umisténi bunék E.Coli umoziujici

biosenzoriku

ELEKTROSTATICKY

DOD

- duté tkanové struktury z HeLa bunck

ELEKTRO-

HYDRODYNANICKY

- biotisk lidskych astrocytomovych bunék, bilych krvinek a
erytrocytl
- mikroenkapsulace bun¢k

- kolagenové a fibronektinové scaffoldy

AKUSTICKY

- zapouzdreni jedné/vice bun€k

- 2D heterogenni tkanové struktury (napf. bunky karcinomu prsu)

MIROVENTILOVY

- tisk plicni tkang

- zapouzdieni bun¢k

- tké&nova struktura hladké svaloviny potkaniho mocového
méchyte s kolagenem

- heterogenni tkan ovaridlniho karcinomu a normalni lidské bunky
- fibrochrupavové tkanoveé modely

- tisk kozni tkan€ z lidskych dermalnich fibroblast, epidermalnich
keratinocytli a kolagenu

- tisk nervové tkané z krysich astrocytl, neuront a kolagenu

- tisk chrupavcité tkan¢ z chondrocytt, fibrinogenu a kolagenu

- scaffoldy z fibrinového gelu uvoliiuyjici vaskuldrni endotelovy

rustovy faktor
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Tabulka 9 — Vyuziti vybranych biomaterialii (prevzato z [60], doplnéno z [54])

MATERIAL METODA TISKU VYUZITi
AGAROZA - mikro-ventilovy tisk - ptiprava cévni tkdné
- priprava srde¢ni pseudotkané
- priprava cévni ¢i jaterni tkan¢
. . - komplexni heterogenni tkanové
- inkoustovy tisk
) ‘ o struktury
ALGINAT - laserov¢ asistovany biotisk ' '
. . ‘ - enkapsulace lidskych pluripotentnich
- mikro-ventilovy tisk
kmenovych bun¢k
- testovani in vivo a in vitro funk¢nosti
a diferenciace kmenovych bunék
- inkoustovy tisk - vyzkum bunééného chovani
CHITOSAN ‘ ' . ' '
- elektro-hydronamicky tisk - nanocasticové nosice 1éCiv
- vlaknité scaffoldy pro tkanové
_ _ struktury
- inkoustovy tisk
‘ o - vzorovani substratu pro bunécny
- laserové asistovany biotisk
_ _ . vyzkum
KOLAGEN - mikro-ventilovy tisk )
' o - ptiprava chrupavcité tkané
- akusticky biotisk ‘
' ‘ - mezivrstvy koZnich §tépt
- elektrohydronamicky tisk ‘
- mezivrstvy pro umélé kozni tkané
vyrobenych z fibroblastl a keratinocyti
' _ - regenerace klize
5 - inkoustovy tisk
ZELATINA . ‘ - obnova chrupavek
- elektro-hydronamicky tisk
- vyzkum bunéénych funkci
- podpora obnovy lidské chrupavky
- inkoustovy tisk - antibakteridlni membrany
PEG
- elektro-hydronamicky tisk - prevence nitrobfi$ni adheze
- podpora tvorby kostni a chrupavek
. . - regenerace paradontu
PCL - elektro-hydronamicky tisk

podpora hojeni diabetickych viedi
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ZAVER
Prace je ¢lenéna do nékolika kapitol, pfi¢emz postupné popisuje klicové body prace.

Na zacatku se zabyva biomateridly, jejich zakladni definici, vlastnostmi, mezi které patii
zejména biokompatibilita, bioaktivita, bioinertnost a bioresorbovatelnost, a zakladnim
rozdélenim, kdy postupné prochdzi polymerni, keramické, kovové a kompozitni

vvvvvv

a nékolik konkrétnich materialu.

V druhé kapitole se prace vénuje vybranym metodam materidlového tisku, pomoci niz Ize
pfipravovat tenké vrstvy majici rozméry od n¢kolika nanometrii az po stovky mikrometrd,
a to zejména pro biomedicidlni vyuZiti. Jednotlivé metody jsou déleny na zaklad¢ zplisobu
tisku do tfi kategorii — zaloZené na materidlové extruzi, vyuzivajici laser nebo na principu
tryskani kapicek bioinkoustu. Konec kapitoly zahrnuje souhrn jednotlivych metod depozice
ve formé tabulek, a to na zaklad¢ riznych hledisek. V ramci nich jsou porovnany metody
na bazi kapicek podle Zivotaschopnosti bun¢k po tisku a jejich vyhod ¢i nevyhod.

Ty jsou nasledné zminény 1 pro jednotlivé metody materidlového tisku

Nésledné je diskutovana problematika bioinkoustl vyuzitelnych pro materidlovy tisk.
Na zacatku jsou strucné charakterizovany a poté rozdéleny podle pivodu na piirodni
a syntetické. Druhé c¢lenéni bioinkoustli je na zdklad€é vyuZziti scaffoldd pii tisku,
kdy se s nimi lze setkat u hydrogell, decelularizovanych slozek matric a mikronosici,
zatimco u tkanovych sférodidd, bunéénych pelet a tkanovych vldken ne. Nejvetsi pozornost
je vénovana hydrogelim, u nichZz je uvedeno i né€kolik konkrétnich ptikladt s jejich
vyhodami a nevyhodami. Dals§i ¢ast kapitoly se vénuje soucasnym 1 potencidlnim
materialim, kde jsou zde zminény hybridni hydrogely, biotisk uhlikovych nanomateriald,
roztokli enzymt a biotisk funkénich biomolekul. Na zavér je uvedeno nékolik ptiklada
komeréné€ dostupnych bioinkoustd, a souhrn zdkladnich materialovych a procesnich

vlastnosti kladenych na bioinkousty.

Posledni kapitola je zaméfena na aplikace materidlového tisku pii vyrobé tenkych vrstev
z biomateridlii. Zahrnuje popis materidlového tisku bunéénych a tkdnovych struktur,
moznosti jeho vyuziti v oblasti farmakologie a pfi pfiprave bionsenzord, jenZ predstavuje
jednu z hlavnich aplikaci. V zavéru prace se nachéazi souhrn ve formé tabulek, z nichZ jedna
uvadi piiklady aplikaci inkoustového tisku na zékladé provedenych vyzkumi a druhd vyuziti

VYV

nejbeéznéjsich biomateridlit pomoci moznych metod jejich zpracovani.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Abecedné serazeny seznam pouZitych zkratek

AFA-LIFT
BioLP
CclJ
DBB
dECM
DOD
EBB
EHD
GelMA
HA

Jp
LAB

LG DW
LIFT
MAPLE DW
NFC
PAA
PBF
PCL

PE

PEG
PEGDA
PET
pHEMA
POM
PTFE
PU

PVA
SLA
SLS
UHMPWE

modifikovany laserem indukovany doptedny pienos
biologické laserové zpracovani
kontinuélni injketovy tisk

biotisk na bazi kapicek

decelularizovana tkan extracelularni matrix
kapicka na vyzadani

biotisk na bazi vytlacovani
elektro-hydrodynamicky tryskovy biotisk
Zelatina-metakrylat

hydroxyapatit

inkoustovy tisk

laserov¢ asistovany biotisk

piimé navadéni laserem

laserem indukovany dopfedny pienos
matricoveé pulzni laserové odparovani
blizkopolni komunikace

kyselina polyakrylatova

metoda praSkové loze

polykaprolakton

polyethylen

polyethylenglykol
polyethylen-glykol-diakrylat
polyetylentereftalat
polyhydroxyethylmethakrylat
polyoxymethylen

polytetrafluoretylen

polyuretan

polyvinylalkohol

stereolitografie

selektivni laserové slinovani

ultravysokomolekuldrni polyethylen
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