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Abstrakt

Prace se zabyva upravou materidlovych soustav na syntetické ¢i ptirodni bazi
do podoby hierarchicky strukturovanych scaffoldi a tenkych vrstev. Pro tyto
ucely byly pouzivany metody aditivni vyroby, electrospinningu, fazové separace
a leptdni. Upravovanymi materialy byly fotovytvrditelné pryskyfice,
polykaprolakton, poly(vinylidenfluorid-trifluorethylen-chlortrifluorethylen),
fibroin, polystyren a hlinik. Vybrané substraty byly testovany a charakterizovany
Z hlediska materialovych 1 biologickych vlastnosti. Vysledky testi bunécné
kompatibility prokazaly zasadni vliv topografie povrchu na bunéénou proliferaci
a V pripadé hierarchicky strukturovanych povrchi 1 na zménu morfologie
kmenovych bunék. Pro testovani pfipravenych strukturovanych povrchil
s ohledem na bunécné chovani v simulovanych in vivo podminkach byl vyvinut
novy typ prutokového bioreaktoru. Provedené experimenty poukazaly na zasadni
vliv vznikajicich nepravidelnosti v toku na buné¢nou adhezi, na jehoz zakladé
byla provedena studie vlivu rozdilnych typd toku na stabilitu polymernich
povrch.

Abstract

This work is focused on modification of material systems on a synthetic or
natural basis in the form of hierarchically structured scaffolds and thin layers. For
this purpose, the methods of additive manufacturing, electrospinning, phase
separation, etching were used. The materials treated were photocurable resins,
polycaprolactone, poly (vinylidene fluoride-trifluoroethylene-
chlorotrifluoroethylene), fibroin, polystyrene and aluminum. Not only the
material properties, but also the cytocompatibility was evaluated. The results of
showed a fundamental impact of surface topography on cell proliferation and, in
the case of hierarchically structured surfaces, on the change in stem cell
morphology. A new type of bioreactor was developed to test the prepared
structured surfaces with respect to study of cell behavior under simulated in vivo
conditions. The results confirmed the fundamental influence of flow irregularities
on cell adhesion, on the basis of which a study of the influence of different types
of flow on the stability of polymer surfaces was performed.
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1. Uvod

Poskozeni organti a tkani, ke kterému mize dojit nejen v disledku zranéni, je
jednim z kritickych zdravotnich rizik. Lidské télo mé pfirozenou schopnost
regenerace, avSak nejriznéjsi choroby jako je cukrovka nebo osteoartrdza jsou
ptiklady chronickych onemocnéni, které t€lo nedokaze samo vylécit a jedinou
moznosti, jak alespon utlumit pfiznaky je uzivani 1ékt. [1,2] Regenerativni
medicina zachdzi za hranici pouhého zmirnéni projevli nemoci a zranéni
a vyuziva své oborové interdisciplinarity k vyvoji novych 1écebnych postupti
S potencialem nahrazovat poskozené tkané. [3-5] Jednim z obord spadajici pod
regenerativni medicinu je tkanové inzenyrstvi (TE). Dle Langera a Vacantiho [6]
TE vyuziva zékladni principy piirodnich véd a techniky pro vyvoj biologickych
nahrad, které obnovuji, udrzuji ¢i zlepsuji tkanové funkce.

Pokud se podivame zjednodusené¢ na biologickou tkan zjistime, Ze se sklada
Z extracelularni matrix — mezibunééné hmoty (ECM), bunék a signalnich molekul.
TE je zaloZeno pravé na téchto komponentech, jeZ jsou znamy jako ,triada
tkanového inZenyrstvi®, ktera se sestava ze tii zakladnich kamena — tkanového
nosice (scaffoldu — jenz slouzi jako leSeni pro buiiky a zaroven se podili na
biologickych funkcich), bunck a biologickych signalnich molekul (fidi chovani
bungk a tim 1 fenotyp tkané€). Pro vytvoreni nové tkané je tedy scaffold jednim
z dulezitych aspektl,, kterému je potfeba vénovat pozornost. NejvhodnéjSim
scaffoldem by byla ECM cilové tkan¢ v nativnim stavu, avSak veskeré jeji funkce,
komplexni sloZzeni a dynamickou povahu je velmi téZké napodobit. Vybér
materidlti a metod pro vytvaieni scaffoldil je stéZejni zalezitosti zeyména proto, Ze
kazdy material ma odliSné vlastnosti a z nich plynouci (ne)vyhody. Naptiklad
syntetické materialy maji skvélé mechanické vlastnosti a 1ze u nich pocitat s jistou
homogenitou slozeni a distribuci molekulovych hmotnosti. Pfirodni materidly
vykazuji dobrou biokompatibilitu, ale také nehomogenitu.

Diky Sirokému spektru dostupnych materidlii existuje mnoho moznosti volby
mezi nimi, coz je velkou vyhodou vzhledem K existenci zcela odlisnych typi
tkani. Naptiklad kiizi Ize zatadit mezi relativné mekké tkang, ale také musi prestat
velkd smykova napéti. Naproti tomu kost je tvrdy materidl s vysokou pevnosti
Vv tlaku, ktery musi nést hmotnost téla. Velkou vyzvou tedy stale zlistava vytvoteni
materialu, jenz by byl vSestranné vyuzitelny pro vSechny typy tkani.

V neposledni fad¢ je tfeba zminit, Ze scaffoldy nemusi byt ureny pouze pro
rekonstrukce tkani, ale velmi Casto je 1ze aplikovat jako nosice 1é¢iv. [7]

Pii vytvafeni scaffoldu je dilezité brat v potaz topografii a povrchové
vlastnosti, jez maji zdsadni vliv na chovani bun¢k. Tyto vlastnosti Ize urCovat



pouzitymi materidly, postprocesnimi povrchovymi upravami (fyzikalni,
chemické) a v piipadé 3D tisku® miize byt povrchova topografie definovana jiz
pi1 modelovani scaffoldu v softwaru (vystupky, prohlubng).

Tato priace je zaméfena na optimalizaci materidlovych charakteristik
a zpracovatelskych postupli vedoucich k ptipravé scaffoldi. Jsou zde popsany
originalni 3D tiskové postupy piipravy scaffoldi a vldkennych struktur pomoci
elektrostatického zvlaknovani (electrospinningu). Dale jsou zde diskutovany
moznosti strukturalizace vytvarenych povrchd pouzitim fazové separace
a chemického leptani. Pro ucely testovani vlivu novych typl materidlovych
soustav na chovani bun¢k v simulovanych in vivo tokovych podminkach byl
navrzen originalni pratokovy bioreaktor a byla otestovana stabilita vybran¢ho
polymerniho materidlu za rozdilnych tokovych podminek.

2. Soucasny stav reSené problematiky

Posledni dvé desetileti se staly vyznamnym obdobim rozvoje TE. K tomuto
vyvoji ptispély zejmeéna nove znalosti a pokroky v technickych oborech jako jsou
védy o materialech [8], buné¢na a vyvojova biologie [9,10], nanotechnologie [11]
a rychlé prototypovani (RP) také znamé jako 3D tisk [12].

Biomaterialy pro vyrobu scaffoldi Ize dé€lit na polymery (pfirodni a synteticke),
keramiky a kovy. Keramické a kovové scaffoldy se v soucasnosti pouzivaji
zejména v oblasti kostniho inzenyrstvi [13-18] a také jako nosice 1éku [19-22].
Aktualné mezi bézné zéastupce syntetickych polymert pouZzivanych v TE patii
kyselina polymlééna [23-26], kyselina polyglykolova [27-29], jejich kopolymery
[30,31] a polykaprolakton [32—34]. Ptirodni polymery jsou pak zastoupeny
kyselinou hyaluronovou, chitosanem, fibrinem, kolagenem a nejcastéji jejich
kombinaci. [35-39]

V nedavné dobé dosahly technologie klasického [40-42] a elektrickym polem
asistovaného 3D tisku (EPA 3D tisk) [43,44] velkého pokroku na poli
malosériové vyroby tkanovych nahrad.

3D tisk

V soucasnosti jsou n€které 3D tiskarny schopny vyuzit vice tiskovych hlav
zarovein, coz umoznuje kombinovany tisk vice bunécnych linii, ¢imz dochézi

L, 3D tisk* nebo také ,,3D printing jsou pojmy, jimiz bude v této praci oznadovano vice metod Aditivni vyroby
(str. 16).



k vyraznému usnadnéni tisku komplexnich multibunéénych tkani ¢i orgéand.
[45—47] Cui a kol. pouzil techniku 3D bioprintingu k vyrob¢ funkénich kostnich
Stépu s organizovanou cévni siti. [48] Novy piistup Want et al. popisuje 3D tisk
komplexnich scaffoldii pro tvorbu regenerativnich organii jako je naptiklad jaterni
tkan. [49] Jinymi pfistupy za pouziti riznych biomateriali bylo umoznéno
vytvoreni dalSich tkani véetné¢ kize [50], srdecnich chlopni [51], kosti
a chrupavek [52] a vaje¢niku [53].

Stereolitografie

Nedavny aplikacni pokrok sterolitografie (SLA) je dan rozsifenim dostupnosti
rozdilnych typl fotositovatelnych polymerli a také moZnosti pouziti vice
materialti pro jeden koneény vytisk [54-56]. V poslednich letech také dochazi
K vyvoji novych polymerd na bazi alifatickych polyesterti s biodegrada¢nimi
vlastnostmi. [40] Rozvoj této metody dale vyrazné¢ ovlivnilo zlepseni
rozliSeni tisku na uroven jednotek mikrometrd, a to ve vSech tfech osach x, y, z.
[57] Pravé dostupnost vysokého rozliseni je velkou vyhodou, jez je cCasto
vyuzivana pii ptipravé scaffoldi pro TE. [58-60] Velky potencial ma SLA
technologie v kostnim inzenyrstvi [61,62], dale pro pfipravu vaskularizovanych
scaffoldi pro 1é¢bu perifernich nervii [63] a také pii tisku scaffoldi pro regeneraci
chrupavky [64].

Electrospinning

V posledni dobé se pii piipravé scaffoldi stale cCastéji vyuziva technik
zalozenych na elektrostatickém zvlaknovani. Jia a kol. [65] vytvofili pomoci
electrospinningu biokompatibilni scaffold pro vnitini sténu vaskularnich tkani
tvoreny kyselinou hyaluronovou a kolagenem. Ne¢které studie se zaméfily
na tvorbu chitosan/zelatinovych scaffoldd pro kozni tkané. [66,67] Dalsi
vyzkumy tesily tvorbu tubularnich scaffoldti pro vaskularni tkdn€ za pouziti smési
polykaprolatkonu (PCL), kopolymeru kyseliny glykolové a kyseliny mlécné
(PLA) a zelatiny. [68] Scaffoldy tvofené pomoci electrospinningu byly nedavno
pouzity pro regeneraci rohovky [69], nervové [70] ¢i kostni tkan€ [71] a nahradu
vazu [72].

Elektrickym polem asistovany 3D tisk

Pomoci technologie EPA 3D tisku se jiz podafilo vytvorit funkéni scaffold
s fizenou vldknitou mikrostrukturou podobnou kolagenovému vldknu. Scaffold
vérn¢ napodobuje anizotropni a viskoelastické chovani cipu srdecni chlopné



a podporuje rust bunck lidského vaskularniho hladkého svalstva, které jsou
schopny produkovat ECM. [73] V jiné studii Paxton a kol. [74] zminuje pfipravu
kaprolaktonovych  auxetickych?  tubularnich  scaffoldd  pomoci  melt
electrowritingu (MEW) v kombinaci s rotujicim sbéracem vlaken. Tyto scaffoldy
ve tvaru trubicCek se pfi protazeni projevuji zvétSenim praméru, coz lze vyuzit
u kardiovaskularnich aplikaci [75], kde by bylo zabranéno moznému kolapsu cév.
Jiné vyuziti Ize nalézt u TE pro rekonstrukce jicnu. [76]

Dal§im aktudlnim uplatnénim MEW je tvorba scaffoldu v podobé folie, na
ktery jsou nasazeny multibunécné sféroidy z tukove vazivové tkané. Scaffold je
utvaren z polykaprolaktonu do porézni struktury uzptsobené velikosti sféroidii
(350-380 um), kdy se praimér jednotlivych vlaken pohybuje okolo 13—15 pum.
Takto ptfipravené scaffoldy jsou dale vyuzitelné pii regeneraci tukové tkané
a velkou vyhodou je jejich snadna ptenositelnost. [77]

3. Cile prace

- Navrhnout materidlové soustavy na syntetické 1 pfirodni bazi a postupy
jejich zpracovani do podoby pokrocilych scaffold.

- Znavrzenych materidlovych soustav pfipravit strukturované vrstvy a 3D
objekty pomoci procesu fazové separace ¢i leptani.

- Otestovat rozdilné materidlové kombinace z hlediska moznosti jejich
zpracovani pomoci vybranych technologii 3D tisku a electrospinningu.

- Pomoci 3D tisku ptipravit bioreaktor pro simulaci in vivo podminek
v biologickych laboratornich testech pfipravenych strukturovanych
povrchti.

- Zhodnotit vliv nové navrzenych materidlovych soustav a znich
ptipravenych strukturovanych povrchii na chovani bun¢k.

2 Auxetikum je materidl, jenZ se pii tahovém zatiZeni rozpina v pficném sméru.
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4. Teoreticky ramec

Scaffoldy jsou sitovité, porézni struktury, které nahrazuji funkci ECM
a zastavaji nespocet dulezitych funkci. [78,79] ECM je jedinecny komplex
slozeny z proteini a sacharidii vytvéiejici trojrozmérnou vlaknitou sit’, ktera
poskytuje mechanickou pevnost, ale slouzi také jako prostfedi pro pienos
informaci mezi buiikou a okolim a také mezi bunikami navzajem. [80,81] Je tedy
nezbytné, aby v pripad€ nutnosti byla ECM nahrazena takovym materialem, ktery
je schopen zcela ¢i alespon ¢aste¢né plnit jeji funkce. [79,81,82]

Hlavni tloha scaffoldt spociva v zajisténi nosné funkce pro usporaddani bunék
uvnité pojivové tkané. Kromé statické ulohy mize scaffold zastavat 1 roli
dynamickou, kdy miize definovat bunéné¢ chovani a nasledn¢ funkce tkéni.
[83,84] Dale zabezpeCuje chemické a fyziologické prostiedi pro bunéénou
proliferaci a diferenciaci. [85]

4.1 Pozadované vlastnosti scaffoldu

Scaffoldy musi spliovat veskeré naroky kladené na nahrazovanou tkan. Svym
usporadanim pak urcuji jeji rozméry a tvar. [86] Po implantaci do zivého
organizmu scaffold vypliuje 3D defekty a napomaha tvarovani tkan¢ tak, aby
odpovidala ptivodni 3D anatomii. Do¢asné musi plnit veskeré funkéni pozadavky
(obvykle mechanické), dokud neni vytvofena nova tkan, kterd tyto funkce
pievezme. V idealnim ptipadé¢ zlepsuje regeneraci tkané tim, Ze zajiSt'uje vhodné
prostiedi pro hromadny transport Zivin a odpadnich latek. [87] Tab. 1 zobrazuje
piehled zakladnich vlastnosti scaffoldu, které by mél spliiovat pro zajisténi
1dealniho implantatu.
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Tab. 1 — prehled vybranych pozadovanych viastnosti scaffoldu. [26]

VIastnost

Pozadavek

Biokompatibilita

Netoxické produkty degradace scaffoldu.

Material nezpiisobujici zanét pii kontaktu s okolni
tkani.

Biodegradabilita

Kontrolovana degradace, ktera podporuje rust tkani
pii soucasném zachovani mechanické podpory.

Rozlozitelny biologickymi nebo enzymatickymi
procesy.

Bioaktivita

Material scaffoldu mize interagovat s hostitelskou
tkani a vazat se na ni.

Stimulace pomoci rastovych faktort a diferenciace
bunék.

Morfologie

Propojen¢ pory umoziujici migraci bunék, difuzi,
ptivod Zivin a odvod odpadnich latek.

Mikroporozita  zajiStujici  vysokou  hodnotu
specifického povrchu pro umoznéni interakci mezi
bunikami a scaffoldem.

Makropory umoznujici migraci bunék.

Velikost porti uzptisobena na miru cilové tkani.

Dostatetné vysoka porozita se soucasnym
zachovanim mechanickych vlastnosti.

Mechanické
vlastnosti

Mechanické vlastnosti scaffoldu srovnatelné s
vlastnostmi hostitelské tkané.

4.1.1 Biokompatibilita

Jednou zklicovych vlastnosti, kterou scaffold musi spliovat je
biokompatibilita. Biokompatibilita scaffoldu je schopnost podpofit normalni
bunécnou aktivitu bez vyvolani jakychkoli patologickych zmén v okolnich
tkanich. Postupem ¢asu byla tato definice doplnéna o informaci, ze biomaterial
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by mél fungovat s odpovidajici reakci hostitele a zaroveit by v hostitelském
prosttedi nemél vyvolavat nezadouci lokalni ¢i systémové reakce. [88]

Dal§im vyznamnym poznatkem je, Ze soucasny pojem biokompatibility
nepfedpoklada absolutné inertni material, jelikoz bylo zjiSténo, Ze vysoka
bioinertnost indukuje Spatnou vaskularizaci, zpomaleni regenerace, a dokonce
muze vést az k enkapsulaci scaffoldu. Mirnd zanétliva reakce tedy mize mit
stimula¢ni dopad na regeneracni procesy (usazovani bunck a vaskularizaci).
[89-91]

Zisadni pro posouzeni biokompatibility je norma CSN EN ISO 10993-1
(Biologické hodnoceni prostiedkli zdravotnické techniky). Dle této normy se
biologicka aktivita zdravotnickych prostiedki posuzuje metodou in vitro i in vivo.
Kompatibilita implantatu s bunéénymi kulturami mtze byt testovana in vitro
definovanim adhezivnich, cytotoxickych a dal$ich vlastnosti. Avsak in vitro testy
maji velkou nevyhodu — nelze u nich odhadnout systémové reakce, napi. reakci
imunitniho systému celého téla. Proto finilni hodnoceni biokompatibility
scaffoldd zahrnuje implantacni testy na zviratech. [92,93]

4.1.2 Biodegradabilita

Cilem tkanového inzenyrstvi je moznost nahrazeni implantovaného scaffoldu
vlastni ECM a bunkami v prubéhu ¢asu. [84] Scaffoldy byvaji pouze do¢asnou
podporou pro bunky, které postupem ¢asu infiltruji do pora scaffoldu a soucasné
s jeho degradaci se buniky reorganizuji do funk¢ni tkané. [94-97] Idealni ¢asovy
prib¢h degradace scaffoldu a tvorby nové matrice je zndzornén na Obr. 1.
Vedlejsi produkty biodegradace musi byt netoxické a mély by opustit télo bez
jakékoliv interakce s organy. [81]

= ——
.-..._____‘_
——
-
-
-

—— tvorba nové matrice "

--- degradace scaffoldu \

mechanicke vlastnosti
Fa

W

cas

Obr. 1 — schéma optimalniho vyvoje mechanickych viastnosti scaffoldu v case. [98]
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4.1.3 Mechanické vlastnosti

V idedlnim piipadé¢ by scaffold mél mit shodné mechanické vlastnosti
S mistem, do kter¢ho je implantovan. Z praktického hlediska dale musi byt
dostatecn¢ pevny, aby s nim mohlo byt béhem implantace snadno manipulovano.
Je potieba dbat na pomér mechanické pevnosti a porozity scaffoldu. Material
muze mit vybornou mechanickou pevnost, avSak na ukor vysoké porozity, kdy
muze dochazet k nedostate¢né vaskularizaci. [84]

Dalsim dualezitym aspektem je sterilita implantovaného scaffoldu. Je potieba,
aby byl scaffold snadno sterilizovatelny, aby nedochédzelo k infekcim uvnitf
hostitele. [99]

4.1.4 Porozita

Vyznam velikosti a propojeni pora v scaffoldu jsou jednim z klicovych faktort
pro vétsinu aplikaci tkanového inzenyrstvi. [100—104]

P6ry mohou byt dvojiho druhu propojené = oteviené a nepropojené = uzaviene.

Idedlnim ptipadem je struktura s vysokou porovitosti s propojenymi
(otevienymi) pory, které umoziuji difuzi Zivin do bun€k ve scaffoldu a také do
ECM vytvofené témito buiikami. Kromé¢ Zivin je potieba také odvadét odpadni
latky a degradacni produkty. Jednim z hlavnich problému byva degradace jadra
scaffoldu, kde kvili nizkému stupni vaskularizace dochazi k nedostatecnému
odvodu odpadnich latek. [105,106] Nékteré studie uvadéji, ze pritomnost makro
(>100 um) a zaroven mikro (<20 wm) port je ptinosnéjsi nez pouze makroporézni
scaffold, avSak tento typ porozity neni snadno reprodukovatelny. [107,108]

DalSim dilezitym faktorem je primérnad velikost port. Bunky s povrchem
scaffoldu primarné interaguji prostfednictvim chemickych skupin (ligandi).
Scaffoldy syntetizovany z piirodnich extracelularnich materiala (napi. kolagen)
tyto ligandy pfirozené obsahuji, zatimco scaffoldy ze syntetickych materiala je
nutno oSetfit a zaclenit do nich tyto ligandy napiiklad pomoci adsorpce proteinu.
Hustota ligandd je ovlivnéna specifickym povrchem — dostupnym povrchem
Vv poru, ke kterému mohou bunky pfilnout. Z toho vyplyva, ze pory musi byt
dostatecné velké, aby umoznily bunkam migraci do struktury scaffoldu, ale
zaroven dostateCné malé, aby tvotily velky specificky povrch, ktery zajisti
minimalni mnozstvi ligandl pro uc¢inné navazani bunék na scaffold. [109,110]

Ptikladem velikosti pori je studie zamétend na implantaty pro kostni aplikace,
kde autofi uvadi, ze pro vyznamny riist kosti je optimalni rozsah velikosti port
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100-135 pum. [111] Pro regeneraci chrupavky je pak vhodna primérna velikost
p6rt v rozmezi 100-500 pm. [112]

Z vyse uvedeného vyplyva, Ze jednim z hlavnich faktord, ktery urcuje jakou
porovitost scaffoldu zvolit, je typ pouzitych bungk.

Ptiprava poréznich scaffoldl je pomérné rozmanitd a zahrnuje mnoho riznych
postupti. Mezi bézné postupy patii zejména luhovani porogenu, lyofilizace.
Jednim ze zajimavych pfistupii feSeni k tvorbé strukturovanych povrchi patii
fazovéa separace.

4.2 Vyrobni technologie scaffoldii

Metoda pouzitd pro vyrobu scaffoldi podminiuje jejich klicové vlastnosti —
porozitu, velikost port, mechanické vlastnosti a také jejich vysledny tvar. [113]
Velmi dillezitym faktorem je také material, ze kterého bude scaffold vyrabén,
protoZze ne kazda technologie je vhodna pro vSechny typy materidlii. Pted
vyrobou scaffoldu je nezbytné vyhodnotit jaké vlastnosti by mél kone¢ny vyrobek
mit a z jakého materidlu bude vyrdbén a dle téchto zjiSténi 1ze nésledné vybrat
vhodnou technologii zpracovani. Na Obr. 2 jsou zobrazeny snimky scaffoldu
vytvotrenych riiznymi vyrobnimi technologiemi a postupy.

4.2.1 Odlévani a luhovani

Jednou z metod piipravy scaffoldu je odlévani s naslednym luhovanim. Prvnim
krokem této techniky je odliti roztoku polymeru (napt. kyselina polymlécna
v chloroformu) na porogen. [114] Porogeny mohou byt napiiklad ¢astice soli,
glukdzy, zelatiny, které jsou vhodné piedevsSim diky biokompatibilité
a snadnému odstranéni, kdy je lze rozpustit ve vod¢ za vzniku porézni struktury.
[115] Nevyhodou byva nerovnomérna distribuce port zpusobend rozdilnymi
hustotami polymeru a porogenu. Pro ziskani homogennich poréznich struktur je
vhodné pouzit napiiklad ultrazvukovou disperzi ¢i centrifugaci polymeru. [116]

4.2.1 Zpénovani

Pomoci metody zpénovani (gas-foaming) je mozné piipravit syntetické porézni
matrice bez pouziti rozpousStédla. Absence rozpoustédel je velkou vyhodou,
jelikoz tak mohou byt do matrice polymeru zaclenény biologicky aktivni
molekuly, aniz by doSlo k ovlivnéni jejich biologickych vlastnosti. Jednim
Z moznych postupl ptipravy je lisovani polymeru za vysoké teploty do tvaru
disku. Takto pfipraveny polymerni disk je n€kolik dni umistén ve vysokotlaké
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komote za ptitomnosti oxidu uhli¢itého. Béhem této doby oxid uhlicity infiltruje
do polymeru a vytvati tak pory. [117,118]

Obr. 2 — SEM snimky scaffoldit vyrobenych ruznymi technologiemi. a) PLGA
scaffold pripraveny casticovym luhovanim, b) hedvabny scaffold vyrobeny
luhovanim v soli a napénovanim, c¢) PLA scaffold vyroben za podminek
superkritickeho COy, tlaku 240 barii a teplote 35 °C, d) 15% PLA péna pripravena
termicky indukovanou fazovou separaci, e) PGA scaffold pripraven spojovanim
vidken, f) scaffold pripraveny viozenim spongiozni matrice, g) zpénovany scaffold,
h) 7,3% PLA scaffold vyrobeny elektrostatickym zvidknovinim, i) scaffold
pripraveny stereolitografii, j) CaSiOs scaffold vyroben 3D tiskem, k) scaffold
pripraveny fused deposition modelling (FDM) technologii, 1) scaffold vyrobeny
metodou Bioplotter. [119]

4.2.2 Lyofilizace

Freeze-drying neboli suSeni mrazem je technologie, diky které je mozné
pomérné jednoduse ziskat porézni struktury. Polymer je rozpuStén ve vhodném
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rozpoustédle (napf. kyselina polymlécna v dichlormethanu) a nasledné je smés
ochlazena pod bod mrazu, kdy je rozpoustédlo zmrazeno. Nasledn¢ je odpateno
procesem sublimace a vysledkem je struktura s propojenymi pory. Ve fazi, kdy je
smés ochlazena na bod tuhnuti mize dochazet k odd¢€leni rozpoustédel a ziskame
tak strukturu s pory, které jsou ohrani¢eny polymerni slozkou kolem krystalti
rozpoustédla. [120] Vyhodou této techniky je vyhnuti se pouziti vysokych teplot
a moznost regulace velikosti poért pomoci zmény parametrii zmrazeni. [121]

4.2.3 Aditivni vyroba

Aditivni vyroba je obecny nazev pro techniky, které ¢tou v datech z vykrest
podporovanych pocitacem (computer-aided design — CAD) pievedenych do
formatu STL (zkratka pro ,,Stereolitography*, dal§i uvadéné pojmy této zkratky
jsou ,,Standard Triangle Language® nebo ,,Standard Tessellation Language®).
[122] Pouziti aditivni vyroby V tkanovém inZenyrstvi umoziuje vytvaieni 3D
scaffoldli v podob¢ slozitych geometrii s velmi jemnymi strukturami. Diky
pouziti pocitace pti navrhovani Ize jednoduse korigovat vyslednou makro i mikro
strukturu coz ovliviluje mechanické vlastnosti scaffoldu. Diky témto
skute¢nostem lze navrh upravit dle dostupnych tdajt z 1€kaiskych skenti tak, aby
vysledny scaffold vyhovoval individualnim potiebam kazdého pacienta. [123]

Vytlacovani (extrusion-based)

Tato technika je zndma také jako ,.fused deposition modelling* nebo ,,fused
filament fabrication® a je zaloZena na taveni a pokladani termoplastickych
filament po jednotlivych vrstvach do poZadovanych tvari pomoci pocitacem
fizeného extruderu. Materiadl vychéazi z extruderu ve formé taveniny a téméf
okamzité tuhne. Pro zajiSténi dobré adheze mezivrstev je vhodné udrZovat
predchozi vrstvu tésné pod teplotou tuhnuti daného materialu. [124]

RozliSeni se u této technologie pohybuje v rozmezi 50-200 um. [40] Modely
pro tuto technologii Ize ziskat pomoci tomografie, magnetické rezonance ¢1 3D
modelovanim na pocita¢i. [125] Nevyhodou této metody je limitace vybéru
materiald, které musi byt dostupné ve formé filament a také vysoké teploty,
kterym je materidl vystaven. Nékteré z téchto nevyhod mohou byt eliminovany
pouzitim alternativnich extruznich technik mezi které patii naptiklad 3D Fiber
Deposition [102], 3D plotting [126] nebo Precision Extruding Deposition [127].

3-D tisk (three dimensional printing)

Tato technologie je pomérné dlouho znama [128] a byla vibec prvni
aplikovana v oblasti RP pro ucely tkanového inzenyrstvi. [129,130] Schéma
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procesu je znazornéno na Obr. 3. Prvnim krokem je rozprostieni tenké vrstvy
prasku na platformu pomoci valecku. Nésleduje tisk inkoustu, ktery prasek na
selektovanych mistech spoji. Tiskova podloZzka pii této technologii zacina
V nejvyssi poloze a postupné sjizdi smérem dola. Prasek, ktery neni inkoustem
pojen, docCasné piebira llohu podpér a poté je bud’ mechanicky odstranén pomoci
kartaCe nebo je ofukovan. Proces byva zakonfen vypalenim pojiva
a sintrovanim. [124] Ptikladem materialti mohu byt biokompatibilni keramiky,
napiiklad hydroxyapatit, fosforeCnan vapenaty [131-138], kovy ¢i polymery
[139]. Typickymi pojivy pak mohou byt polymerni emulze nebo pojiva na vodni
bazi. [139,140]

Valecek

Tiskova hlava

Prasek

| f

Platforma se zasobou prasku Tiskova platforma

Obr. 3 — schéma procesu 3-D tisku. [141]

4D tisk

Pojem 4D tisk nelze definovat jako samostatnou technologii. Avsak vzhledem
Kk soucasnému stavu poznani, kdy se s timto pojmem setkavame stale Castéji, je
vhodné vénovat tomuto pojmu pozornost. 4D printing byl poprvé piedstaven
v roce 2013. [142] Tento koncept tisku se prolina ptes fadu technologii rapid
prototypingu. Principem je 3D tisk objektii s geometrii, topologii, vlastnostmi ¢i
funkcemi schopnymi vyvijet se v ¢ase (Ctvrta dimenze) v reakci na rizné podnéty
prostfedi jako je teplo, svétlo, pH a jiné. [143,144] Hlavnim pfedstavitelem
produktd, které jsou spojeny s pojmem 4D printing jsou zejména vyrobky
S tvarovou paméti. [145-147]

3D tisk za pouZiti fotosenzitivnich pryskyric

Technologie 3D tisku, jez vyuziva vytvrzovani fotosenzitivni pryskyftice lze
rozdélit na dvé samostatné metody liSici se pouze v typu vytvrzovani. Prvni
metodou je stereolitografie (SLA), jez vyuziva laser, ktery vytvrzuje jednotlivé
body modelu. Druha metoda — digital light processing (DLP) je zalozena
na vytvrzovani celé vrstvy modelu za pouziti LCD displeje.
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Sterolitografie byla vyvinuta jako prvni z komercnich RP metod spolecnosti
3D Systems. Tato aditivni vyrobni metoda spociva v polymeraci jednotlivych
vrstev fotosenzitivni pryskyfice pomoci UV zafeni. Veskeré vytisky vznikaji
postupné vrstvu po vrstve. Tisk je mozné provadét tzv. ,,bottom-up*, kdy je vytisk
postupné odspoda nahoru tisknut a laser je umistén na vrchni strané tiskoveé
platformy. Druhym zptsobem je metoda ,,top-down®, tedy shora doli, kdy vana,
ve které je pryskyfice je ze spodni strany prisvitnd a tiskova podlozka je
pritisknuta tak, ze se dotyka dna viz Obr. 4. Dale jsou mozné dva typy
vytvrzovani. Prvni zpusob je vytvrzovani laserem, ktery postupné nasviti kazdy
bod aktudlni vrstvy, kterd ma byt vytvrzena. Druhym zptisobem je vysviceni celé
vrstvy modelu najednou pomoci projektoru (digital light processing - DLP).
[148,149] Pomoci stereolitografie je mozné tisknout slozité tvary vyznacujici se
vysokou pevnosti a povrchovymi detaily v fadech nizsich desitek um. [57]

BOTTOM-UP TOP-DOWN

Pracovni hlava laseru

Tiskova platforma I—i—’_ J )

Tiskova platforma

Vana
s pryskyfici
Cotky

Prasvitné pruzné dno /

Vana

s pryskyfici Laser

Zrcadlo —

Obr. 4 — schéma procesu dvou typu stereolitografického tisku. [141]
4.2.4 Electrospinning

Electrospinning neboli elektrostatické zvlakinovani je technologie, ktera
vyuziva elektrostatické sily k vyrobé vldkennych scaffolda z roztokd polymert.
[150] Zékladni aparatura se skladd =z injekéni stiikacky s Cerpadlem,
vysokonapét'ového napajeciho zdroje a uzemnéného sbérace vlaken — kolektoru,
kterym obvykle byva kovova deska. [151] Technologie je zaloZena na taZeni
proudu viskozni tekutiny (roztok nebo tavenina) ke kolektoru, ktery ma elektricky
potencial. Pokud jsou molekuly polymeru dostatecné zapletené, tak nedochazi
k rozdélovani proudu tekutiny na kapky, které vznikaji v disledku Rayleigho
nestabilit [152], ale je taZzena ve form¢ vlaken. [153] Vysledkem je tak chaoticka
sit’ vlaken o priméru od desitek nanometrt po desitky mikrond. [151,154—156]
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4.2.5 Elektrickym polem asistovany tisk polymerni taveniny (Melt
electrowriting)

Pro pochopeni melt electrowritingu (MEW) je nutné znat chovani kapalin pfi
toku. Proud nenabité kapaliny, tekouci shora dold se rozpadd na kapky (napf.
tekouci voda nebo med). Tento jev, znamy také jako Plateau-Rayleigh nestabilita,
je zavisly na rychlosti, s jakou tekutina tece a také na vySce, z které pada. Tekouci
med, ktery simuluje tok polymeru, ma pted projevem Plateau-Rayleigh nestability
vyrazné€ niz8i rychlost toku a v této chvili lze tekutinou ,,psat* prave proto, ze jeste
nezacala tvorit kapky. [157] Aplikaci napéti mezi trysku a kolektor dochazi
k eliminaci Plateau-Rayleigh nestability, jez by se za normalnich okolnosti
projevila. Tok se tak stdva stabilnim a nepfetrzitym. Pokud je vSak napéti ptilis
vysoké, elektrické nestability zpasobuji tok chaotickym, jak je znadmo
z electrospinningu viz Obr. 5A. [43]

Electrospinning tedy vyuziva k vytvareni polymernich vlakennych struktur
pravé tokoveé nestability, kdezto pro MEW je napéti aplikovéano tak, aby bylo
mozné tekutinu pti nizkém pratoku kontinudlné a fizen¢ pokladat. V zavislosti na
konfiguraci a vlastnostech tekutiny Ize tok omezit na extrémné nizkou rychlost
a je mozné ziskat vladkna o rozmérech okolo 2-50 pum [44]. Hodnotou
aplikovaného napéti tedy ovliviiujeme, zda budou vznikat vldkna diky
chaotickému pohybu nebo zda je budeme moci kontinualné a fizené klast na
kolektor. Zajimavosti je, Ze pii ptekroCeni urcité hranice napéti (7,8 kV), ktera jiz
vykazuje stabilni nepfetrzity tok a nasledném snizeni pod tuto hranici (na 4 kV)
proud tekutiny nadale zlstava stabilnim viz Obr. 5B. [43]

Aw[—v G V =] r— —‘_lB ‘ v
| [
o \
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o 5)
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o N | (- »
bt — '=° -
0kV =>10.7kV =>15kV =  17.5kV 3kV. = 6kv = 7.8kV > 4kv = 17kV

Obr. 5 — priklady tekutin bez a s piisobenim elektrického napéti. A) zndzornuje tok vody
pri ruznych hodnotach aplikovaného napéti. B) zobrazuje tok vody pri prekroceni
hranicniho napéti, kdy se stava stabilnim. [152]
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4.2.6 Elektrickym polem asistovany tisk polymernich roztoki (3D jet
writing)

Technologie 3D jet writing je schopna tisknout zroztokii béznych
biodegradabilnich a biokompatibilnich polymert (napt. PLGA) s extrémni
pfesnosti a rozliSenim. Oproti chaotickému uspofaddni vldken pfti
electrospinningu, stabilita roztoku pii 3D jet writingu je zajiSténa implementaci
sekundarni elektrody, ktera spole¢né s pohyblivou platformou dokdze fizené
stohovat a ukladat kontinualné vytvarena mikrovlédkna do struktur s otevienymi
pory, viz Obr. 6. Tento proces umoziuje vyrobu 3D struktur s definovanou
geometrii a presnosti. [159]

Obr. 6 — 3D jet writing. A) Schéma aparatury pro 3D jet writing s patrnou elektrodou,
zajistujici stabilitu toku tekutiny. B,C) Priklady tistené struktury pomoci technologie 3D
jet writingu. D,E,F) Tistené geometrie typu teselovanych poli do vysky 400 um. G)
Svazky tistenych navrstvenych viaken s viditelnou presnosti tisku. H,1) Ukdzka priiméru
vidken od 50um (H) po 6um (I). [159]

4.3 Biomaterialy pro vyrobu scaffoldu

Jako biomateridly oznacujeme skupinu materiall, ktera ptichdzi do kontaktu
s biologickym systémem. [160] Z literatury je znamo dvoji déleni biomaterialt.
Prvnim je ¢lenéni na pfirodni a syntetické [161], druhym je pak rozdéleni na
keramiky, kovy a polymery [98,162].
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Kazda ze skupin biomateridlit ma své vyhody a nevyhody, proto jsou casto
k dosazeni pozadovanych vysledkli pouzivany kompozitni materialy (napf.
hydroxyapatit a kolagen). [163]

Protoze se tato prace zabyva ptevazné polymery, preferovano je rozdéleni na
syntetické a pfirodni. Kovy a keramiky budou pouze stru¢né zminény.

Keramiky

Biomateridly na bazi keramik (napt. hydroxyapatit, fosforecnan vapenaty,
biosklo) jsou pouzivany zejména pro nahrady kosti — pro mekké tkané nejsou
vhodné. Keramiky vykazuji nizkou elasticitu a tvrdy, kiehky povrch. Jsou vSak
vhodnymi adepty pro kostni implantaty, jelikoZ se svou strukturou podobaji
mineralnimu slozeni kosti a vykazuji skvélou biokompatibilitu, diferenciaci
a proliferaci kostnich bun¢k. [163]

Kovy

Kovové biomateridly jsou navrzeny tak, aby poskytovaly vnitini podporu
biologickym tkanim. Jejich vyuziti tak lze nalézt pfedev§im v kloubnich
nahradach, zubnich implantatech a ortopedii. [164] Typickym zastupcem kovu
pouzivanym jako implantat je titan. Je snadno dostupny a v klinickych aplikacich
je jiz dobfe zndm, navic se da zpracovavat do nejrizngjSich forem vcetné
kovovych pén. [163]

Jednou z hlavnich nevyhod vétSiny keramik a kovl je vSak neschopnost
biodegradace. [163]

4.3.1 Syntetické polymerni biomaterialy

Syntetické polymery jsou velmi €asto vyuzivané v tkdflovém inZzenyrstvi. Jsou
levnéjsi a 1ze je snadno funkcionalizovat oproti pfirodnim polymerim. Vyhodou
syntetickych polymeri je vyroba velkého mnoZzstvi za kontrolovanych podminek,
diky ¢emuz je mozné ovlivnit vysledné vlastnosti materialu jako je porovitost,
degradace ¢i mechanické vlastnosti. Dalsi vyhodou je vysokéd mira univerzalnosti
a snadné zpracovéni, na druhou stranu vSak byvaji syntetizovany za poméerné
drsnych polymeraénich podminek a také byva problém s jejich bioaktivitou. Tyto
nevyhody jsou vSak pifevazeny jejich strukturnimi a chemickymi vlastnostmi,
které¢ lze Casto modifikovat a je tak mozné vytvaret scaffoldy, které vérné
napodobuji zakladni rysy ECM. [165,166]

Mezi béZné pouzivané syntetické polymery patii kyselina glykolova (PGA),
kyselina polymlécna (PLA), kopolymer kyseliny mlééné a glykolove (PLGA),
polykaprolakton (PCL), polyethylenglykol (PEG) nebo polyvinylalkohol (PVA).

22



[165,167,168] Syntetické polymerni scaffoldy jsou casto kombinovany
S pfirodnimi polymery, které modifikuji kone¢né vlastnosti, jako jsou bunécna
adheze, hydrofobita ¢i biologicka rozlozitelnost. [166]

Materidaly pro stereolitografii

Pryskyfice pouZivané ve stereolitografii se skladaji z nékolika komponent:
fotoiniciator, oligomery schopné polymerizace, latky pro Upravu viskozity
a aditiva.

Mezi bézné pouzivané pryskyfice patii systémy zalozené na volnych
radikalech, konkrétn¢ na akryldtu a methakrylatu. Tyto monomery lze rychle
vytvrzovat a diky pfitomnym esterovym skupinam je také lze snadno
modifikovat. [169] AvsSak nevyhodou téchto pryskyfic je vysoka tékavost,
nepiijemny zapach a také predstavuji potencialni nebezpeci, kdy nezreagované
pozustatky polymerace jsou cytotoxick€é a mohou zpusobit alergické reakce.
[170-173]

DalSim pouzivanym systémem jsou pryskyfice, jejichZ polymerace je zaloZena
na kationtovém mechanismu. Mezi tyto patfi epoxidy a vinylethery, u kterych
dochézi pouze k mal¢ smrstitelnosti a vykazuji lepsi mechanicke vlastnosti nez
akrylaty. Nevyhodou je vSak malé reaktivita. Pro moZzn¢é pouziti biopolymeru ve
stereolitografii je nutnd jejich modifikace fotoreaktivnimi a sitovatelnymi
skupinami. [174]

Jednim s nejrozsifenéjSich materiald uzivanych ve stereolitografii je
poly(propylen fumarat) (PPF) [175-177]. PPF je linearni polyester
s nenasycenym hlavnim fetézcem. Velkou vyhodou PPF je jeho biokompatibilita
a schopnost biodegradace, kdy se rozkldda na propylenglykol a kyselinu
fumarovou. Oba tyto produkty jsou netoxické; kyselina fumarova totiz pfirozené
vznika pii metabolismu glukézy. [148,169]

Scaffoldy vytvofené pomoci stereolitografie nabizi Sirokou Skalu mechanickych
vlastnosti  vhodné pro aplikaci jak v inzenyrstvi meékkych, tak
1 tvrdych tkani. Na rozdil od PPF pryskyfice, kterd se po vytvrzeni vyznacuje
mechanickou tuhosti, trimethylen karbonat a trimethylolpropan jsou vice
flexibilni.

Polyethylenglykol

Polyethylenglykol (PEG) je vysoce biokompatibilni polyether, ktery je
chemicky podobny polyoxyethylenu a polyethylen oxidu, od kterych se li§i pouze
niz§i molekulovou hmotnosti (<10,000). [178,179] Vznika polykondenzaci
ethylenglykolu v ptitomnosti kyselych nebo zasaditych katalyzatord. PEG je
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amfifilni a velmi dobfe se rozpousti ve vodném i nepolarnim prostiedi. [180]
Pravé diky jeho extrémni hydrofilnosti, kterd je dilezitd pro pfepravu Zivin
a odpadnich latek a biokompatibilité¢ patii PEG mezi jeden z nejrozsifengjSich
syntetickych polymert. Pro jeho neimunogenicitu, odolnost adsorpci proteinil
a dal§im vyhodam zminénych vyse byl schvéalen americkym Utadem pro kontrolu
potravin a 1é¢iv (Food and Drugs Administration) pro pouziti v biomedicinskych
aplikacich. [178,181] Jeho vyuziti tak lze nalézt v tkanovém a kostnim
inZenyrstvi, hojeni ran a mnoho dalSich.

Velmi casto pouzivanou formou PEGu jsou hydrogely, jejichz vyuziti je
popsano v mnoha studiich, které se tykaji tkanového inzenyrstvi a také jako
systémy s fizenym uvoliiovanim aktivnich latek. [182—185] Jednou z nevyhod je
vSak Spatnd buncécna adheze. Scaffoldy tvofené PEG hydrogelem jsou casto
fyzikaln¢ 1 chemicky modifikovéany, aby byly zajiStény vhodné podminky pro
bunécnou proliferaci a diferenciaci. Jednou z téchto modifikaci je kombinace
PEGuU s jinymi polymery. [186-188] Dalsi modifikaci je pouziti linkerd, které
mohou byt funkcionalizovany naptiklad proteiny ECM ¢i rGstovymi faktory.
[189] Jelikoz PEG neni biodegradabilni je casto zaflenén do blokovych
kopolymert s biologicky rozlozitelnymi polymery (kyselina polyglykolova,
kyselina polymlé¢na). [190]

Polyvinylalkohol

Polyvinylalkohol (PVA) je polymer s krystalickou strukturou, jenz je
biologicky snadno odbouratelny a rozpustny ve vod¢. [191] Vyrabi se hydrolyzou
polyvinylacetatu a jiz v prvni poloviné 20. stoleti se stal velmi vyuZivanym
materidlem v primyslu a také v 1¢katském (chirurgické nité) a potravinaiském
odvétvi (obaly). [192] PVA je Casto pouzivan v kombinaci s dalsimi polymery,
konkrétn€ biopolymery a polymery s hydrofilnimi vlastnostmi.

V tkanoveém inZenyrstvi se PV A nejCastéji objevuje ve forme& hydrogelt, které
lze pfipravit riznymi metodami fyzikalniho a chemického sitovani. [193]
Nejcastéjsi biomedicinské aplikace PVA v oblasti tkanového inZenyrstvi jsou
kontaktni ¢ocky [194], oftalmické materialy [195], slachy [196] a nosice 1éCiv
[197].

Polykaprolakton

Polykaprolakton (PCL) je linedrni semikrystalicky alifaticky polyester, ktery
se vyznacuje biokompatibilitou a také relativné pomalou degradabilitou. [198]
PCL patii mezi termoplastické polymery s dobrou stabilitou a snadnou
zpracovatelnosti. U nékterych produktd byl schvalen americkym Utadem pro
kontrolu potravin a 1é¢iv (Food and Drugs Administration). [199,200] Dale je

24



PCL zndm jako implantovatelny biomaterial pro lékarské aplikace, vcetné
seSivani a obvazovani ran, regenerace nervu a aplikace v kostnim tkanovém
inzenyrstvi. [198]

4.3.2 Prirodni biomaterialy

Mezi ptirodni biomateridly spadaji pfedevsSim piirodni polymery na bazi
proteinti ¢i polysacharidi (kolagen, fibrin, chitosan, elastin a dalsi). Vzhledem
k jejich ptirodnimu ptivodu vykazuji skvélou biologickou aktivitu véetné bunééné
proliferace, adheze a taktéZ jsou netoxické viici okolni tkani. Velkou nevyhodou
je v8ak Spatna reprodukovatelnost a jejich ziskavani z ptirodnich zdroja, které je
problematické piedevsim s ohledem na homogenitu slozeni a vysledné
fyzikalnéchemické vlastnosti.

Hlavnimi slozkami ECM, jak jiz bylo popsano dfive v textu, jsou zejména
polysacharidy a proteiny, které¢ ptedstavuji optimalni biologické prostiedi pro
buiiky. Jelikoz lidské télo neni schopno regenerovat rozsadhlé defekty prave kvili
nedostatku ECM, kterda by tyto defekty vyplnila, stavaji se tak piirodni
biomaterialy idealnimi kandidaty pro aplikace v tkanovém inZenyrstvi, kde jsou
schopny ECM pln¢ nahradit.

Kolagen

Ptitomnost kolagenu ve vSech pojivovych tkdnich ho ¢ini jednou
Z nejstudovangjsich biomolekul pfitomnych v ECM. Tento fibrilarni protein je
hlavni slozkou kosti a kiize a v dehydrovaném stavu zaujima ptiblizné 25 %
celkové hmotnosti savci. [201,202] Sklada se ze tii polypeptidovych fetézci,
bohatych na hydroxyprolinové aminokyseliny sto¢enych do trojSroubovice. Jeho
molekuldrni struktura hraje dalezitou roli pti udrzeni biologické a strukturdlni
integrity ECM. [203] Kolagen se vyznacuje mnoha uziteCnymi vlastnostmi —
nizkou imunogenicitou, dobrou biokompatibilitou a biologickou rozloZitelnosti
a také zastava funkce pro regulaci morfologie, diferenciace, adheze a migrace
bunék. [204,205] Nevyhodami pak mtze byt pomérné rychla degradace a slabé
mechanické vlastnosti.

Kolageny typu I, II a III se vyznacuji chemotaktickym chovanim. Chemotaxe
se projevuje migraci bun¢k smérem k chemickému stimulu. [206] U kolagenu se
chemotaktické chovani vyznaCuje pfitahovanim fibroblasti, keratinocyta
a monocytl. [207-210] Proto je kolagen vyuzivan pii procesu hojeni ran, kdy se
ptedpokladd, ze degradace kolagenu, ktera zplsobuje chemotaxi, podporuje
obnovu funkénosti a struktury okolni tkané. [211,212]
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Hedvabny fibroin

Hedvabi je vlaknity protein, ktery je syntetizovan epitelidlnimi bunkami zlaz
organismu tfidy Arachnida a larvami Lepidoptera zahrnujiciho motyly a mury.
[213] Mezi nejvyznamnéjsi typy hedvabi patii hedvabi produkované bourcem
morusovym (bombyx mori).

Hedvabné vlakno je slozené ze dvou proteinti — fibroinu a sericinu, kdy
fibroinovéa vldkna jsou obklopena sericinovym obalem. Sericin byl vSak shledan
jako nevhodny material pro biomedicinské aplikace,
a to predevsim kvuli jeho antigenicité. [214] Dalsimu vyuziti se tak dostalo pouze
fibroinu. Fibroin se vyznacCuje dobrou biokompatibilitou, biodegradabilitou,
snadnou modifikaci chemickymi skupinami a vynikajicimi mechanickymi
vlastnostmi. [215]

Fibroin se sklada z lehkého a téZkého polypeptidového fetézce. Tézké vlakno
je pak tvoteno hydrofobnimi a hydrofilnimi doménami, kdy hydrofobni domény
jsou tvoreny repetitivnimi aminikyselinovymi sekvencemi Gly-Ala-Gly-Ala-Gly-
Ser (Gly — glycin, Ala — alanin, Ser — serin). Struktura fibroinu Ize rozlisit na stav
SILK I, ktera se vyznacuje obsahem ndhodnych klubek a amorfnich oblasti se
strukturou a-Sroubovic. Semi-krystalicky stav SILK 1II je pak charakterizovan
konformaci sloZzené z antiparalelnich B-skladanych listd. [215]

Hedvabny fibroin (SF) byva zpracovan v nckolika formach vcetné vldken
[216-219], filmd [220-223] ¢i hydrogeli [224-226]. Pro své vyborné
mechanické vlastnosti je idedlnim materidlem pro vyrobu scaffoldi. Primér
vlakna (cca 10 um [227]) zaruuje vysoky specificky povrch.

Kyselina Hyaluronova

Kyselina hyaluronova (HA) je linedrni polysacharid, ktery se nachazi v ECM
v mnoha c¢astech téla. Diky své biokompatibilité, biodegradabilité a moznostem
chemické modifikace je HA vhodnym materidlem pro tkanové inZenyrstvi. HA
také pozitivné ovliviiuje bunécné interakce jako je proliferace a diferenciace.
Ziskédva tak stdle na popularit¢ a nachazi uplatnéni v riznych oblastech,
od scaffoldd pro TE po kosmetické materialy. [228,229]

Zvolenim vyrobni technologie je moZzné z HA pfipravit scaffoldy ve formé
hydrogelti, kryogel a také injektabilnich hydrogela. Nejcastéjsi pouziti HA je pro
scaffoldy mékkych tkani a v kombinaci s dalsimi materialy pak lze pouzit i pro
kostni tkané, chrupavky, cévy, nosice 1€kt a hojeni povrchovych ran. [228]
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4.3.3 Smart materialy

Smart (SM) nebo také chytré materidly jsou specifické svou schopnosti
reverzibilné modifikovat jednu ¢i vice svych funkénich nebo strukturalnich
vlastnosti v disledku reakce na vnéjsi podnét. Mezi tyto vnéj$i vlivy zahrnujeme
fyzikalni (teplota, svétlo, elektrické a magnetické pole), chemické (pH)
a mechanické podnéty (tah a tlak).

Piezoelektrické materialy

Piezoelektrické materidly (PM) fadime mezi SM vzhledem ke skuteCnosti,
ze vykazuji piezoelektricky jev. Tento lze rozliSovat na ptimy, kdy pfi plisobeni
mechanického napéti dochazi ke generovani elektrického naboje a neptimy, ktery
se vyznacuje deformaci pod vlivem elektrického napéti. [230]

V tkanovém inzenyrstvi lze PM vyuzit pro elektroaktivni scaffoldy, které
mohou produkovat bioelektrické signaly, jez hraji zdsadni roli pfi stimulaci
bunécného chovani, které vede k regeneraci tkané. [231,232] PM délime
na piezoelektrické keramiky a polymery. [230] Mezi ptirodni PM patii nékteré
krystaly a keramiky a také makromolekuly, jako jsou proteiny nebo nukleové
kyseliny. [233]

VyznaCnymi  peizoelektrickymi  syntetickymi  polymery jsou pak
poly(vinyliden fluorid) (PVVDF) a kopolymer vinyliden flouridu a trifluor ethylenu
(PVDF-TrFE). Oba tyto materialy byly pouzity pfi regeneraci neuralni tkané.
[234] PVDF je termoplasticky polymer, ktery se vyznacuje vysokou fyzikalni
1 chemickou odolnosti. Jeho nevyhodou je vSak neschopnost biodegradace,
coz jeho wvyuziti v tkanovém inZenyrstvi poncékud znehodnocuje. [235]
Kopolymer PVDF-TrFE je vyznamny tim, Ze ma ze vSech polymert nejvyssi
piezoelektricky koeficient [236], je cytokompatibilni a vykazuje pozitivni vliv na
bunéénou proliferaci a adhezi [237].

Materidly s tvarovou paméti

Polymery stvarovou paméti jiz svym nazvem napovidaji o schopnosti
navraceni se z deformovaného stavu do pivodniho vlivem vné&j$iho podnétu jako
je zména teploty [238], elektrického ¢i magnetického pole [239,240] nebo svétla
[241]. Vyhodou tvarové paméti je to, Ze scaffold 1ze deformovat tak, aby mohl
byt jednoduse implantovan na postizené¢ misto pomoci minimaln¢ invazivniho
chirurgického zakroku a po aplikaci vngjSiho vlivu je scaffold vytvarovan
do potiebného tvaru. [242,243] Mezi materialy s tvarovou paméti patii napiiklad
smés chemicky sitovaného poly(e-kaprolaktonu) a hydroxyapatitu [244]; dale
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smési na bazi polyurethanu [245], poly(propylen fumaratu) [246] a kyseliné
polymlécné [247].

Samo-hojici materialy (Self-healing)

Self-healing, Vv ptekladu samo-hojici materialy (SHM), jsou schopny po
poskozeni opét obnovit svou funkcnost. [248] Obvykle byva self-healing
charakteristika vztahovéana na zotaveni mechanickych vlastnosti po mechanickém
poskozeni. [249] SHM materialy délime dle procesu spusténi samoléceni do dvou
skupin: autonomni a neautonomni. Autonomni SHM k zacatku samoléceni
nevyzaduji Zadné externi spoustéce; samotné poskozeni je dostateCnym stimulem.
Naproti tomu neautonomni SHM potiebuji k iniciaci 1é¢eni vnéjsi podnét, kterym
obvykle byva svétlo nebo teplota. [248]

Jeden z prvnich vyzkumti samolécivych polymert byl zaméfen na zabudovana
tekuta 1éciva. Tato 1éCiva se sestavala z mikrokapsli naplnénych monomerem,
jenz se pii mechanickém poskozeni uvolnil a v misté posSkozeni doslo
K polymeraci ¢imz se misto stalo opét funkénim. Nevyhodou této metody je,
Ze na jednom misté mize dojit pouze k jednomu ,,vyléceni®. [250,251] Jiné studie
uvadéji umisténi hojivého materidlu do dutych sklenénych vlaken umoznujicich
transport lé¢iveého €Cinidla ve vétSim rozsahu. U tohoto typu vSak miize dochazet
K negativnimu vlivu na makroskopické vlastnosti materialu. [252]

Slibnym pfistupem se zdaji byt materidly s dostatecné hustou siti slabych
vazebnych interakci (vodikové mustky). Mezi tyto latky patii termoplasticky
elastomer sestavajici se zmastnych kyselin a diethylen triaminu
funkcionalizovaného mocovinou. U tohoto materidlu dojde pii1 poskozeni
pievazné k preruseni vodikovych vazeb, které jsou schopny obnovy, jakmile jsou
poskozené povrchy k sobé pritlaceny. [253,254]

4.4 Vliv povrchu scaffoldu na chovani bunék

Jednou z kritickych ¢asti v oblasti tkanového inzenyrstvi je nastoleni
fyziologického fenotypu bunék. V této oblasti maji zasadni vliv dvé proménné,
a to chemie povrchu a topografie implantatu. [255,256]

V lidské tkani jsou buiiky zabudovany do ECM, ktera je slozena z fady proteind
(kolagen, elastin, aj.) a polysacharida (glykosaminy, aj.). Konkrétné kolagen je
protein poskytujici odolnost ECM a také se stava vazebnym mistem pro receptory
bunééné adheze. ECM obsahuje také dalsi molekuly zajistujici adhezi bunék

(fibronektin, vitronektin, laminin), které propojuji komponenty matrix s bunikami.
[255]
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Interakce mezi povrchem nosi¢e a bunkami ovliviuji jejich dalsi vyvoj
a funkci. [257] Aby dochazelo k vyvoji bun€k do formy funkéni tkang je tieba,
aby makroskopicka geometrie, mikroskopické topografie a chemické vlastnosti
povrchu kooperovaly se stimuly extracelularnich signalnich latek. [258]

Pii tvorbé scaffoldu je také nutna snaha o napodobeni slozité mikrostruktury
zivé tkane, kterd bude pfispivat k tkanové funkci prostfednictvim interakci mezi
buitkami navzajem a buitkami s ECM. Pouziti mikrotechnologii je tak idealni pro
ziskani  potfebnych  strukturovanych povrchti  scaffoldli. Technologie
mikropatterningu pak muze fidit velikost, tvar a kone¢né ukotveni bunck
k povrchu nosice. [255]

Bunécnou adhezi mizeme povazovat za dynamicky proces vyznacujici se
n¢kolika fazemi. [259] Prvotni adheze zadind vazbami transmembranovych
receptori (integrinl) bunék na extracelularni ligandy. Integriny tedy zajiStuji
propojeni buiiky s povrchem a také spojeni mezi cytoskeletem a ECM. [260] Tyto
komplexy v§ak mohou vznikat pouze jsou-li pevné ukotveny k povrchu, pak jsou
navazany dalsi intracelularni proteiny a vznikaji tak makromolekularni komplexy
zvané fokalni adheze (FA) s délkou okolo 1-5 um. [261]

Bunééné interakce s mikro a nano strukturovanymi povrchy materialu byly
studovany v fadé publikacich. [255,262,263] Z dostupnych studii plyne,
7ze nanotopografie hraje rozhodujici roli pro adhezi, preziti, proliferaci
a diferenciaci riznych typi kmenovych bunék. [264-268] Topografie povrchu
pak mize modifikovat vlastnosti FA a to tak, Ze dojde k vytvotfeni zo6n, které
podporuji shlukovani integrinii (napf. vyvySeniny na povrchu viz Obr. 7B)
a naopak topografické prvky, které zabranuji tvorbé komplext integrin-ligand
(drazky, zahloubeni) viz Obr. 7A a C. [269]

Nanotopografie si ziskava ¢im dal vétsi pozornost zejména pro jeji podobnost
s in vivo prostifedim. Buiiky totiz v pfirozeném prostiedi interaguji s komponenty
ECM v nano rozmérech. [264] Kontrolou struktury povrchu je tedy mozné
definovat chovani kmenovych bun¢k. [270]

prohlubne. [271]
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Jelikoz jsou povrchové vlastnosti scaffoldu kritickym faktorem, ktery ovliviiuje
dalsi interakce v zivém systému, jsou tyto vlastnosti Casto modifikovany.
Upravami povrchu je mozné na n&j navazat funkéni skupiny, které ovliviuji fadu
vlastnosti, jako jsou smacivost, naboj, adheze K jinym materialim a tim
I interakce s biologickym prostifedim. Typy modifikaci povrchu lze rozdélit
do né¢kolika skupin: fyzikalni a chemické modifikace nebo prekryti stdvajiciho
povrchu scaffoldu povlakem z materialu, jenz ma pozadované vlastnosti. [272]
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5. Experimentalni ¢ast

V ramci vysledkli experimentalni prace budou predstaveny materidlové
soustavy na syntetické a pfirodni bazi zpracovavané do podoby scaffoldii. Budou
feSeny postupy jejich mozné povrchové strukturalizace pomoci fazové separace
a chemického leptani. U vybranych materialovych soustav budou diskutovany
moznosti jejich zpracovani pomoci extruzniho 3D tisku, electrospinningu
a elektrickym polem asistovaného tisku. Pro simulaci in vivo podminek
V laboratornim prostfedi bude popsdn navrh pritokového bioreaktoru.
V nédvaznosti na tuto ¢ast bude feSen vliv vybranych materidlovych soustav na
chovani kultivovanych bunck a testovana stabilita vybraného polymerniho
systému za rozdilnych tokovych podminek.

5.1 Materialy

V ramci této prace byly pouzity niZe uvedené¢ syntetické i pfirodni polymery.
Standardni chemikalie jako dimethylsulfoxid (DMSO), aceton, triacetin,
isopropylalkohol a dalsi byly v p.a. kvalité zakoupeny od lokalnich dodavateld
(Sigma-Aldrich, Merck). Dale byla pouzivana ultracistd voda s odporem
18,2 MQ.cm.

5.1.1 Polystyren (PS)

Pro tvorbu hierarchicky strukturovanych syntetickych povrchii byl zvolen
polystyren (PS), Obr. 8, ve form¢ sterilizovanych Petriho misek o priméru
3,4 cm, zbavenych pyrogenlt DNA/RNA urcenych primdrné pro kultivaci bun¢k
od spole¢nosti Techno Plastic Products AG (Svycarsko).

i
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Obr. 8 — strukturni vzorec polystyrenu.
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5.1.2 Polykaprolakton (PCL)

Pro 3D tisténé scaffoldy byl zvolen jako zastupce syntetickych polymert
polykaprolakton, Obr. 9, o stiedni molarni hmotnosti 80 000 g/mol od spole¢nosti
Sigma Aldrich. Vyhodou polykaprolaktonu je schopnost biodegradace a nizka
teplota tani, kterd se pohybuje okolo 60 °C.

O

n

Obr. 9 — strukturni vzorec polykaprolaktonu.

5.1.3 Poly(vinylidenfluorid-trifluorethylen-chlortrifluorethylen)

Dalsim polymerem pouzitym pro pfipravu scaffoldi je synteticky
piezoelektricky polymer poly (vinylidenfluorid-trifluorethylen-chlortrifluor-
ethylen) (PVDF-TrFE-CTFE), Obr. 10, ve formé& bilého prasku dodavan
spoleCnosti Arkema pod obchodnim oznacenim Piezotech® RT. Tento
elektroaktivni terpolymer, jenz bude dale v textu oznacovan jako ,,PiezoRT, se
fadi mezi relaxacni feroelektrika, ktera vykazuji elektrostrikci (jev, pii kterém
vlivem vnéjsiho elektrického pole dochazi k deformaci dielektrika).

—-CHz—CF s -CHF—CF 1]
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Obr. 10 — strukturni vzorec PVDF-TrFE-CTFE.

5.1.4 Materialy pro SLA, DLP a FDM 3D tisk

Pro 3D tisk technologiemi stereolitografie (SLA) a digital light processing
(DLP) byly pouzity fotosenzitivni pryskyfice doporucené samotnymi vyrobci
konkrétnich tiskaren.

Pro SLA tiskarny Form2 a Form3 od spole¢nosti Formlabs byly pouZity Ciré
pryskyfice na bazi methakrylatu s obchodnim oznacenim ,,Clear* a ,,Dental LT
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Clear* (Formlabs), obé pryskyfice byly po provedeni testli cytokompatibility
oznaceny jako necytotoxické a tedy vhodné pro pouziti s buiikami.

SloZeni pryskyfic pro SLA uddvané vyrobcem (Formlabs) bylo nasledujici:

Pryskyfice s oznacenim ,,Clear” je na bazi methakrylatu. Detailni sloZeni je
uvedeno v Tab. 2.

Tab. 2 — slozeni pryskyrice pro SLA tisk s oznacenim ,, Clear*.

Nazev Hmotnostni podil [%]
Uretan dimethylmethakrylat 55-75
Monomery methakrylatu 15-25
Difenyl (2,4 ,6-trimethylbenzoyl) fosfinoxid <09

Pryskyfice s oznacenim ,,Dental LT Clear” je na bazi methakrylatu. Detailni
sloZeni je uvedeno v Tab. 3.

Tab. 3 — slozeni pryskyrice pro SLA tisk s oznacenim ,, Dental LT Clear .

Nazev Hmotnostni podil [%]
7,7,9-trimethyl-4,13-dioxo-3,14-dioxa- 0-75
5,12-diazahexadekan-1,16-diyl bismethakrylat
2-hydroxyethylmethakrylat 10-20
Bis(1,2,2,6,6-pentamethyl-4-piperidyl) <5
Methyl 1,2,2,6,6-pentamethyl-4-piperidyl) <9
Difenyl(2,4,6-trimethylbenzoyl)fosfin oxid 1-5
Kyselina akrylova 0,1-1

<10

Ethylen-dimethyl akrylat
2-hydroxyethyl akrylat 0,11

Pro DLP tiskarnu Micro HD+ od spole¢nosti EnvisionTEC byla pouzita
necytotoxickd pryskyfice s obchodnim nazvem 3DeltaHear (DeltaMed) jejiz
slozeni neni dostupné, podléh4a obchodnimu tajemstvi vyrobce. Veskeré SLA
a DLP vytisky byly promyty v lazni isopropylalkoholu a néasledné vytvrzeny v
UV vytvrzovacich stanicich Form Cure (pro SLA tisk) a Otoflash G171 (pro DLP
tisk).

Pro 3D tisk technologii fused deposition modeling (FDM) na tiskdrné
Ultimaker S5 byl pouzit filament kyseliny polymlé¢né od spole¢nosti Ultimaker.
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5.1.5 Hedvabny protein — fibroin

Mezi pouzité ptirodni polymery se fadi hedvabny protein ziskany z kokonti
bource morusového (bombyx mori), Obr. 11. Piiprava fibroinu spoc¢iva v povaieni
kokontt bombyx mori v roztoku uhli¢itanu sodného, néaslednym promytim,
vysuSenim, rozpusténim v roztoku bromidu lithného, dialyzou a lyofilizaci
(postup dle protokolu D. N. Rockwooda [273]). Vyslednym produktem je
regenerovany hedvabny protein ve formé bilé houbovité struktury.

_H 0 OHH O CHy ,, O CHy
,N\)LNLWN\)LN&TN\)LNAW
H o H o H o

Gly Ser Gly Ala Gly Ala

AY
N

Obr. 11 - strukturni vzorec fibroinu.

5.1.6 Hlinik

Jako zastupce kovovych materialii byla v této praci pouzita slitina hliniku se
slozenim: hlinik (96,8 + 0,1) %, hoicik (2,6 = 0,1) %, Zelezo (0,5 + 0,1) % a dalsi.
Zékladni metody oSetfeni povrchu byly piskovani, brouseni pomoci brusného
papiru s hrubosti 180 zrn/cm? korundu o primémé velikosti 90 pm a pouziti
valcovaneho hliniku jako vychoziho hladkého povrchu.

5.2 Charakterizace vzorki, pouzité pristroje a software

Povrchy, eventualné fezy vzorkt byly analyzovany pomoci:
Digitalniho mikroskopu — DinoLite AM4815ZT - se zvétsenim 20x — 220%.

Optické mikroskopie — mikroskopy Nikon Eclipse 50i a Olympus 1X51 —
se zvétSenim 10x — 400X,

Konfokalni mikroskopie — Olympus FluoView FV 3000 - se zvétSenim 4x —
600x.

Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM) — piistroj Phenom Pro. VVzorky
byly pfed vloZzenim do mikroskopu pokoveny pomoci naprasovacky kovi
Quorum SC 7620 smési zlata a paladia pii proudu 18 mA po dobu 30 sekund
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a samotné pozorovani vzorku bylo provaddéno pfi urychlovacim napéti 10 kV
Vv rezimu zpétn€ odrazenych elektrontl.

Mikroskopie atomarnich sil (AFM) — pristroj Dimension ICON, Bruker.
Rychlost skenovani povrchu vzorku byla 0,5 - 1 Hz s rozliSenim 512%512 pixela
v poklepovém rezimu. Pro méfeni byla pouzita silikon nitridova sonda
s rezonan¢ni frekvenci 70 kHz a konstantou tuhosti 0,4 N/m (ScanAsyst-Air
od spolec¢nosti Bruker). Méteni byly provadény pii laboratorni teploté a vlhkosti.

M¢teni piezoelektrické odezvy (PFM) bylo provedeno pomoci AFM
(Dimension ICON, Bruker), vybaveného piezoelektrickym modulem za pouZiti
sondy s hrotem potazenym slitinou Pt-Ir s odporem 0,01-0,025 Q-cm, konstantou
tuhosti 3 N/m, polomérem zakiiveni 25 nm a rezonan¢ni frekvenci 75 kHz. Pro
méteni hystereznich smycek bylo aplikovano napéti v rozsahu -12 az +12 V.

Povrchové nerovnosti vzorkli byly analyzovany pomoci kontaktniho
profilometru (DektakXT, Bruker) s diamantovym hrotem o poloméru kiivosti
2 um. Méfena draha byla 3 az 5 mm dle typu vzorku a byly stanoveny hodnoty
parametri Ra a Rz (Obr. 12), kde parametr Ra udava stiedni aritmetickou
odchylku vSech ¢asti hodnot profilu drsnosti. Parametr Rz pak reprezentuje soucet
maximalni vy$ky vystupku (Rp) a maximalni hloubky prohlubné¢ (Rv) v ramci
métené délky profilu vzorku. Na kazdém vzorku bylo provedeno nejméné
5 méfeni.

A) B)

yﬂ/\v/‘/\avf/\WN\v/J\v\/mv\/AV/\/\VA/\VA\ - /\1 N RPJ

< » < »
< » < »>

Méfena vzdalenost Méfena vzdalenost

Obr. 12 — zndzornéni parametrit Ra (A) a Rz (B) na mérené vzddalenosti profilu daného
vzorku. [274]

Povrchova topografie byla dale analyzovana pomoci bezkontaktniho
profilometru (Contour GT-K, Bruker) spouzitim bilého svétla a cocky
se zvétSenim 20x%.

Pro rekonstrukci vnitini struktury 3D tiSténych scaffoldd byla pouzita
rentgenova tomografie, Skyscan 1074 od spole¢nosti Bruker. K dal§imu
zpracovani ziskanych dat byl pouzit software DataViewer, CTVox a CTAn od
spole¢nosti Bruker.
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Dalsi pouzitou charakteriza¢ni technikou byla infracervena spektroskopie za
pouziti spektroskopu Nicolet iS5 od spolecnosti Thermo Scientific. Byla pouzita
technika ATR s Ge krystalem. Pfi analyze bylo provedeno 32 skend s rozlisenim
4 cmtv rozsahu 400 az 4000 cm™™,

Pro charakterizaci statickych kontaktnich uhli smaceni byl pouzit goniometr
Drop Shape Analyzer DSA30 se softwarem Advance od spole¢nosti KRUSS
GmbH. Na kazdy vzorek bylo deponovano nejméné 5 kapek ultracisté vody
0 objemu 3 pl.

UV-VIS spektra vodnych extrakti PE-folie byla zaznamenana pomoci CARY
300 Conc UV-Visible spektrofotometru (Varian). Byly pouzity standardni
obdélnikové kyvety z kiemenného skla s délkou drahy 10 mm. Naméteny rozsah
absorbance byl od 190 do 800 nm.

Prvkova analyza extrakti z PE fo6lie byla provedena pomoci analyzatoru
uhliku a dusiku TOC-L (Shimadzu).

Casova zavislost povrchového napéti kapalin byla méfena pomoci
Wilhelmyho desti¢kové metody s Kriiss K12 Processor Tensiometer (KRUSS
GmbH). Mé&teni probihala pti 24 °C po dobu 180 s.

3D tisk

Pouzitymi pfistroji pro tvorbu scaffoldi byly tiskarny Ultimaker S5 (FDM
tisk), Form 2 a Form 3 od spolecnosti Formlabs (SLA tisk), Micro HD+
od spolec¢nosti EnvisionTEC (DLP tisk) a BIO X od Cellinku (extruzni tisk).
Virtualni modely byly vytvaieny v programu Autodesk Inventor Pro 2020. Pro
tisk byly modely upraveny v programech Ultimaker Cura (pro FDM tisk),
PreForm (pro SLA tisk) a PerfactoryRP (DLP tisk). Pro elektrickym polem
asistovany 3D tisk (EPA 3D tisk) bylo pouzito tiskové zatizeni od spole¢nosti
FYSCON, s.r.o.
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6. Vysledky a diskuze

V ramci této Casti prace budou diskutovany postupy ptipravy polymernich
scaffoldd pomoci 3D tisku, vyvoj prutokové komory pro simulovani in vivo
podminek v laboratofi, testovani stability polymerniho materidlu za rozdilnych
tokovych podminek a metody povrchové strukturalizace vybranych
materidlovych soustav a jejich vliv na chovani bunék.

6.1 Priprava 3D scaffoldi pro biologické aplikace

Jednim z pristupti, jak piipravit scaffold pro kultivaci bungk je aditivni vyroba.
V zavislosti na typu tiSt€én¢ho materialu je nezbytné zvolit nejvhodnéjsi techniku
jeho zpracovani a nasledné optimalizovat procesni parametry 3D tisku nebo
zvlaknovani. V nasledujicich podkapitolach budou diskutovany rozdilné tiskové
pristupy (SLA, DLP, FDM, EPA 3D tisk, electrospinning) umoznujici
zpracovavat polymerni materialy aplikovatelné v oblasti regenerativni mediciny.

6.1.1 Srovnani presnosti standardnich tiskovych pristupi SLA, DLP,
FDM

Z konstrukéni a fyzikalni podstaty jednotlivych tiskovych pftistupii
(viz teoreticka cast prace) plyne, Ze nelze u vSech technik doséhnout stejné
presnosti tisku a kvality vytvafeného povrchu. S ohledem na tento fakt byla
provedena studie popisujici moznosti jednotlivych tiskovych technik s ohledem
na tvarovou a strukturni reprodukovatelnost tisténého modelu. V ramci této studie
nebyla feSena pouze piesnost jednotlivych tiskovych ptistupti a jejich limity, které
jsou do jisté miry dany konstrukénimi prvky pouzitych tiskaren. Byla zde rovnéz
feSena otazka, jak pomoci zmény procesnich parametrii tisku ovliviiovat
povrchovou strukturu vytvarenych miiZzkovych a drazkovych struktur. Parametr
povrchové struktury ma zasadni vliv na chovani bungk, které snim piichazi
do kontaktu. Rozdilna povrchova topografie mize zasadné podminovat bunécné
funkce, jak je znamo z literatury. [255,262,263]

Jako modelovy systém byla zvolena desticka o rozmérech 12x12 mm
S drazkami o vySce 300 um a Sifce 400 um. Jednotlivé drazky jsou od sebe
vzdaleny 300 um, Obr. 13 (nahoie). Nastaveny rozmér drazkové struktury byl
zvolen zamérn¢ s ohledem na rozmérové pozadavky kladené na bunééné
scaffoldy. [275]
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Pro metodu FDM 3D tisku byla pouZita tiskdrna Ultimaker S5, materidl PLA
S tryskou o priméru 400 um. SLA tisk probihal na tiskarn€ Form2 od spole¢nosti
Formlabs a jako tiskovy material byla zvolena pryskyfice s ozna¢enim ,,Clear®.
Primér vytvrzovaného bodu v piipadé SLA byl 140 um. Pro DLP tisk byla
pouzita tiskarna Micro HD od spole¢nosti EnvisionTEC s tiskovym materidlem
»3DeltaHear a primérem vytvrzovaného bodu 30 um. V piipadé FDM tisku byla
nastavena vyska tiskové vrstvy na 100 um. U SLA a DLP byla nastavena nejnizsi
mozna tloustka tiskové vrstvy na arovni 25 um. Vezmeme-li v potaz vysku
tiskovych vrstev, Sitku vytvrzovanych bodl a primér trysky u FDM neni ni¢im
piekvapujici, Ze nejlepSiho rozliSeni dosahujeme v ptipad¢ DLP tisku. Tato
skute¢nost je patrnd z Obr. 13. Nahoie na Obr. 13 je zobrazen tiskovy model
desticky vytvoteny v softwaru AutoCAD Inventor. Pod timto modelem je uveden
boc¢ni pohled na vytvarené drazky ziskany pomoci elektronového mikroskopu.
Na vytisku vytvoreném 3D tiskarnou typu FDM (Obr. 13A), jsou zietelné
pozorovatelné jednotlivé vrstvy tisku. Po srovnani s navrhovanym modelem lze
konstatovat, ze nebyla dodrzena pozadovana Siika vystupkl a ani jejich odstup.
Diametralné odlisné vysledky vzhledem k FDM lze pozorovat v ptipadé pouziti
SLA a DLP tisku, Obr. 13B, C. Nejlepsi reprodukovatelnost pozadovaného
modelu 1ze dosdhnout za pouziti DLP tiskarny. Rozméry vytisku se nejvice blizi
poZzadovanému modelu.

AutoCAD Inventor

3D tisk

300 um

R 300 pm |

Obr. 13 — porovnani navrhu modelu ziskaného ze softwaru AutoCAD Inventor a
redalnych vytiskii pripravenych pomoci metod 3D tisku A) FDM, B) SLA, C) DLP.
Obrazky A), B) a C) ze SEM.
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Z provedenych experimentil dale vyplynulo, Ze v pfipadé SLA a DLP tisku lze
pomoci rozdilné orientace tiskového modelu vzhledem k tiskové podlozce
ovlivitovat typ povrchové struktury. Vliv této proménné je demonstrovan
na vytiscich ptipravenych pomoci SLA tiskdrny Form2 od spole¢nosti Formlabs.
Na Obr. 14 jsou zobrazeny SEM snimky povrchi vzorkd, jez byly pfi tisku odlisné
orientovany vzhledem k tiskové podlozce. Pro tisk v ramci tohoto experimentu
byla pouzita pryskyfice s oznacenim ,,Clear®, vyska tiskové vrstvy byla nastavena
na 25 pum. Obr. 14 nahofe zobrazuje snimky z elektronového mikroskopu,
na kterych je dobte viditelny rozdil strukturovani povrchu v zévislosti na orientaci
modelu pii samotném 3D tisku, Obr. 14 (dole). Strukturu povrchu pii
horizontalnim tisku Obr. 14A lze pfirovnat ke vzhledu pomerancové slupky.
Jakmile vSak dojde k pteto¢eni modelu do svislé polohy, je mozné pozorovat
povrchovou texturu orientovanych drazek Obr. 14B. Pfi orientaci modelu pod
uhlem 45° vose Y a 30° v ose Z Obr. 14C taktéz dochazi k povrchové
strukturalizaci vzorku.

Tyto skutecnosti se odvijeji od postupu jakym SLA tiskarna pracuje. Konkrétné
se jedna o moment, kdy po kazdé natisknuté vrstvé je platforma odtrzena ode dna
tiskové vany, aby mohlo dojit k promichani pryskyticové 1dzn¢€. Dal§im klicovym
faktorem je také thel dopadu laseru, ktery vytvrzuje pryskyftici. Z vysledného
porovnani plyne, Ze orientace tisku ma nezanedbatelny vliv na kvalitu povrchu
vytisku a je potfeba peclivé zvazit thel natoceni jednotlivych modeld, respektive
funk¢énich ploch ptichazejicich do styku s kultivovanymi buiikami.

Ra=(0,7£0,1) um

Obr. 14 — SEM snimky povrchit vytiskii (horni rada) ziskanych pomoci metody SLA 3D
tisku a ukazka jejich orientace v programu PreForm (spodni fada). A) horizontalni tisk,
B) svisly tisk, C) tisk pod uhlem.
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prostorovy 3D miizkovy model. Z porovnani uvedenych na Obr. 14 se jevi jako
nejvhodnéjsi pouziti SLA a DLP technologie. Nicméng, jak ukdzaly provedené
experimenty v oblasti tvorby prostorovych model maji tyto tiskové pfistupy své
limity zejména s ohledem na naslednou nezbytnost odstranéni nevytvrzené
pryskyfice z objemu dané prostorové miizky. To znamend, ze je nutné nastavit
dostatecn¢ velké priichozi otvory, z nichz bude mozné odstranit nevytvrzenou
pryskyfici. Tento poznatek ukazuje na skutecnost, ze v piipadé tisku prostorovych
miizek pomoci SLA nelze redlné¢ dosahnout maximalniho mozného rozliseni
definovaného vyrobcem daného tiskového zatizeni. Z experimentti provedenych
na tiskdrné¢ Form2 od firmy Formlabs vyplynulo, Ze pro vytvoieni prichozi
miizky je nezbytné nastavit v tiskovém modelu prichozi otvory o rozméru
minimaln¢ 500x500 pm a vysku tiskové vrstvy v rozmezi 25 az 50 um. Priklad
vytvofené prostorové miizky pomoci této tiskarny je uveden na Obr. 15. Tiskovym
materidlem byla pryskyfice s oznacenim ,,Clear* a vyska tiskové vrstvy byla
stanovena na 50 um. Modelem se stala kubicka mfizka s otvory o rozmérech
700%x700%x700 um. Vysledny vytisk uvedeny na Obr. 15 byl zobrazen pomoci
rentgenové tomografie.

700 pm

Obr. 15 — rekonstrukce vytisténého scaffoldu pomoci SLA tiskdrny Form2 (vlevo). Rez
stredem vytisténé prostorové mrizky (vpravo). Data z rentgenove tomografie.

Poznatky z experimentil spojenych s tvorbou prostorovych mtizek byly vyuzity
pfi ndvrhu a vyrobé priatokovych bioreaktorti diskutovanych v ramei vysledkt
této prace.

6.1.2 Vlakenné scaffoldy na bazi polykaprolaktonu

Nasledujici ¢ast vysledki prace bude vénovana originalnim pfistuptim piipravy
vlakennych scaffoldi na bazi biokompatibilniho syntetického polymeru —
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polykaprolaktonu (PCL). Zpracovani tohoto typu materidlu do podoby scaffolda
je v literatuie Siroce diskutovano. [32—-34,276-281] Oproti literatuie zde bude
prezentovan originalni pfistup zpracovani tohoto typu materidlu zalozeny
na pouziti roztokd tohoto polymeru. Mnoho literarnich praci [26,282-284]
se zabyva zpracovanim taveniny tohoto termoplastického materidlu, jenz za¢ina
téct pii prekroceni 60 °C.

6.1.2.1 Priprava hierarchicky strukturovanych PCL scaffoldi pomoci

3D tisku

Nejjednodussim typem scaffoldu, ktery lze vytvaret pomoci 3D tisku je
prostorova miizka. VétSina literarnich postupt popisuje ptipravu rozdilnych typt
3D tisténych miizkovych scaffoldii tvofenych hladkymi vldkny bez
vyznamng&j$ich povrchovych nerovnosti. [285,286] Hladky povrch vytlaovanych
vlaken spolu s jejich relativné velkym primérem limituje mozné interakce
bunécnych receptort s materidlovym povrchem.

Jednim z moznych zptisobu piipravy scaffoldu s hladkym povrchem vlaken je
extruzni tisk termoplastického materialu, jehoz schéma je zobrazeno na Obr. 16.
Tento typ tisku je v ramci této prace pouzivan jako srovnavaci, viz Obr. 17 vlevo.

Extruzni 3D tisk

Pneumaticky tlak —>

Pist

Vyhfivana zéna —>

Tryska — Vzdalenost trysky/jehly
od podlozky

Vyhfivana podlozka

Obr. 16 — schéma extruzniho tisku termoplastického materidlu ¢i polymernich roztokai.
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Tisk vlakennych miizek probihal na tiskarné BIO X s pouzitim pneumatickych
tiskovych hlav. Mezi kritické parametry tisku, které¢ byly optimalizovany pfii
pouziti BIO X tiskarny patii nastaveni vytlaCovaciho tlaku, teploty tiskové hlavy
a tiskové podlozky, rychlost tisku a v neposledni fad¢ volba vhodné tiskové hlavy.
Mimo to byla pouzivana tiskova hlava s moznosti chlazeni az na 4 °C. Pomoci
pneumatickych tiskovych hlav byly pfipravovany hladké 1 hierarchicky
strukturované scaffoldy jak z taveniny, tak z roztokt, které obsahovaly tékava
rozpoustédla nebo rozpoustédla s teplotou tuhnuti v rozmezi 4 az 20 °C.

Hladké vlakenné PCL struktury, Obr. 17A, byly tistény pomoci termoplastické
extruzni tiskové hlavy, kterd se sklada z ocelové vyhtivané vlozky a tlaéného
pistu. Pro tisk PCL z taveniny byla teplota tiskové hlavy nastavena na 110 °C.
Tiskova podlozka byla pro lepsi adhezi PCL k podkladovému materialu zahfivana
na 50 °C. Povrch takto vytiSténych vlaken je hladky bez naznakl vyrazného
zvrasnéni, Obr. 17A.

V souladu s hlavnim cilem této c¢asti prace, tj. piiprava hierarchicky
strukturovanych vlaken bylo nezbytné ptejit k roztokovému zplisobu tisku. Za
timto ucelem byla vyhledavana nejvhodné;jsi dobra rozpoustédla pro PCL, ktera
lze zaroven misit s dal$i kapalinou, Spatnym rozpoustédlem, které se po
castecném odpateni dobrého rozpoustédla fazove separuje za tvorby povrchovych
prohlubni. Proces tvorby poréznich struktur pomoci fazové separace vyvolané
plsobenim smési dobrého a Spatného rozpoustédla v polymernim roztoku je
teoreticky rozpracovan v praci E. Wrzecionka [287] a bude dale rozveden
v zavéreCnych kapitolach vysledkt této prace.

Dalsimi faktory pii vybéru vhodnych rozpoustédel pro PCL byly rozdilné
rychlosti odpafovani a pokud mozno co nejnizsi toxicita. S ohledem na tyto
podminky byla zvolena dvé dobra rozpoustédla — chloroform (CF) a 1,4-dioxan
(Di0x). Jako $patné rozpoustédlo byl vybran dimethysulfoxid (DMSO). Vysledné
povrchy tisténych miizek ze smési PCL a dobrého rozpoustédla jsou zobrazeny
na Obr. 18B a D. Povrchy tisténych vlaken z roztokii PCL vykazuji znamky
povrchového zvrasnéni. Pii blizSim ohledani je patrné, ze zde dochazi
k zvyraznéni textur jednotlivych sférolitd PCL, coz dokazuji ostré prechody mezi
jednotlivymi strukturami. Pfi pouZiti dioxanu jako dobrého rozpoustédla se navic
na povrchu vyskytuji praskliny odd¢€lujici jednotlivé sférolity.

V ramci experimentd byly vyhledavany vhodné poméry mezi polymerem,
dobrym a Spatnym rozpoustédlem, které povedou k vytvofeni porézni struktury

na povrchu ti§ténych PCL vldken pomoci pneumatické extruze pii 24 °C. Jako
nejvhodnéjsi systém se jevi smés PCL + CF + DMSO pftipraveny v poméru
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1:9:0,1, viz Obr. 17C a Tab. 4. Vzhledem k odlisnym viskozitam pfipravenych
smési bylo nutné nastavit rozdilné tiskové parametry, viz Tab. 4.

Tab. 4 — shrnuti pripravenych tiskovych smési a parametrii 3D extruzniho tisku.
Mnozstvi jednotlivych sloZek uveden0 Vv hmotnostnim podilu.

Slozeni d jehly tisku T podlozky v tisku Tlak

smési [mm] °c] [°C] [mm/s] [kPa]

Cisté PCL 1 1 110 60 1 700

PCL+CF 1:9 0,108 15/24 15/24 1 200

PCL+CF+DMSO 1:9:0,1 0,108 15/24 15/24 1 180

PCLICF+DMSO 1 5.01:01 0108 1524  15/24 1 180
+H,0

PCL+DiOx 1:9 0,108 15/24 15/24 1 150

PCL+DiOx+DMSO 1:9:0,1 0,108 15/24 15/24 1 120

( PCL +CF ) ( PCL + DiOx )

[ Cisté PCL ]

fo%e

Obr. 17 — snimky redalnych 3D tistenych PCL viakennych scaffoldit porizenych pomoci
digitdalniho mikroskopu.

Vysledné povrchy vytisténych vlaken tvoficich miizky na Obr. 17 jsou
v detailu zobrazeny na Obr. 18. Z obrazku je patrné, ze po piidavku $patného
rozpoustédla do tiskové smési doslo vlivem fazové separace k vyrazné zméné
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a oba polymerni povrchy, jak pti pouziti CF ¢i DiOx jako dobrého rozpoustédla,
vykazuji zménu povrchového reliéfu a lze je oznalit jako hierarchicky
strukturované.

Polymer + dobré rozpoustédio

PCL +CF PCL + DiOx

Cisté PCL

| <= Spatné rozpoustédlo N

= :

10 pm

Povrchy zobrazeny pomoci SEM.

Jak plyne ze zavéru prezentovanych v praci E. Wrzecionka [287] proces tvorby
povrchového zvrasnéni pomoci fazové separace je ovliviiovan celou tfadou
proménnych, mezi které patii zmény v rychlosti odpafovani rozpoustédel
v disledku zmén teploty. VySe prezentované experimentalni vysledky byly
ziskany pfi pokojové teploté (teplota tisku i tiskové podlozky byla nastavena na
24 °C). Pro vystiZzeni vlivu teploty byly v dalsim kroku provedeny experimenty
pii 15 °C. Experimenty zahrnovaly tisk smési polymeru a dobrého rozpoustédla
a také smési polymeru s dobrym i Spatnym rozpoustédlem. Vysledné povrchy jsou
zobrazeny na Obr. 109.

Prvni sledovanou tiskovou smési je PCL + CF. Pii porovnani obou teplot tisku
je patrné, Ze tisk pii 15 °C zapfti€inil mirnou zménu vzhledu povrchu, ktera se
vyznacuje viditelnou pfitomnosti sférolith PCL, které jsou mensi oproti tisku pfi
24 °C, viz srovnani na Obr. 19A a B. Mnohem vyraznéjsi zménu povrchového
reliefu lze pozorovat v ptipadé smési PCL + DiOx kdy pfii nizsi teploté tisku
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vznikd vyraznéj$i povrchové zvrasnéni, u které¢ho neni tak patrny sféroliticky
charakter.

Zajimav¢j$i  situace nastavd u smési polymeru s dobrym 1 Spatnym
rozpoustédlem, kde dochazi k pomé&rné velkym zménam ve struktuie na povrchu
vldkenného scaffoldu. Smés PCL + CF + DMSO tisténa pii1 24 °C se vyznacuje
SirSimi povrchovymi prohlubnémi se sekundarni vnitini porozitou. Pii sniZzeni
teploty tisku na 15 °C dochazi ke zmenSeni $itky povrchovych prohlubni, které
jsou oddé€leny SirSimi rozhranimi, viz Obr. 19C, D. Pfi srovnani povrchu smeési
PCL + DiOx + DMSO tisténé pii 24 °C a 15 °C je patrné, Ze pii niZsi teploté tisku
dochazi k vyraznému nartstu poétu prohlubni s mensi sitkou, Obr. 19G, H.

Zmensovani primérné Sitky povrchovych prohlubni pfi nizsi teploté tisku je
dana zvySujici se viskozitou polymerni smési, ktera brani koalescenci
separovanych kapek Spatného rozpoustédla (DMSO) do vétSich celkd. Tuto
skute¢nost dale podporuje fakt, zZe se pohybujeme pod teplotou tani DMSO, ktera
je okolo 19 °C.

/7
/

PCL+CF+DMSO \ /  PCL +DiOx PCL + DiOx + DMSO
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o%: ..‘M b o
SeTLRn e
$e %0'.0 U S 0%
@

.
\ () ®, .'%
o
X

. %Pep ¢ 0
o . 9%y a'. ]
3.4 ple, .i &%.LI
- : ] m'. - ’ A 191"'[‘“4/!
Obr. 19 — detail povrchu vidken PCL tvoricich scaffold vytisténych ze smési polymeru s
dobrym ci dobrym i Spatnym Yozpoustédlem tistenych pri ruznych teplotach. Obrazky ze
SEM.

R

V pribéhu formovani povrchovych prohlubni na povrchu tisténych vlaken
nelze zanedbat vliv vzdusné vlhkosti vzhledem ke skutecnosti, Ze tisk probihal
Vv laboratofi pii 24 °C nebo 15 °C. Bez ohledu na teplotu tisku, samotné rychlé
odpatovani dobrého rozpoustédla ma za nasledek ochlazovani povrchu, na kterém
muze kondenzovat vzdus$nd vlhkost, viz princip metody ,,Breath figures*
[288,289]. Ve snaze o posouzeni vlivu vzdusné vlhkosti nebo spise vody jako
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takové na typ vznikajiciho povrchového zvrasnéni byla do smési PCL + CF +
DMSO pridana voda. Vysledky tohoto tiskového experimentu, ktery byl
realizovan pii 24 °C je uveden na Obr. 20. Pfidavek vody do smési polymeru
s rozpoustédly zptsobuje vznik menSich pori oddélenych §irSim rozhranim,
podobn¢ jako v piipadé nizsi teploty tisku, Obr. 19D. Nicméné povrchové
prohlubné uvedené na Obr. 20B nejsou tak vyrazné z hlediska své Sitky a hloubky
jako v pripad¢ Obr. 19D, z ¢ehoz plyne, Ze teplota tisku patii mezi zasadni
proménné majici vliv na typ vznikajiciho povrchového reliéfu.

/—( PCL : CF : DMSO HPCL : CF : DMSO : HZOJ\
& ""‘%".v 23 ‘:.', NQ.
REE

.. A 5
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8 pazann
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Obr. 20 — detail povrchu vidkna tisténého PCL scaffoldu bez a s pridavkem vody do
tiskové smési. Obrazky ze SEM.

6.1.2.2 Priprava hierarchicky strukturovanych PCL vlaken pomoci
electrospinningu

Jednim z moznych pfistuplt vytvateni podpirnych vlakennych struktur pro
bunky je elektrostatické zvlaknovani (electrospinning). [151,290] Tato metoda
umoznuje urychleni nabitého proudu polymerniho roztoku ve formé vlaken
o priuméru jednotek nanometri az desitek mikrometri smérem k uzemnénému
kolektoru. Vysledna vladkna vykazuji extrémné vysoky specificky povrch praveé
diky poméru plochy vlakna vzhledem k jeho objemu. [291] Jak jiz bylo
diskutovano diive v textu — buniky jsou vysoce citlivé na povrchovou topografii
[255,262,263] a proto zde bylo sledovany moznosti tvorby strukturovanych
vldken.

Poznatky ziskané pti tisku vladkennych struktur ze smési PCL s dobrymi
a Spatnymi rozpoustédly prezentované v predeslé ¢asti vysledki byly vyuzity pro
elektrostatické zvlaknovani pii 15 kV. Prvnimi testovanymi roztoky byla smés
PCL + CF + DMSO srozdilnym hmotnostnim podilem PCL, Obr. 21A, B.
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Druhou smési byl PCL + toluen + DMSO, Obr. 21C, D. Z vyslednych SEM
snimkt na Obr. 21 plyne, ze i v pfipad¢ electrospinnovanych vlaken dochazi
vlivem fazové separace ke vzniku hierarchicky strukturovanych mikro vlaken.

/—i PCL: CF: DMSO ]ﬁ/gi PCL: toluen: DMSO ]—
A D

12,5 hm. % PCL 15 hm. % PCL

A

Obr. 21 — hierarchicky strukturovana mikroviakna pripravend pomoci electrospinningu
ze smesi obsahujicich PCL s CF/toluenem a DMSO. Obradzky ze SEM.

Na Obr. 22 a Obr. 23 jsou uvedeny detailni pohledy na vybrana hierarchicky
strukturovana vlakna prezentovana na Obr. 21. Vlakna pfipravena ze smési PCL
+ CF + DMSO s koncentraci 12,5 hm.% PCL v roztoku vykazuji primérnou sitku
v ftadech jednotek mikrometrii Snerovnomérnym povrchovym zvrasnénim
V podob¢ prohlubni.
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Obr. 22 — detail strukturovaného PCL vlakna pripraveného pomoci electrospinningu ze
smesi PCL + CF + DMSO. Koncentrace polymeru v roztoku 12,5 hm. %. Obrdzky ze
SEM.

.J'
i

Zména typu rozpoustédla s vy3si hustotou (chloroform, p = 1,49 g/cm?®) za
rozpoustédlo s nizsi hustotou (toluen, p = 0,87 g/cm®) m4 za nésledek vyrazng;jsi
fazovou separaci DMSO (p = 1,1 g/cm®) vzhledem k PCL. Vznikaji vlakna
,,houbovitého* charakteru s prohlubnémi v fadech stovek nanometrti az jednotek
mikrometrt, Obr. 23. Primér vznikajicich vlaken se pohybuje v fadech jednotek

mikrometru.

3
S

Obr. 23 — detail strukturovaného PCL vlakna pripraveného pomoci electrospinningu ze
smeési PCL + toluen + DMSO. Koncentrace polymeru v roztoku 12,5 hm. %. Obrdazky
ze SEM.

Originalni postupy pfipravy hierarchicky strukturovanych scaffoldi na bazi
PCL jsou pfedmétem ptipravované publikace.
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6.1.1 Poly (vinylidenfluorid-trifluorethylen-chlortrifluorethylen)

Piezoelektrické vlastnosti syntetického polymeru polyvinylidenfluoridu
(PVDF) byly popsany jiz pted vice nez 50ti lety. [292] Od té chvile byl potencial
tohoto polymeru vyuzit pro Sirokou skalu primyslovych i medicinskych aplikaci
[293-296] nejen diky jeho piezoelektrickému charakteru, ale také diky chemické
odolnosti [235]. Nasledny objev moznosti vylepSeni piezoelektrickych vlastnosti
Vv podobé pfipravy kopolymerii na bazi PVDF, kdy jsou vyuzivadny razné
komonomerni jednotky jako je napf. trifluorethylen nebo chlortrifluorethylen,
jesté rozsifil jejich aplikacni potencial i v oblasti tkanového inzenyrstvi [297,298].
Kopolymer PVDF-TrFE je cytokompatibilni a nema negativni vliv na bunéénou
proliferaci. [237]

6.1.1.1Priprava PiezoRT vlakennych struktur pomoci extruzniho tisku

Obdobn¢ jako u polykaprolaktonu i u poly (vinylidenfluorid-trifluorethylen-
chlortrifluorethylen) (PVDF-TrFE-CTFE) dale znaceno ,,PiezoRT“ byla pro
piipravy scaffoldi pouZzita technologie extruzniho 3D tisku, jejiz schéma je
zobrazeno na Obr. 16. Polymer byl zpracovavan z roztoku DMSO (¢i acetonu,
triacetinu) nebo ze smési s dal§im polymernim systémem (PCL).

Pomoci extruzniho tisku byla zpracovana smés PiezoRT a dimethylsulfoxidu
0 hmotnostnim poméru 1:1. DMSO je jednim z rozpousStédel doporucenych
vyrobcem, v nizkych koncentracich neni cytotoxické a vykazuje vysokou teplotu
vzplanuti (90 °C). Optimalizaci tiskovych parametri se podatilo pfipravit vice
vrstvou mifzku na bazi PiezoRT, Obr. 24. Tisk probihal pfi teploté 80 °C. Sitka
trysky byla 200 um a vzdalenost trysky od podlozky 1 mm. Tiskova podlozka

Obr. 24 — snimek redlné vytisténého scaffoldu ze smési PiezoRT:DMSO (1:1). Vlevo
mrizka snimana pod uhlem, vpravo mrizka svrchu. Obrazky z optického mikroskopu.
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Pomoci extruzniho tisku byla dale zpracovavéna smés PiezoRT:PCL (1:1) pii
teplotach 190 - 205 °C s rychlosti tisku 1 mm/s a vytlacovacim tlakem 500 kPa.
Primeér trysky byl zvolen 300 pm. Podlozka byla vyhtivdna na 65 °C pro dosaZeni
potiebné piilnavosti materialu k tiskové podlozce. Povrchy takto tisténych strun
jsou zobrazeny na Obr. 25 (horni dva tadky). Z téchto snimkd plyne, ze pii
zvysujici se teploté tisku dochazi ke strukturnim zménam povrchu, coz miize byt
zpusobeno degradaci nékterych slozek smési. Tisténé struny byly dale podrobeny
testu stability v dimethylsulfoxidu (DMSQO) po dobu 5 minut. DMSO bylo
vybrano zamérné s ohledem na skutecnost, Ze pro PiezoRT polymer se fadi mezi
dobra rozpoustédla a pro PCL se jevi jako Spatné rozpoustédlo. Vysledné snimky
povrcht strun po ptisobeni DMSO jsou zobrazeny na Obr. 25 (dole).

/
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Obr. 25 — porovnani piisobeni dobrého rozpoustédla DMSO po dobu 5 minut na povrch
PCL strun tistenych pri riiznych teplotach. Obrazky ze SEM.

Z Obr. 25 je patrné, Ze struktura povrchu po ptusobeni DMSO je zavisla na

teploté, pfi niZ byla struna tiSténa. Tato skutecnost miize byt zapiic¢inéna
¢asteCnou separaci nebo degradaci jednotlivych slozek smési. Zde pak muze
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dochazet krozpousténi casti PiezoRT, pro kter¢ je DMSO dobrym
rozpoustédlem, zatimco PCL rozpousténi nepodléha.

Pro ovéfeni miry ptsobeni dobrého rozpoustédla PiezoRT byl proveden
experiment s dalsimi dvéma rozpoustédly (triacetin a aceton). Pro tyto ucely byla
pouzita struna tisténa pii 190 °C vyznacujici se nejhlad$im povrchem. Na Obr.
26 je mozné pozorovat vliv rozpoustédel na povrch tisténé struny. Na
Obr. 26A je zobrazena vychozi vytisténa struna, ktera nebyla vystavena ptisobeni
rozpoustédel. Na Obr. 26B pak lze pozorovat vliv piisobeni DMSO po dobu 5
minut na povrch struny. Obr. 26C znazoriuje povrch po aplikaci acetonu po dobu
15 sekund a na Obr. 26D je vyobrazen povrch po ptsobeni triacetinu po dobu 5
minut.

Obr. 26 — porovnani viivu rozpoustédel na texturu vytisknuté struny. A) struna bez
pusobeni rozpoustédla, B) struna po piisobeni rozpoustédla DMSO po dobu 5 minut, C)
povrch struny po vystaveni ucinkum acetonu po dobu 15 s, D) struna po aplikaci
rozpoustédla triacetinu po dobu 5 minut. Snimky ze SEM.

Na rozdil od aplikace triacetinu (Obr. 26D), ktery zpusobil naruseni povrchu
a vznik poréznich struktur v fadu mikrometrd — pii ptiisobeni DMSO (Obr. 26B)
1ze konstatovat, Ze dochazi ke specifickému zvrasnéni povrchu, avSak nevznika
zadna porézni struktura, ktera by zasahovala do hlubSich vrstev materialu.
Pfitomnost acetonu 1 pies velmi kratkou dobu plisobeni (v porovnani s ostatnimi
rozpoustédly) zptsobila vznik povrchové textury v jednotkdch mikrometri.
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Srovnani vysledkti zndzornénych na Obr. 26 ukazuje, ze jednim z moznych
piistupll pfipravy strukturovanych vldken je aplikace rozpoustédel s rozdilnou
afinitou vzhledem k jednotlivym slozkam polymerni smési.

Podobné jako v ptipad€é smési PiezoRT s PCL byly u roztokového zpiisobu
tisku (PiezoRT v DMSO) zkoumany moznosti ptipravy strukturovanych vlaken.
Z experimentalnich vysledktl uvedenych na Obr. 27 plyne, ze hmotnostni pomér
polymeru v DMSO ma zasadni vliv na povrchovou strukturu struny.

I = 7
50 hm. % PiezoRT '

60 hm. % PiezoRT 40 hm. % PiezoRT

" ’ Povrch struny po annealingu
Povrch struny pred annealingem T=110°C. ¢= 120 min

Obr. 27 - vliv hmotnostniho podilu polymeru PiezoRT v DMSO na zménu povrchového
zvrasneni tisténych vidken. Nahore snimky ze SEM, dole z AFM.

Tisk probihal pfi teploté 80 °C s rychlosti tisku 1 mm/s a vytlacovacim tlakem
700 kPa. Byla zvolena tryska o priméru 200 pum. Tiskovd podlozka byla
vyhtivéana na 65 °C.

Piezoelektrické vlastnosti PiezoRT jsou siln€ ovlivnény krystalinitou
polymeru. Z tohoto divodu nebyly podrobné rozpracovavany polymerni smési
PiezoRT s PCL, kde druha polymerni slozka (PCL) muze branit pieskupeni
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makromolekuldrnich fetézci PiezoRT do pozadované prostorové miizky.
Krystalinitu PiezoRT lze zvysit procesem annealingu (zihani) pfi teploté
v rozmezi Curicho teploty a teploty tani polymeru [299]. Vyrobce polymeru
PiezoRT (Arkema) doporucuje teplotu annealingu pii 110 °C po dobu 2 hodin.
Na tisténé strun¢ ze smési PiezoRT a DMSO pfi koncentraci polymeru 50 hm. %
v DMSO byla testovana stalost povrchové struktury po vystaveni ti§téné struny
procesu annealingu. Stéalost textury byla ovéfovana pomoci mikroskopie
atomarnich sil (AFM). Pfi porovnani vyslednych AFM snimku, Obr. 27, 1ze fici,
ze pi1 procesu annealingu nedochdzi k dramatickym zméndm v povrchové
textuie.

S ohledem na moznost budouciho testovani materialu pro mozné biologické
aplikace je nutné ovéfit, ze tistény scaffold je tvofen pouze Cistou polymerni
matrici, aby nedochédzelo knezddoucimu ovlivnéni bunék pouzitym
rozpoustédlem. Jelikoz tisknouci material se skladal z polymeru (PiezoRT)
a nezanedbatelného mnozstvi rozpoustédla (DMSO) (pomér polymeru
K rozpoustédlu 1:1), byla v tisténém vlakné pomoci infracervené spektroskopie
kontrolovana pfitomnost rozpoustédla, Obr. 28.

dimethylsulfoxid

A) B ,"' A A

titéné viakno

vymyté vlakno

C)
Z. Cisty polymer
8 D)
< I T T 1
1550 1250 950 650

VInova délka [cm™]

Obr. 28 — porovnani IR spekter cistého rozpoustédla (DMSO), polymeru (PiezoRT) a
tistenych viaken (PiezoRT:DMSQO) pred a po vymyvani.

Vzhledem k velmi nizké tékavosti DMSO, bylo moZné pozorovat zbytky
rozpoustédla ve vytisku i nékolik hodin po dokonceni tisku. Na Obr. 28 je zluté
zvyraznéna Cast spektra ¢istétho DMSO (Obr. 28A) a tisténého vlakna (Obr. 28B),
jenz vykazuje stopy rozpoustédla. Z tohoto diivodu byly testovdny mozZnosti
odstranéni zbytkového mnozstvi DMSO ve vytiscich. U¢innou metodou se
ukézalo luhovani vytisku v ultracisté vodé zahtaté na 60 °C po dobu 5 hodin.
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Vysledné FTIR spektrum takto luhovaného vytisku je zobrazeno na Obr. 28C)
a vykazuje zanedbatelné rozdily v porovnani s ¢istym PiezoRT.

Za zminku stoji, Ze pti hleddni nejvhodné;jSich typi rozpoustédel pro PiezoRT
bylo zjisténo, Ze pro piipravu strukturovanych povrchi Ize pouzit aceton, viz Obr.
29. Roztok se vtomto ptipadé skladal z PiezoRT a acetonu v poméru 1:9.
Vysledkem je homogenni strukturovany povrch S Sitkou prohlubni Vv fadu
jednotek mikrometrii. Vznik téchto povrchovych prohlubni je v tomto ptipadé
do nabotnalého polymerniho povrchu podobné jako v ptfipadé¢ metody ,,Breath
Figures* [289].

PiezoRT + Aceton (1:9)
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Obr. 29 — snimky strukturovaného povrchu PiezoRT pripraveného z roztoku s acetonem.
Obrazky porizeny pomoci SEM.

6.1.1.2 Priprava PiezoRT vliken pomoci electrospinningu

Jak bylo diskutovano vySe, electrospinning je jednou z Castych metod
pouzivanych pro vytvafeni vlakennych struktur aplikovatelnych v oblasti
regenerativni mediciny [290]. Stejné jako v ptipadé extruzniho tisku byl v piipadé
electrospinningu pouzivan roztok PiezoRT s DMSO o riznych koncentracich.
Vlakna byla spinovana pti 30 kV a vzdalenosti elektrody od kolektoru 7,6 cm. Na
Obr. 30 jsou porovnany vysledky electrospinningu roztokd o ruznych
koncentracich.

Ze srovnani vzniklych vldken pfti electrospinningu roztokt riznych koncentraci
je ziejmeé, Ze koncentrace polymeru ma vyrazny vliv na projevy nestabilit
vyskytujicich se pfi tomto procesu, Obr. 30. S rostouci koncentraci polymeru lze
sledovat pfitomnost nestabilit vySSich fadd. DalSim projevem rozdilnych
koncentraci je tlouStka vyslednych vldken, jejichz pramér se s vyssi koncentraci
zvétsuje. Porovnanim uvedenych koncentraci l1ze tedy fici, Ze v ptipad€ materidlu
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PiezoRT je pii vyssich koncentracich polymeru v roztoku velmi obtizné ziskat
vlakna homogenni tloustky, tvaru a délky. Lze pfedpokladat, ze tato skutecnost
je spojena s vysokou hodnotou piezoelektrického koeficientu [236]. Dalsi
proménnou také zastava viskozita roztoku (souvisejici s koncentraci polymeru),
kdy s vyssi koncentraci polymeru v roztoku dochazi k vyraznéjs§imu propleteni
polymernich klubek.

25 hm. %

Zvysujici se koncentrace polymeru

Obr. 30 - vliv koncentrace polymeru Vv rozpoustédle na viakna vytvarena pomoci

electrospinningu. Materidlem pro electrospinning byl roztok polymeru PiezoRT
v DMSO. Obrdzky ze SEM.

6.1.1.3 Zpracovani PiezoRT pomoci elektrickym polem asistovaného 3D
tisku

Jednim z pomérné novych zpracovatelskych postupti pro ptipravu vlakennych
struktur pomoci aditivni vyroby je elektrickym polem asistovany 3D tisk (EPA
3D tisk) [43]. Schéma tohoto procesu je znazornéno na Obr. 31. Jak bylo jiz diive
diskutovano, electrospinning je charakteristicky tvorbou chaoticky orientovanych
vldken. EPA 3D tisk vSak na rozdil od electrospinningu probihd ptfi nizSich
napétovych potencidlech za kontinudlniho pohybu podlozky, na kterou se
definované ukladaji vytvarena mikrovldkna. D4 se tedy fict, Ze se tato metoda
nachazi na pomezi extruzniho tisku a electrospinningu. Oproti klasickému tisku
1ze pomoci tohoto piistupu vytvaret velmi tenkd vlakna fadové tenci nez lidsky
vlas. Primér vléken tisténych pomoci EPA 3D tisku je mensi nebo srovnatelny
s velikosti eukaryotickych bun€k (rozsah velikosti 10 -100 um), coz piedurcuje
vyuZiti této metody pro tvorbu scaffoldi aplikovatelnych v oblasti tkaniového
inzenyrstvi [77,279].

55



4| Elektrickym polem asistovany 3D tisk }7
/// \\‘ j h ,

<—— Pneumaticky tlak
p=10-20kPa

Vyhfivana zona  —pe
T=60-80°C Jehla
d =160 -400 pm

DC HV £
Zem — U=27kV -

L | [ v o 7076 |

Pohybliva podloZzka: v =03 -5 mm/s

.
T

Obr. 31 — schéma elektrickym polem asistovaného 3D tisku (EPA 3D).

Z provedenych experimentl vyplynulo, Ze nejvhodnéjsi zpracovani PiezoRT
do podoby mikro vldken pomoci EPA 3D je z roztoku PiezoRT s DMSO
V hmotnostnim poméru 3,6:6,4. Pfipravend smés pak byla naddvkovana do
stifkacky s pneumatickym pistem a jehlou o priméru 260 pm. Stiikacka
s roztokem pak byla vyhtivana na teplotu 70 °C a teplota tiskové podlozky byla
nastavena na 60 °C pro lepsi pfilnavost tisténého materialu k podlozce.
Vytlacovaci tlak byl regulovan na 15 kPa a velikost napéti byla nastavena na
hodnotu 2,7 kV. Rychlost pohybu podlozky byla 1 mm/s a vzdalenost jehly od
podlozky 1 mm. Vysledné struktury ziskané pomoc EPA 3D tisku jsou zobrazeny
na Obr. 32. Bylo tisténo celkem 10 tiskovych vrstev do podoby mftizky slozené
z vlaken o priméru cca 10 pm.

300 pm 200 um |

Obr. 32 — snimky mrizek tistenych pomoci EPA 3D tisku.

Piezoelektrické vlastnosti materidlu PiezoRT byly charakterizovany pomoci
piezoresponsivni silové mikroskopie (PFM). Byla métena piezoelektrickd odezva
vldkna PiezoRT pfipraveného podle postupu uvedeného v piedchazejicim
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odstavci. Pred charakterizaci pomoci PFM byla vldkna vystavena procesu
annealingu pfti teploté 110 °C po dobu 2 hodin pro stabilizaci piezoelektrickych
vlastnosti polymeru. Na Obr. 33 dole je moZzné vidét lokalni piezoelektrické
odezvy tisténého vldkna po procesu annealingu. Métfend plocha byla 30x30 um a
aplikované napéti se pohybovalo v rozmezi -12 V az +12 V.

Piezoresponsivni mikroskopie EPA 3D tisténych viaken

Lokalni piezoelektrické odezvy vlidakna v rozmezi -12 V az 12 V
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Obr. 33 — charakteristika PiezoRT pomoci piezoresponsivni silové mikroskopie.

Prvni fada obrazkii zobrazuje vyskovy profil vlakna. Druha fada je pak tvotena
vyslednymi obrazky méfené amplitudy, kde je mozné pozorovat silny
piezoelektricky kontrast. Tteti fada zobrazuje obraz vladkna ve fazi, kde je mozné
zietelné vidét fazové rozdily v kladnych a zapornych hodnotach aplikovaného
napéti, jez indikuji pfitomnost antiparalelnich feroelektrickych domén
V polymernim vlaknu. Na Obr. 33 dole jsou pak zobrazeny lokalni hysterezni
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smycky. Vyskova smycka naznacuje zménu tlouStky vlakna v prabéhu
napét'ovych zmén. Pro amplitudu je zde patrny charakteristicky obraz hysterezni
smycky ve tvaru motyla. Fazova smycka je pak tvofena klasickym tvarem
hysterezni kiivky v podobé¢ ¢tverce.

Z grafu hysterezni kiivky pro amplitudu je patrné, ze nejvyssi hodnota
piezoelektrického signalu pfi aplikaci napéti -12 V dosahuje az k 20 pm. Fazova
hysterezni kiivka zobrazuje piepnuti dipdlovych momentli okolo fetézce
polymeru pti zménach kladného a zaporného napéti.

Prezentované vysledky v ramci této podkapitoly jsou predmétem ptipravované
publikace.
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6.2 Navrh bioreaktoru pro simulovani tokovych in vivo podminek

S ohledem na zaméfeni prace byla ¢ast experimenti vénovana vyvoji 3D
tisténych bioreaktorti pro simulaci tokovych in vivo podminek. V prvnim kroku
byly vybirany nejvhodnéjsi tiskové materiadly, které¢ nebudou cytotoxické.
Nasledné byla feSena vlastni konstrukce priatokovych cel a mozné zpusoby jejich
vyroby pomoci dostupnych SLA a DLP tiskaren.

Byl navrzen a nasledn¢ vyroben bioreaktor, jehoz schéma je zobrazeno na
Obr. 34. Sklada se ze tii samostatnych Casti: kostry bioreaktoru, do které jsou
vkladany inserty, které jsou zafixovany pomoci pritlaki. Kostra bioreaktoru je
opatfena vstupnim a vystupnim kanalem, jeZ jsou urCeny k proudéni kultivacniho
média.

A C

<«—— pritokovy

pritlak ————=5 = < N Kanal
— -
-

>
"

insert

o kostra bioreaktoru

pratokovy insert pFitlak
kanal

Obr. 34 — model slozeného bioreaktoru prvni generace vytvoreny v softwaru Autodesk
Inventor A) pohled na celou komoru, B) rez stiredem bioreaktoru, C) sestaveny reaktor
vyrobeny pomoci 3D tisku.

Pro konstrukéni modely jednotlivych ¢asti bioreaktoru byl pouzit software
Autodesk Inventor. Samotna vyroba pak probihala pomoci 3D tiskaren od
spolec¢nosti Formlabs (typ tisku - SLA, pfistroje - Form2, Form3) a EnvisionTEC
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(typ tisku - DLP, pftistroj - Micro Plus HD). Kostra i ptitlaky bioreaktoru byly
vytistény na tiskdrn€é Form3 z technické pryskyfice s oznacenim ,,Clear®. Pro
vyrobu insertil, které ptichazeji do piimého kontaktu s buiitkami a kultivatnim
médiem, byly pouzity pryskyftice s deklarovanou tfidou biokompatibility Ila. Pro
SLA tiskdrnu Form2 je to pryskyfice s oznacenim ,,.Dental LG Clear* a pro DLP
tiskarnu od spolecnosti EnvisionTEC byl pouzit material znaceny ,,E-shell 600%.

Na Obr. 35A je znazornén model insertu s mistem pro vlozeni strukturovaného
scaffoldu s buitkami. Obr. 35B pak zndzornuje kryci insert plnici roli ,,vicka“. Na
Obr. 35C je zobrazen model insertu s patrnou strukturou drazek. Tuto zakladni
strukturu lze modifikovat z hlediska vysky, Sitky drazek, sitky mezer mezi
drazkami atd.

Obr. 35 — priklady insertit vkladanych do bioreaktoru vytvorené v programu AutoCAD
Inventor.

Relativné velky vnitini prostor bioreaktoru (1x1 cm) byl zvolen zdmérné tak,
aby do né&j bylo mozné vlozit vice rozdilnych typt scaffoldd nebo povrchové
texturovanych substratti. Cilem tohoto feSeni bylo =zajisténi srovnatelnych
testovacich podminek pro srovnavané materialové kompozice, viz piiklad
strukturovanych polystyrenovych povrchi na Obr. 36 jejichz pfiprava je
diskutovana v jedné z kapitol vysledki.
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Obr. 36 — modelace insertu s rozdilné strukturovanymi povrchy na bazi polystyrenu.

Samotné testovani bunééného chovani za dynamickych podminek probihalo
nasledovné. Inserty 1 ostatni soucdsti reaktoru byly sterilizovany pomoci UV
zafeni po dobu 30 min. V dalsim kroku byly inserty potazeny tenkou vrstvou
zelatiny pro zlepseni prvotni adheze bun¢k. Pred vlozenim insertu, Obr. 35, do
prutokového  bioreaktoru byly pfipravené povrchy 0sazeny bunkami
a prekultivovany v inkubatoru po dobu 24 hodin. V tuto chvili médium nad
povrchem neproudilo. Po tomto kroku nasledovalo pfemisténi insertu do
bioreaktoru, jeho zajisténi pfitlaky a do pritokové komory bylo davkovano
médium rychlosti 10 pl/h po dobu 12 hodin. Z prvotnich experimentt vyplynulo,
ze bunky adherované k povrchu insertu byly odplaveny spole¢né s protékajicim
médiem. Jednim z moznych divodi této skutec¢nosti je vznik tokovych nestabilit
nad povrchem insertu. Tyto nestability mohou vznikat na rozhrani insertu
a vtokového kanalu. Dale mohou byt dany obdélnikovym prifezem vnitiniho
prutokového prostoru bioreaktoru nad zkoumanymi povrchy, do/z kterého usti
kruhoveé kanaly o fadoveé mensi Sifce, nez ma prostor s vloZzenym scaffoldem.

Z vyse uvedenych divodi byl vytvofen navrh bioreaktoru druhé generace
(Obr. 37), ktery se od puvodniho li§i usporadanim vtokt k insertu, ktery mél
zabranit vzniku vyraznych turbulentnich tokd nad povrchem scaffoldu. Reaktor
druhé generace ma jednu vtokovou ¢ést, kterd se v misté umisténi insertu déli na
Ctyfi jednotlivé kandly. Pti vlozeni insertu a pfipevnéni pomoci pfitlaku jsou
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hranice jednotlivych kandlti vzdaleny od insertu cca 200 um. Za ucelem zjisténi,
zda upravou bioreaktoru doSlo ke stabilizaci toku byl proveden nésledujici
experiment. Do reaktoru bylo pfipevnéno misto insertu mikroskopické sklicko,
pies které bylo mozné pomoci optického mikroskopu sledovat tok suspenze Castic
TiO; ve vodé. Sledovanim pohybu ¢astic pii prutoku reaktorem bylo zjisténo, ze
Castice v suspenzi se pohybuji rovhomérné bez naznaku turbulentniho toku.

A B

Obr. 37 — A) 3D model bioreaktoru druhé generace, B) pohled shora a z boku, C)
vytistény a sestaveny reaktor.

6.2.1 Vliv toki na stabilitu polymernich povrchi

Experimentalni testovani bioreaktoru piedstavného v predeslé podkapitole
ukazalo, ze 1 pies optimalizaci jeho konstrukce stale dochazi k odplavovani bunék
Z materidlového povrchu. Ve snaze o odpovéd’ na otazku, do jaké miry za tuto
skute¢nost miZze materidlovy povrch, byly provedeny pokusy simulujici rozdilné
tokové chovani nad polymernim povrchem. Z literatury je zndmo, Ze povrchové
nerovnosti mohou vést ke vzniku turbulentnich proudéni v té€sné blizkosti
obtékaného materialu [300] stejné jako rozdilné tokové rezimy [301] nebo
teplotni gradienty, jak bude diskutovano nize.
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Jako modelovy systém pro tyto testy byl vybran nizko hustotni polyethylen
(LDPE). Tento typ materialu byl zvolen zamémé vzhledem k jeho Sirokému
aplika¢nimu potencialu nejen v biomedicing. [302-304] Nejvice se uplatiuje
Vv oblasti obalovych a distribu¢nich materialti, naptiklad v rozvodech pitné vody.
Prvni typ zvoleného LDPE prosel certifikaci pro pouziti ve farmacii, z ¢ehoz
plyne ocekavany vysoky standard Cistoty jak povrchu, tak celého objemu
materialu. Druhy srovnavaci typ materialu byl vyroben z recyklovaného LDPE,
bez definovangé Cistoty.

Byly navrzeny ¢ty experimentalni postupy, jak je znazornéno na Obr. 38A-D
vlevo. Primérna teplota vody byla ve vSech ptfipadech udrzovana na 45 °C. Prvni
schéma, Obr. 38A, piedstavuje kousky LDPE ve vod¢ intenzivné promichavané
magnetickym michadlem pro simulaci toku kolem povrchu polymeru. Obr. 38B
ukazuje michani vody magnetickym michadlem v LDPE f6lii pro simulaci
nahodného proudéni tekutiny po povrchu polymeru. Ustaleny stav v LDPE f6lii
bez michani, Obr. 38C, odpovida statickym podminkam ohievu. Obr. 38D
znazoriuje konvekcni proudéni (tok) vody v LDPE folii zpisobené teplotnim
gradientem. Teplotni podminky byly fizeny a kontrolovany zafizenim popsanym
ve studii Minatika a kol. [305]. Po 24 hodinach vystaveni LDPE vyse uvedenym
podminkdm bylo pomoci tenziometrie (zmény povrchového napéti v Case)
charakterizovano vyplavovani kontaminanti z povrchtt LDPE do vody. Kde se
predpoklada, ze vysSi pokles kiivky zavislosti povrchového napéti na Case
znamend vys§i podil uvolnénych kontaminantll z polymerniho povrchu.
Kontaminanty jsou mysleny povrchové aktivni latky, které se separuji na fazovém
rozhrani kapalina/plyn. V tomto ptipad¢é se miZe rovnézZ jednat o fragmenty PE,
které maji hydrofobni charakter.

Pf1 porovnani kiivek povrchového napéti vodnych extraktli z farmaceutické
LDPE folie (Obr. 38Al1-D1) je mozné pozorovat vyrazny pokles kiivky
povrchového napéti (a tedy pfitomnost kontaminantl) pouze u extraktu z folie
vystavené teplotnimu gradientu, ktery zptisobuje konvektivni proudéni kapaliny.

V ptipadé recyklovaného LDPE vedla niZ3i ¢istota materidlu k vétSimu poklesu
povrchového napéti i za statickych podminek (Obr. 38C2) a konvektivniho
proudéni (Obr. 38D2). Avsak i v piipadé recyklovaného LDPE byl pokles
povrchového napéti vodného extraktu za statickych podminek niz§i ve srovnani s
vlivem konvektivniho proudéni.

Ze zjisténych informaci lze konstatovat, Ze konvektivni tok je pfti€inou
zvySeného uvoliovani kontaminantti z polymeru do okolniho média, jak je mozné
pozorovat v nejvyraznéjSim poklesu kiivky zavislosti povrchového napéti na Case,
Obr. 38D1 a D2.
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Obr. 38 — vlevo — schématické znazornéni experimentii: A) michani LDPE kouski ve
vodé v Petriho misce; B) michani vody v LDPE nadobé; C) voda v LDPE nadobé bez
michani; D) voda v LDPE nadobé s teplotnim spadem. Tw — teplota topné plochy; Tc —
teplota chladici plochy; Tw — stiedni teplota vody. Zluté éastice predstavuji povichové
aktivni necistoty v polymernich nadobdach ve formeé aditiv nebo kontaminantii. Vpravo —
povrchové napéti vodnych extraktu. QOznaceni A-D odpovida schématim
experimentalnich postupii VIevo. Oznaceni 1 odpovida extraktiom ziskanym z LDPE folie
s farmaceutickym certifikatem. Oznaceni 2 odpovida extraktiim ziskanym z folie z
recyklovaného LDPE.

Vodné extrakty z farmaceutické i recyklované LDPE folie byly po vystaveni
teplotnimu gradientu charakterizovany UV-Vis spektrofotometrii. Vysledna
spektra na Obr. 39 jasné prokazala ptitomnost kontaminant.
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Obr. 39 — spektra vodnych extraktii z farmaceutické a recyklované LDPE folie
vystavenych teplotnimu gradientu.

Byla také provedena elementarni analyza (Tab. 5), ktera odhalila vyznamné
mnozstvi uhliku a dusiku v obou vzorcich ve srovnani s ultracistou vodou.

Tab. 5 — Vysledky prvkové analyzy vodnych extrakti z farmaceutické a recyklované
LDPE folie vystavenych teplotnimu gradientu

Koncentrace [mg/l]

Vzorek

Uhlik Dusik
Voda 0,03 + 0,01 0,020 + 0,001
Farmaceuticky 1,45+ 0,06 0,22 + 0,01
Recyklovany 423+0,11 0,27 £ 0,02

Pro lepSi pochopeni vlivu teplotniho gradientu na uvoliiovani kontaminantt
Z polymeru do okolni kapaliny je nutné si ptiblizit fenomén znamy jako Rayleigh-
Bénardova konvekce nebo také Rayleigh-Bénardovo vertikdlni proudéni. Tento
jev vznikd u vrstvy kapaliny vystavené teplotnimu gradientu bez ptitomnosti
fazového rozhrani. [306]

Pokud je ptekrocen urCity horizontdlni teplotni gradient, dojde ve vrstvé
kapaliny ke zméné konduktivniho vedeni tepla na konvektivni spojene
S pfenosem hmoty, pozorujeme tzv. Rayleigh-Bénardovu konvekci. [306,307]
Kritickym parametrem urCujicim vznik této tokové nestability je velikost
Rayleigho ¢isla daného vztahem (1) :

_agATd?
kv

Ra

(1)
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kde a je koeficient objemové teplotni roztaznosti, § — gravitacni konstanta,
AT — zména teploty, d — tloustka kapaliny, x — koeficient teplotni vodivosti
a v — kinematicka viskozita kapaliny

P11 piekroc¢eni kritické hodnoty Rayleigho ¢isla (Rea = 1708) [308—310] dochazi
ke zmén¢ konduktivniho vedeni tepla na konvektivni, které je spojeno s prenosem
hmoty. Ve zde popisovaném pripadé je kriticka hodnota Rayleigho C¢isla
ptekrocena jiz pii teplotnim gradientu mensim nez 1 °C, Ize tedy predpokladat, ze
1 pfi gradientu okolo 2 °C, kterému je vystaveno experimentalni schéma na Obr.
38D k této konvekei dochazi. Vznik tohoto proudéni ve formé¢ dvou proti sobé
rotujicich valcii kapaliny je fizen poklesem hustoty kapaliny u teplejsi stény
nadoby, ktera je vztlakovou silou hndna vzhtlru, kde se ochladi a znovu klesa doli.
[307,311]

Obr. 40 - Rayleigh-Bénardova konvekce v kapaliné uzaviené mezi dvema deskami
S teplotnim gradientem. T — teplota, AT — zména teploty, d — tloustka kapaliny. [307]

Rozdily v uvoliiovani povrchové aktivnich latek 1ze vysvétlit pomoci teorie
hrani¢nich vrstev jejiz problematika je popsédna v literatufe popisujici mechaniku
tekutin, pfenos energie a hmoty [301,312]. Matematicky popis problému jiz
predstavila tada autort [312-315]. Tloustka hrani¢ni vrstvy a povaha
transportnich procesli v této vrstvé je ddna rychlosti proudéni, koncentraci latek
a teplotnimi gradienty nad pevnym povrchem. Je tfeba vzit v uvahu také vliv
topografie povrchu, chemické slozeni uvolnovanych latek a jejich afinitu
ke kapalnému prostiedi obklopujicimu pevny povrch. Z tohoto pohledu je ziejmé,
ze jednotlivé experimentalni systémy (Obr. 38A-D) budou vykazovat riznou
rychlost extrakce povrchové aktivnich latek z povrchu do vodného prostredi.

Povaha proudéni ma zasadni vliv na rychlost pfenosu hmoty a tepla (funkce
h(x), Obr. 41). RozloZeni rychlosti proudéni uruje nejen advektivni slozku
prenosu tepelné energie, ale také prenos chemickych latek v hrani¢ni vrstvé (Cerna
pferuSovana Cara na Obr. 41). Podobné¢ jako u rychlostni hrani¢ni vrstvy
laminarniho toku dochazi ve sméru proudéni (X) K rdstu tepelné a koncentraéni
hraniéni vrstvy. Teplotni a koncentrani gradienty v kapaliné se ve sméru
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proudéni snizuji, stejné tak s rostouci vzdalenosti X (pfechod z bodu | do bodu I,
Obr. 41) dochazi k poklesu koeficientu prestupu tepla a hmoty [301,312].

Vyse zminéné vysvétluje, pro¢ za statickych podminek (Obr. 38C2) dochazi
ke zvySenému uvoliovani povrchové aktivnich latek z polymeru do kapaliny nez
pii simulovaném laminarnim a pfechodném toku (Obr. 38A2, B2). Za statickych
podminek (bod I, Obr. 41) nedochazi k tvorb¢ lamindrniho toku ani teplotni
hrani¢ni vrstvy, které by za jinych okolnosti tvotily bariéru, ptes kterou by bylo
uvoliiovani kontaminantii vyrazné¢ zpomaleno. V tomto piipadé pak lze pocitat
pouze s vlivem koncentraéniho gradientu nad povrchem polymeru, jak bylo
zminéno v praci Denberga a kol. [316].

Turbulentni michani, které je charakteristické velkymi gradienty rychlosti,
podporuje vznik velkych teplotnich i koncentra¢nich gradientt v blizkosti
ptes piechodovou oblast (funkce h(x), jdouci z bodu Il do bodu Ill, Obr. 41).
S rostouci rychlosti turbulentniho proudéni (prochazejici z bodu I11 do bodu 1V,
Obr. 41) dochazi k mirnému poklesu rychlosti pfenosu tepla a hmoty v dusledku
chaotickych zmén ve sméru a rychlosti proudéni. Nariist pfenosu energie a hmoty
v piechodové oblasti (jdouci z bodu 11 do bodu 11, Obr. 41) souvisi se zten¢enim
laminarni viskozni vrstvy do podoby viskdzni subvrstvy (pierusovana bila ¢ara,
Obr. 41). Transport hmoty v této subvrstvé ma difuzni charakter. Nad touto
podvrstvou se nachazi mezni vrstva shora ohranicend plnou bilou c¢arou na
Obr. 41 (vlevo), ve které je vliv difiize a turbulentniho michani srovnatelny. Nad
mezni vrstvou se nachdzi turbulentni zéna, ve které je transport ovlivnén
piedevsim turbulentnim michanim. ZazZeni viskdzni vrstvy do subvrstvy (oblast
pod bilou pferusovanou ¢arou, bod II — bod 1V, Obr. 41) vede k ristu smykového
napéti %, zatimco s rostouci laminarni visk6zni vrstvou (bod I — bod 11, Obr. 41)
toto napéti z klesa. Smykové napéti v tomto piipad€ hraje vyznamnou roli
a nemize byt zanedbdno, protoZze jeho vlivem mizZe dochdzet k odtrhavani
fragmentli a povrchové aktivnich latek z povrchu polymeru do okolni kapaliny.

Vliv organizovaného proudéni ve formé Rayleigh-Bénardovy konvektivni
nestability nelze popsat pouze jednim typem hranicni vrstvy, jak je popsano
v praci Wanga a kol. [317]. Tato problematika je schématicky znazornéna na
Obr. 41, vpravo uprostfed. Nad pevnym povrchem se v tomto piipadé netvori
pouze rychlostni, ale také teplotni hrani¢ni vrstva. Nad hranici jednotlivych
rotujicich valcl kapaliny (Bénradovy buiiky) se vyskytuji oblasti s minimalni
viskozni vrstvou, subvrstvou a vy$§im smykovym napétim z.

Vyse uvedené vede k zavéru, ze pravé kombinaci intenzivniho ptfenosu hmoty,
energie a smykového napéti z pusobicich na povrch polymeru vlivem minimalni
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viskozni vrstvy (bod I, Obr. 41) a jeji zuZeni do podoby subvrstvy (interval od
bodu Il do bodu IV, Obr. 41) dochazi v ptipadé Rayleigh-Bénardovy konvekce

ke zvySenému uvoliiovani povrchové aktivnich latek do okolniho média
(Obr. 38D1 a D2).
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Obr. 41 - schématické zndazorneni a srovnani lamindrniho a turbulentniho proudéni
(vlevo) vs. konvektivniho proudéni (vpravo). Graf nahore zobrazuje lokdlni soucinitel
prostupu tepla (h(x)) pro proudeni pres plochou desku. Pismena A,B,C a D odpovidaji
Jednotlivym experimentdlnim postupiim z Obr. 38.

Ziskané poznatky spojené s vlivem teplotnich spadd na zrychlené uvolnovani
povrchové aktivnich latek do vodného prostfedi jsou pfedmétem piipravované
publikace s nazvem: ,,Organized fluid flow caused by temperature gradient —
a phenomenon threatening water quality*.
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6.3 Strukturované povrchy a jejich vliv na bunky

Pti vyvoji vhodnych bunécnych podpér (scaffoldi) je nezbytné vzit v potaz
celou fadu proménnych. Je tfeba ovéfit biokompatibilitu zvolenych materidlt
pro jejich zpracovani do pozadované podoby. Nové navrzené materialy nesmi byt
cytotoxické a musi mit vhodnou povrchovou strukturu, ktera nebude negativné
ovliviiovat funkce buné¢k jako je adheze, proliferace a celkova viabilita. Jak bylo
naznaceno v predeslych podkapitolach a je znamo z literatury [255,262,263]
nemalou mérou se na findlni cytokompatibilité podili topografie povrchu, ktery
ptichazi do kontaktu s bunécnymi receptory. Z tohoto divodu byly vyvijeny nové
postupy vedouci ke vzniku povrchovych prohlubni na vybranych typech
biokompatibilnich materiala.

6.3.1 Strukturované povrchy na bazi hedvabného proteinu

Jako zastupce ptirodnich polymeri byl zvolen hedvabny fibroin ziskany
Z kokonl bource moruSového. Tento typ materialu nebyl hlavnim predmétem
vyzkumu feseného v ramci této disertaéni prace, nicméné autorka se na jejich
ziskani podilela pii Gi¢asti na zahrani¢ni stazi na Univerzité v Bayrethu proto jsou
zde ve struCnosti piedstaveny. Podrobnéji budou vysledky vénované této
problematice diskutovany v ramci disertacni prace Karoliny Kocourkové.

Je zndmo, Ze hedvabny fibroin se vyskytuje ve dvou konformacich.
V atmosféfe bez vzdusné vlhkosti zaujima stav SILK I, ktery se vyznacuje
amorfni konformaci s prevladajici pritomnosti a-Sroubovic (a-helix).
V pfitomnosti zvySené vlhkosti, alkoholu (methanolu), pod mechanickym
namahanim nebo pii zvySené teploté se fibroinové ftetézce preskupuji do
konformace [B-sklddanych listh (B-sheet) a fibroin se tak nachazi ve stavu
SILK 1. [318]

Jelikoz konformace fibroinu silné ovliviiuje moznosti jeho dalSiho zpracovani
(naptiklad rozpustnost ve vod¢), je nutné jeho aktualni konformaci analyzovat.
Jednim ze zplisobil, kterym je mozné konformaci fibroinu zjistit je infracervena
spektroskopie (FTIR). Spektrum fibroinu vykazuje tfi charakteristické pasy. Pas
Amid I (valenéni vibrace skupin CO a CN) absorbujici v oblasti 1600-1700 cm?,
Amid II (deformaéni vibrace NH skupiny a valen¢ni vibrace CN skupiny)
absorbujici v oblasti 1500-1600 cm™ a Amid Il (pfispévky vibraci hlavniho
a vedlejSich fetézcl) absorbujici v oblasti 1200-1400 cm™. Pro stanoveni
konformace fibroinu je stézejni sledovani pasu Amid I, ktery je ovlivnén prave
sekundarni strukturou proteinu a pevnosti vodikovych vazeb.
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Na Obr. 42 jsou zndzornéna schémata konformace fibroinu ve stavu SILK I, po
caste¢né transformaci ve stavu SILK I + SILK II a ve stavu SILK II. U kazdého
schématu je vyobrazeno FTIR spektrum charakteristické pro jednotlivé stavy
¢i jejich kombinaci.
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Obr. 42 — schéma moznych konformaci fibroinu a FTIR spektra pro stavy SILK I, SILK
Il a kombinaci SILK | + SILK II.

6.3.1.1 Priprava fibroinovych vrstev pro povrchovou upravu

Pro ptipravu filmi bylo pouZito regenerované hedvabi z kokonii bource
morusového (bombyx mori) dle protokolu D. N. Rockwooda [273]. Prvni krok
zahrnuje zbaveni kokonu sericinu (tzv. degumming), jenz obaluje fibroinova
vlakna, a to povafenim v 0,02 M roztoku uhli¢itanu sodného po dobu 1 hodiny.
Takto povareny meziprodukt je poté proplachovan deionizovanou vodou
a vysuSen. Po vysuSeni nastdva faze rozpousténi v 9,3 M roztoku bromidu
lithného pii 60 °C po dobu 4 hodin. Pfipraveny roztok je dialyzovan po dobu
3 dnli a nezadouci necistoty jsou odstranény centrifugaci. Findlni dociSténi
ptipraveného roztoku fibroinu probiha pomoci lyofilizace.
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Fibroinové filmy byly pfipravovany z roztokli regenerovaného hedvabi
v hexafluoroisopropanolu (HFIP). Koncentrace fibroinu v HFIP byla 2 % (w/v).
Vysledny roztok byl nanasen v mnozstvi 450 pl na sterilni polystyrenové Petriho
misky o priméru 3,4 cm. Misky byly umistény i s vickem do exikatoru. Misky
zakryté vicky zamezuji urychlenému odparovani rozpoustédla, jehoz disledkem
by byl vznik zvrasnéni vlivem koncentracnich a teplotnich gradientd [287]. Inertni
atmosféra bez pfitomnosti vzdusné vlhkosti byla zajiSténa profukovanim
exikatoru dusikem po celou dobu vysouseni (nejméné 12 hodin). Vysledkem
suSeni 2 % roztoku fibroinu v HFIP byly fibroinové filmy o tloustce 7 £ 0,5 um
(Obr. 43).

Takto ptipravené filmy se vzhledem ke zpusobu ptipravy (vysouSeni v inertni
atmosféfe N, bez ptitomnosti vlhkosti) nachdzi v amorfnim stavu SILK I
(viz Obr. 42).

Obr. 43 — SEM snimky lomové plochy vysuseného fibroinového filmu na Petriho misce.

Vzorky byly nasledné modifikovany pomoci fazoveé separace smési dobrého
a Spatného rozpoustédla za rotace. Vzhledem k vysoké nestabilit¢ filma
v amorfnim stavu, kdy vlivem aplikace modifika¢ni smési za rotace dochazi
k jeho smyvani k okrajim misky, byly fibroinové filmy vystaveny ucinkim
fetézct do stavu SILK | + SILK 11 nebo SILK 11 (viz Obr. 42). Tato uprava zvySuje
stabilitu vzorkil pfi nanaSeni smési rozpoustédel a zaroveit podminiuje charakter
vznikajici povrchové struktury.

Pro vznik riizné strukturovanych povrchii byly ptfed samotnym procesem
fazové separace zvoleny dva postupy upravy filma (viz Obr. 44). Prvnim
postupem byla zména konformace fibroinu vlivem kontrolovaného pusobeni
vlhkosti 60 % po dobu 48 hodin. Takto upraveny fibroin se nachazi
v piechodovém stavu SILK | + SILK II. Druhy zpiisob upravy filmu spocival
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V umisténi amorfnich vzorka do atmosféry nasycené parami methanolu (mOH),
které induku;ji krystalizaci fibroinu a jeho konformace tak odpovida stavu SILK
I1 (Obr. 44). [319]

Fibroin + HFIP HFIP
t1
o
NZ
N, RH 60 %, 48 h mOH, 24 h
_» a-helix
B-sheet
SILK | SILK | + SILK 11 SILK 11

Obr. 44 — schéma pripravy fibroinovych filmii s rozdilnou konformaci a postup
pripravy strukturovanych fibroinovych Vrstev.

6.3.2 Strukturalizace fibroinovych vrstev pomoci fazové separace

Zm¢éna struktury povrchil film pomoci fazové separace za rotace je podminéna
celou fadou procesnich faktorli, podobné jako v ptipadée polystyrenovych povrchi
diskutovanych v praci E. Wrzecionka [320]. Pro zajisténi reprodukovatelnosti
procesnich podminek povrchové strukturalizace bylo pouzito TSSC zafizeni
(Time Sequenced Spin Coater) zkonstruované na Ustavu fyziky a materialového
inZzenyrstvi na UTB ve Zliné. Popis tohoto zafizeni je podrobné rozveden
v disertacni praci E. Wrzecionka [287]. Mezi hlavni proménné podminujici typ
vznikajici povrchové struktury se fadi zejména rychlost rotace, objem davkované
smési, rychlost davkovani, prodlevy mezi jednotlivymi davkami a pocet davek.
[320]

Samotny proces fazové separace za rotace je znazornén na Obr. 45. Na povrch
rotujiciho filmu je deponovana smés dobrého a Spatného rozpoustédla (Obr. 451).
Dobré rozpoustédlo botna povrch filmu, zatimco Spatné se separuje ve formé
kapicek, které vytvaii Sablonu, jeZz tvoii povrchovou strukturu (Obr. 45 ii).
V zavérecné fazi dochazi k odpareni $patného rozpoustédla (Obr. 45 iii) a vzniku
finalni struktury povrchu (Obr. 45 iv).
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Obr. 45 — schéma procesu fazové separace smési dobrého a Spatného rozpoustédla za
rotace.

Na Obr. 46A je zobrazen fibroinovy film ve stavu SILK I, ktery nebyl vystaven
zadné modifikaci. Obr. 46B zobrazuje hierarchicky strukturovany povrch
fibroinu, jenZ byl vytvotfen diky vhodné volbé procesnich parametrt a aplikaci
smési rozpoustédel na film v kombinovaném stavu SILK I + SILK II. Zménou
procesnich podminek modifikace a pouzitim fibroinového filmu ve stavu SILK 11
je pak mozné piipravit makro® porézni vrstvu s hladkymi rozhranimi, Obr. 46C.

fxvychozi povrch)\ ~{_ Modifikace %\\ Vs L Vysledny povrch filmu >—\

/VA) SILK |

Bez modifikace

B) SILK I + SILK I Modifikace
‘ 1l HFIP:DMSO:H,0

(7:0,2:4)
40%100 pl
Int. 5's, 1500 ot/min

Modifikace
HFIP:DMSO:H,0
(7:0,2:4)
10%200 pl

\ ) Int. 5's, 1500 ot/min | b
\\ N N /'/

'C) siKl

Obr. 46 — priprava fibroinovych filmii s riznou povrchovou texturou. A) priprava a
vysledny povrch fibroinového filmu ve stavu SILK | bez modifikace, B) priprava
hierarchicky texturovaného povrchu pomoci fazové separace na filmu ve stavu SILK I+
SILK I, C) priprava makro porézniho povrchu s hladkym rozhranim vytvoreny fazovou
separaci na filmu ve stavu SILK 1. Obrazky 7 AMF a optického profilometru.

3 Velikost prohlubni je v této praci charakterizovana pojmy makro (nad 50 um), mezo (10-50 um) a mikro (0,1-
10 um).
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Z porovnani Obr. 46B a Obr. 46C lze konstatovat, Ze pomoci pomé&rné
jednoduchych postupti ptipravy fibroinovych vrstev a jejich naslednou modifikaci
pomoci fazové separace ziskavame velmi rozdilné povrchové struktury s sitkou
v fadu desitek az stovek mikrometri. Vznik rozdilnych povrchovych struktur
podminuje podil amorfni faze (SILK 1), kterou lze z povrchu snaze odstranit
vymytim. Fibroinovy film ve stavu SILK II obsahuje amorfnich prvkii méng,
proto pozorujeme pievazné hladkd rozhrani okolo makro prohlubni vznikajicich
v diisledku vtlaceni kapek DMSO do povrchové nabotnalé polymerni vrstvy.

Ze studia vlivu strukturovanych fibroinovych povrchli na chovani bun¢k
vyplynulo, Ze mikro strukturalizace povrchu vede ke zlepSeni jejich adheze, Obr.
47 A), v porovnani s hladkymi nebo makro strukturovanymi povrchy, Obr. 47 B).
Na makro strukturovany povrch lze v ramci provedenych experimenti pohlizet
jako na hladky povrch, vzhledem ke skute¢nosti, Ze makro prohlubné z povrchu
po vystaveni vodnému prostiedi zaniknou, jak je patrno z Obr. 47 B) dole.
ZvySeni adheze bun¢k na mikro strukturovaném fibroinovém povrchu
je uspéchem samo osob¢ vzhledem ke skutecnosti, ze bunky na hladkém
fibroinovém filmu se vyznacuji nizkou adhezi k povrchu [321].

Mikro strukturovany . M:}:ro_Sth!(tUFOVa:y
ibroinovy povrc

povrch fibroinu . L
s hladkym rozhranim

0,7 um

0,0 pm

Obr. 47 — porovnani proliferace osteoblastii (MC3T3-E1) na A) mikro a B) makro
strukturovaném fibroinovém povrchu. Nahore obrazky z optického profilometru. Dole
obrazky z optické mikroskopie. Testy bunécné kompatibility byly provedeny na
Univerzite v Bayreuthu v ramci zahranicni stadze.

Prezentované vysledky v ramci této podkapitoly jsou predmétem piipravované
publikace.
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6.3.3 Strukturované povrchy na bazi polystyrenu

Tato kapitola experimentalni prace pojednava o pfipravé strukturovanych
polystyrenovych povrchi. Polystyren jako nosny substrat byl vybran s ohledem
na jeho Casté pouziti pfi in vitro bunécnych testech. [322-324] Stejn¢ jako
v ptedchozi kapitole pojednavajici o piiprave strukturovanych fibroinovych filmi
1 zde byla vyuzita metoda fdzové separace zalozena na postupném davkovani
smesi dobrého a Spatného rozpoustédla (piipadné smesi polymer — dobré — Spatné
rozpoustédlo) za rotace jejiz princip je diskutovan Vv praci E. Wrzecionka [320].
V piipad¢ vyuZiti fAzové separace pii pripravé strukturovanych povrchil je nutné
splnit nékolik podminek. Vybrat smés dobrého a Spatného rozpoustédla, ktera
jsou vzajemné misitelna. Pti samotném procesu fazové separace je nezbytné, aby
se dobré rozpoustédlo odpatovalo rychleji nez Spatné. Tato podminka zaruci
fixaci vznikajicich struktur, vytvafenych kapkami Spatného rozpoustédla
V rozpusténé/nabotnalé polymerni vrstve.

Vramci této prace byl navrzen novy postup pripravy hierarchicky
strukturovanych povrchli principialné zalozeny na postupném vicestupiiovém
davkovani rozdilnych smési rozpoustédel bez a s ptidavkem polymerni slozky,
Vysledné hierarchicky strukturované povrchy jsou zobrazeny na Obr. 48. Obr. 49
a Obr. 50 popisuji proces ptipravy téchto povrchi.

- Larrey A’" '.- '" & |
Mezo/Mikro f © | Makro/Mikro ¥ *, Mikro |
_ % % 3 v

Obr. 48 — strukturované PS povrchy pFipravené fazovou separact/inverzi.*

Pro ptipravu hierarchicky strukturované¢ho povrchu znazornéného na Obr. 49B
byl v prvnim kroku vytvofen makro porézni povrch za pouziti smési
tetrahydrofuranu (THF) a H,O (Obr. 49 vpravo nahote) podobné jako v praci
[325]. Ve druhém kroku byla na povrch aplikovana jedna davka smési THF
a ethoxyethanolu (ETH). Depozice druhého typu smési rozpoustédel ma za
nasledek vytvoreni specifické mikro textury na povrchu primarnich makro pori
(Obr. 49 vpravo dole). Sekundarni mikro strukturu lze ziskat pouze nanesenim
jedné davky smési THF + ETH za rotace. Opakovana depozice dvou nebo vice

4 Oznacgeni ,,Makro®, ,,Mezo“ a ,,Mikro“ zaginajici velkym pismenem odpovidaji ndzviim konkrétnich
hierarchicky strukturovanych povrcht (Obr. 48).
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davek vede ke slinuti primarnich makro pord. Pro srovnani byla smés THF + ETH
pouzita ptimo k upraveé plochého povrchu PS. Po naneseni jedné davky na rotacni
plochu se vytvofi specifické zvinéni charakterizované stfedné velkymi (mezo)
pory o velikosti 10 az 50 um oddélenymi Sirokymi rozhranimi s prohlubnémi
0 velikostech 0,1 az 10 um, jak je patrné z Obr. 48A a Obr. 49 vlevo dole.

»(_ HiadkyPs ) / EE porfniliS }\

. > . o
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5,6 ml THF + 4,4 ml H,O
3 x300ml po 5s
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 sssssssssssse § |
i — :
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Obr. 49 — schéma pripravy hierarchicky strukturovanych polystyrenovy povrchii pomoci
Jjedno ci dvou krokové fazoveé separace.
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Postupnou vice krokovou fazovou separaci za rotace Ize také pouzit k ptiprave
objemové poréznich mikro struktur. K tomuto ucéelu je nutné modifika¢ni smés
obohatit o polymerni sloZku — v tomto ptipadé polystyren. Pfidany PS se béhem
rychlého odpatovani THF vysrazi okolo kapek $patného rozpoustédla (ETH).
Z fyzikalné-chemického hlediska tento piistup odpovida jevu znamém jako
tazova inverze. [326-328] Jednou z hlavnich podminek této metody je nalezeni
vhodného poméru vsech slozek smési THF + PS + ETH, kdy ETH musi byt
pfitomno v mnozstvi tésné€ pied vysrdzenim PS z roztoku a zaroven koncentrace
PS v THF musi byt dostate¢né€ vysoka pro vytvoieni porézni vrstvy. Pii nastaveni
spravného poméru vSech slozek smési pak nastdva pii jejim nadavkovani
na substrat rychlé oddéleni jednotlivych slozek systému a dochazi k tvorbé vice
uroviiové porézni Vrstvy. Z provedenych experimentl bylo zjiSténo, ze idealnim
pomérem této smési je 2,68 g PS v 10 ml THF s postupnym piidavkem 20 ml
ETH. Pouzitim této smési dochézi pti davkovani na substrat k vySe zminénému
jevu fazové inverze, kde vyslednym produktem je mikroporézni PS struktura,
Obr. 50.

[ Mikroporézni PS 1

Smés 3:
2,689 PS + 10 ml THF + 20 ml ETH
20x200pl po7s
2200 ot/min

Fazovainverze

S—

10 ym ;D_J

Obr. 50 - porézni PS vrstva pripravena pomoci vice krokové fazové separace (inverze)
ze smési polystyrenu, dobrého a Spatného rozpoustédia.

[ Tloustka vzniklé struktury ]

Pocet davek "
200 pl, int. 7 s Tloustka h [um]
10 40+10
20 110+ 10
30 150+ 10
40 200+ 10

Obr. 51 — snimek lomové plochy polystyrenové porézni vrstvy a prehled tloustky vrstev
pFi rizném poctu deponovanych davek.
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Pii aplikaci vice davek smési PS + THF + ETH dochazi k ptekryvani
a nartstani celkové tloustky vrstvy vytvaiejiciho se porézniho systému
(viz Obr. 51). Aby vsak nedochazelo ke slinovani jednotlivych vrstev, je nutné
stanovit vhodnou rychlost rotace substratu a také prodlevu mezi kazdou davkou
smési. Experimentalné bylo zjiSténo, ze idedlni casova prodleva mezi
jednotlivymi davkami je 7 s.

Ptipravené¢ mikro strukturované PS povrchy byly charakterizovany pomoci

AFM, viz Obr. 52. Z této analyzy je patrné, Ze na povrchu se vyskytuji mikro
prohlubné jak z hlediska jejich $itky, tak hloubky, viz profilovy fez na Obr. 52,

Profilovy fez

Mikroporézni PS

0,0

Vyska [pm]

MéFena délka [um]

Obr. 52 — 3D rekonstrukce povrchu a profilovy rez stiredem zobrazené plochy
mikroporézniho PS.
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Obr. 53 — analyza distribuce prohlubni/péru strukturovanych PS povrchii uvedenych

na Obr. 48.
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Analyza distribuce prohlubni/pori na Obr. 53 Ciselné reflektuje pozorované
rozdily mezi srovnavanymi povrchy.

V diserta¢ni praci E. Wrzecionka [287] bylo zjisténo, ze specificky texturované
povrchy vytvoiené pomoci smési THF a ETH mohou 1épe simulovat pfirozené
prostiedi pro adherentni typy bunék (fibroblasty — NIH/3T3). Nejen textura, ale i
smacivost povrchu vodou jsou dulezitymi parametry, které maji velky vliv na
chovani bun¢k béhem kultivace. Z tohoto divodu bylo provedeno méfeni
kontaktniho twhlu smaceni vodou na vSech strukturovanych povrsich,
Obr. 48, pied a po plazmatické upravé. Byl zméfen kontaktni tihel i po aplikaci
média na plazmovany povrch. Vysledné hodnoty meéfeni kontaktniho whlu
smaceni PS povrchii vodou jsou uvedeny v Tab. 6. Z naméfenych hodnot lze
konstatovat, Ze plazmatickd uprava povrchu, ktera napomaha lepsi adhezi bunék,
je stabilni 1 v pfitomnosti kultivacniho média.

Tab. 6 — porovnani kontaktnich whli smdaceni PS povrchii vodou. *Neplazmovany
povrch — referencni vzorek hladké misky urcené primo vyrobcem pro kultivaci bunék.

Po plazmovani a

Typ vzorku Pred plazmovanim Po plazmovani aplikaci kultivacniho
média

Hiadky 71 £1 * *

Mezo/Mikro 104+ 3 287 23+3

Makro/Mikro 1158 2712 24+2

Mikro 122+ 2 2512 28+6

Jak bylo vySe zminéno, chovani bunék silné¢ ovliviiuje struktura povrchu,
na ktery jsou bunky adherovany. Velmi dilezitou roli zde hraje pfitomnost mikro
prohlubni s Sifkou v fadech jednotek az desitek mikrometrii na rozhrani makro
a mezo prohlubni. Ke stanoveni liniové specifické odpovédi na hierarchicky
strukturované PS povrchy, Obr. 48, byly testovany® ¢tyfi bunééné linie — my$i
fibroblasty (NIH/3T3), adenokarcinomické epitelidlni buiiky (A549),
keratinocyty (HEK) a embryonalni kmenové bunky (ESC). Vysledné snimky
porizené konfokalnim mikroskopem jsou zobrazeny na Obr. 54 a Obr. 55. Modie
jsou znacend jadra bunék, ¢ervené bunécny cytoskelet.

Jak je vidét na Obr. 54, HEK na jednotlivych povrsich vykazovaly snizenou
proliferaci (Obr. 54, sloupec III). Nizka schopnost proliferace v tomto piipadé
pravdépodobné souvisi s velikosti pord, které se pohybuji Vrozmezi

5 Testy bunééné kompatibility, jejichz vysledky jsou uvedené v této kapitole, byly provedeny v laboratofich
bunécné biologie na CPS UTB ve Zlin€ nebo ptirodovédecké fakulté Masarykovy univerzity v Brné.
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5-150 um. Pro kultivaci keratinocyti by vSak pory nemély piesahnout jednotky
mikrometrt,, aby byla omezena migrace bunék do pori. [329]

| — NIH/3T3 Il - A549 Il - HEK

SR AR

Raiies Tl L » 50 um 50 um
Obr. 54 — snimky ruznych bunécnych linii porizenych konfokalnim mikroskopem.
Sloupec | — mysi fibroblasty (NIH/3T3), sloupec Il — adenokarcinomické epitelialni
bunky (4549), sloupec Il — keratinocyty (HEK). Modre znacena jadra bunéek, cervené
bunécny cytoskelet.

Buniky A549 byly schopny riist na v§ech hierarchicky strukturovanych povrsich
a nebyla pozorovana zadna vizualni zména morfologie (Obr. 54, sloupec I1).

V piipad¢ pouziti bun€k NIH/3T3 vSak nastal zvrat, kdy je moZné pozorovat
zajimavou morfologii mysich fibroblastti (Obr. 54, sloupec I). Na strukturovanych
povrsich (,,Makro/Mikro*“ nebo ,,Mezo/Mikro*) doslo k vyrazné eliminaci
vyskytu stresovych vlaken, kterd je spjata predevsSim s kultivaci fibroblastl
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na hladkém nebo ,,Mikro*“ PS povrchu, Obr. 54. Toto zjisténi pfinasi mozné
pouziti téchto povrchii jako substratti schopnych napodobit architekturu in vivo
tkéané.

Jednou z dalSich testovanych bunéénych linii byly embryonalni kmenové
bunky (ESC). Studované kmenové buniky na mikro poréznim povrchu (,,Mikro®),

stejné jako na hladkém povrchu (,,Hladky*) neméni tvar svého cytoskeletu,
viz Obr. 55. Vyznacuji se kompaktnim tvarem s velkym jadrem (znaceno modre).

IV -ESC

[um]
o

[mm] 1

Ra=(25+1)nm, Rz= (160 + 10) nm

[um]
o

[mm] 1

Ra=(6.6+0.8) um, Rz=(31+ 3) ym

17

€
=

A7

0 [mm] 1

Ra=(2.5+0.2) ym, Rz= (18 £ 3) um

17

0

[um]

-17

0

[mm] 1

—_— Ra=(0.9+0.1) um, Rz=(5.2+ 0.6) ym
20 um

Obr. 55 — snimky embryonalnich kmenovych bunek (ESC) na PS povrsich porizené
konfokalnim mikroskopem. Vpravo — profilové rezy PS povrchii.
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Pii  kontaktu s hierarchicky strukturovanymi ,,Mezo/Mikro*“ nebo
,Makro/Mikro* povrchy lze pozorovat vyrazné zmény ve tvaru cytoskeletu
(znacen Cerven¢). Na povrchu ,,Mezo/Mikro* 1ze sledovat pfednostni umisténi
bunéénych jader uvniti port. Také je mozné sledovat preferencni orientaci
cytoskeletu shodnou s orientaci mikro port. Jak je znamo z literatury [330,331],
tvar bunécného cytoskeletu je jednim z kliCovych faktort pro dalsi vyvoj bunky.
Pravé tyto specifické orientace cytoskeletu mohou déale souviset s moznou
diferenciaci kmenovych bunék. [332]

Z vysledki a literarnich poznatki plyne ze geometrie povrchu hraje zasadni roli
pti vyvoji chovani kmenovych bun¢k. Z Obr. 55 jasn¢ vyplyva, Ze bunky, které
m¢ély pti kultivaci vice prostoru, se formovaly primarné do polygonalniho tvaru,
na rozdil od bunék na povrchu s mensimi pory (,,Mikro®), které ziskaly kulovity
tvar podobny nediferenciovanému stavu.

Pro celistvost uskuteénénych bunéénych testi byla provedena i kvantifikace
jednotlivych bunéénych linii na PS povrSich. Vysledky ve formé grafii jsou
zobrazeny na Obr. 56. Hodnota absorbance (osa Y) odpovida celkovému
mnoZzstvi bung¢k.

Z prvotniho shlédnuti grafi je patmé, Ze ani jeden z pfipravenych
strukturovanych PS povrchti neni vhodny pro proliferaci keratinocyti (HEK).
Bunky HEK vykazuji proliferaci pouze na hladkém PS povrchu. Naproti tomu
naméfene hodnoty absorbance u mysich fibroblasti (NIH/3T3) ukazuji schopnost
rustu na vSech uvedenych strukturovanych substratech. V ptipadé¢ nédorovych
bun¢k (A549) je mozné pozorovat inhibovany rast na ,,Mikro* povrchu.

V piipad¢ kvantifikace rlistu kmenovych buncék je patrné, Ze dochazi
k vyraznému zlepSeni proliferace na obou typech hierarchicky strukturovanych
povrchu (,,Makro/Mikro* a ,,Mezo/Mikro®). Z vyse zminéného je tedy mozné
konstatovat, ze v pfipad¢ kultivace kmenovych bunék maji hierarchicky
strukturované povrchy pfipravené v této praci velky potencial i vzhledem k faktu,
ze pravé na téchto povrsich dochazi k nejvétsim morfologickym zméndm ESC
(viz Obr. 55).
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Obr. 56 — kvantifikace proliferace riiznych bunécnych linit pomoci MTT testu. NIH/3T3
— fibroblasty, A549 — bunky lidského karcinomu, HEK — keratinocyty a ESC —
embryonalni kmenové bunky. K urceni statistickych rozdilit mezi vzorky byla pouZita
ANOVA s post hoc Tukeyho testem vicenasobného srovnani; **p < 0,01, *** p < 0,001.

Testy bunécné kompatibility byly provedeny v laboratorich bunécné biologie na CPS
UTB ve Zline.

VysSe uvedené vysledky prezentované vramci této podkapitoly byly
publikovany v impaktovaném casopise [333].

Na vybranych substratech byla testovana dalsi buné¢na linie — nediferencovana
forma lidskych indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék (hiPSC), ktera
ma potencial tvofit vSechny tkané v lidském téle. [334] Obr. 57 zobrazuje bunky
hiPSC na polystyrenovych povrsich. Z grafu na Obr. 57, ktery zobrazuje relativni
viabilitu bun¢k vyplyva, ze povrch ,,Makro/Mikro“ mirné inhibuje proliferaci
hiPSC. I pfes tuto skute¢nost jsou oba hierarchicky strukturované povrchy
(,,Mezo/Mikro“ a ,,Makro/Mikro*) vhodné pro kultivaci hiPSC bun¢k diky
vysokym hodnotam relativni viability.
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Obr. 57 - hiPSC kultivované na hladkém, ,, Mezo/Mikro ““ a ,, Makro/Mikro “ substratech
po ctyrech dnech proliferace kontrastné obarvené pomoci Phaloidin-FITC. Graf
zobrazuje relativni viabilitu pro vsechny povrchy. Indexy * vyjadiuji vyznamné odchylky
(p <0,05). Testy provedeny na prirodovédecké fakulte Masarykovy univerzity v Brné.

Buiiky hiPSC jsou schopny diferencovat do podoby funkcnich kardiomyocyti
(IPSC-CM), jak nastalo i v ptipadé zde ptipravenych PS substratl. Je znamo, ze
proliferace a zrani iPSC-CM je ovlivnéna strukturou substratu. [335,336]
Upravou topografie substratu je moZné napomoci buitkim hiPSC-CM ke
spravnému vyvoji. V dal§im kroku tedy bylo stanoveno mnozstvi celkové RNA
na pripravenych povrSich po 14ti dnech diferenciace. Pti srovnani
strukturovanych povrchil s nativnim (hladkym) povrchem lze fici, Ze nedochézi
K vyraznym rozdilim v mnozstvi RNA (viz Obr. 58). Strukturovany
,,Mezo/Mikro* povrch vsak vykazuje statisticky vyznamné vétsi mnozstvi RNA
nez na hladkém povrchu.

MnoZstvi RNA vSak nedava informaci o podilu jednotlivych druhli bunécnych
populaci. Z tohoto diivodu byly hodnoceny exprese vybranych gentl, které jsou
spojené prave s kardiogenezi. Bylo studovano n¢kolik kardiomarkeri z nichz byl
pro tuto praci vybran jeden reprezentativni vzorek genu a-isoformy tézkého
myozinového fetézce (MYH6). Graf vpravo na Obr. 58 reflektuje podil bun¢k
prochézejicich kardiomyogenézou. Z porovnani jednotlivych povrchil je mozné
konstatovat, Ze 1 pies skute¢nost, ze na povrchu ,,Mezo/Mikro* bylo izolovano

84



veétsi mnozstvi RNA (Obr. 58 vlevo), projev genu souvisejiciho s kardiomygenezi
vykazuje opacné tendence. VySe zminéné skuteCnosti tedy napovidaji,
7ze hierarchicky strukturovany povrch ,,Mezo/Mikro*“ podporuje adhezi
diferencovanych buné€k hiPSC avSak nepfispivd ke zvySené tvorbé
kardiomyocyt. Oproti tomu topografie povrchu ,,Makro/Mikro* sice vykazovala
niz$i pritomnost bunék, avSak specificka struktura povrchu ma pozitivni dopad na
jejich diferenciaci.

RNA MYH6
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Obr. 58 — vpravo — graf zobrazujici mnozstvi RNA. VIevo — graf vyjadrujici expresi genu
MYHO6 na jednotlivych PS povrsich. Indexy * a # vyjadruji vyznamné odchylky (p <
0,05). Testy provedeny na prirodovédecké fakulté Masarykovy univerzity v Brné.

Ptitomnost zralych kardiomyocyti je mozné stanovit pomoci metody sledujici
pritok iontd Ca?*. Prostfednictvim této analyzy byly zpozorovany neobvyklé
vlastnosti hierarchicky strukturovaného ,,Makro/Mikro“ PS substratu, coz je
patrné z Obr. 59B. Pravé tato specificka topografie totiz zplsobuje ojedinélé
zesileni fluorescencniho signalu. Z vySe uvedeného plyne, Ze upravu
polystyrenového substratu, ktery je béZné pouZzivan pro tkanové kultury, je mozné
vyuzit ke zvySeni citlivosti reakce kardiomyocytil na ionty Ca®* a je tedy mozné
pouzit béZznou kameru, ktera tyto zesilené signaly dokaze bez problémt detekovat.

Z vyhodnoceni fluorescen¢nich signalii na rtizné strukturovanych povrsich,
plyne, Ze strukturované PS povrchy maji mnohem vyssi autofluorescenéni signal
nez hladké. Tato skutecnost je s nejvetsi pravdépodobnosti zplisobena
mnohonasobnym odrazem jak excita¢niho, tak emisniho zafeni na rtzné
strukturovanych povrSich. Stejné¢ tak miizeme pozorovat mnohem silnéjsi
fluorescencni signal v piipad€ znafenych bunck na strukturovanych povrSich.
Zesileni signalu je nejvétsi na povrSich vyznacujicich se mikro nerovnostmi
0 priméru v rozmezi 0,1 aZz 10 um. To znamen4, Ze za nejvétsi kvantové vytézky
fluorescencniho procesu jsou zodpovédné mikro nerovnosti, které v kombinaci
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s mezo a makro prohlubnémi vytvareji novy typ vysoce efektivniho povrchu pro
studium bunécnych procest.

Podrobnéji jsou poznatky spojené se zesilovanim fluorescencéniho signalu pii
studiu chovani kardiomyocytl diskutovany v publikované praci v impaktovaném
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Obr. 59 - zdznamy intraceluldrnich vin iontii Ca®* v tepu kardiomyocyti: stanovené
sondou Fura4. Zdaznam riistu hiPSC-CM na A) hladkém a B) Makro/Mikro PS substratu.
Testy provedeny na prirodovédecké fakulte Masarykovy univerzity v Brné.
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6.4 Priprava strukturovanych povrchi na bazi hliniku

Uplatnéni hliniku na poli tkdnového inZenyrstvi lze objevit naptiklad pii
ptipraveé poréznich aluminovych keramik [338], scaffoldi z oxidu hlinitého nejen
pro kostni tkanové inzenyrstvi [339-342] nebo pouziti strukturovaného hliniku
ajeho oxidu jako Sablony pro replikaci struktury na polymerni materidly
[343,344]. Popis vlivu povrchové struktury hliniku na bunééné chovani lze nalézt
ve studii Ming-Lianga [345]. Vysledky této studie udavaji, ze nejlépe proliferu;ji
bunky na povrchu s kombinovanymi mikro a nano nerovnostmi.

V této praci byly optimalizovany procesni parametry leptacich procest S cilem
piipravit specificky strukturované hlinikové povrchy. Byly zkouméany moznosti
jejich hydrofobizace a vliv jejich povrchové textury na adhezi polymernich
systemu.

V prvnich fazich experimentti byl studovan vliv slozeni leptacich smési
na zménu povrchové drsnosti, Tab. 7. Spolu se zménou povrchové drsnosti se
rovnéz ménil vzhled povrchovych struktur, Obr. 60. Cas a teplota leptani byla
nastavena na 4 minuty a 70 °C pro vSechny srovnavané leptaci pokusy uvedené
v Tab. 7 a na Obr. 60.

Tab. 7 — slozeni leptacich smési a hodnoty drsnosti vyslednych povrchii, uvedenych na

Obr. 60.

Oznaceni Slozeni leptaci smési Pomér slozek [ml] Ra [um]
€) Piskovany povrch 6,604
(b) H3PO4 10 6,7+0,7
(c) HNO3 10 52+0,6
(d) H3PO4 + HCI 5:5 4,7+0,9
(e) HNOs + HCI 5:5 26+0,8
4] H3zPO4 + HNOs 5:5 75+22
(9) H3PO4 + HNO3s + HCI 35:35:35 27+0,5
(h) H3PO4 + HNO3 + HCI + H2S04 25:25:25:1 53+0,8
0) H3PO4 + HNO3z + HCI + H2SO4 + H20 25:25:25:1:1 56+0,7
) H20 + NaOH 10:0,4¢9 6,0+24
(k) H20 + NaOH + NaNO2 10:0,49:8¢g 49+0,8
)] H20 + NaOH + NaNO3 10:0,49:2¢g 75107
(m) H20 + NaOH + NaNO:z + NaNOs3 10:0,49:89:2¢g 6,8+1,5
(n) H20 + HNO3 + H3PO4 + H2SO4 + NaNOs 10:9,8:78:6:4¢ 6,0+0,4
(0) HNOz + H3POs + H2SO4 35:35:35 52+0,2
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Obr. 60 — snimky leptanych povrchii hliniki ziskané pomoci SEM. Znaceni vzorkii
odpovida informacim uvedenym v Tab. 7.
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Obr. 61 — snimky povrchu hliniku v riznych stupnich upravy chemickym leptanim.

Z provedenych experimenti vyplynulo, ze u vétSiny pouzitych leptacich smési
uvedenych v Tab. 7 je typ vznikajici povrchové struktury podminovan vychozi
drsnosti hlinikové povrchu. Z tohoto diivodu byl vyhledavan leptaci postup, ktery
by umoziioval pfipravovat srovnatelné povrchoveé struktury bez ohledu na
vychozi drsnost povrchu. Bylo zjiSténo, Ze tohoto cile lze Castecné dosahnout
pomoci roztoku CH3OH + HCI + HNO; (1:1:1), dale v textu oznacovana jako
,smeés 1, Obr. 61D-F. Proces leptani probihal pii 23 °C po dobu 3 minut. Na
obrazcich jsou uvedeny hodnoty parametru drsnosti Ra. Experimenty ukazaly,
Ze s pomoci této leptaci smési lze ptipravit relativné podobné povrchy bez ohledu
na vychozi topografii povrchi uvedenych na Obr. 61A-C. U valcovaného povrchu
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dochidzi k mirnému zvySovani hodnoty Ra po procesu leptani, zatimco
u brouseného a piskovaného povrchu dochazi ke snizovani hodnot Ra.

Pro tvorbu Al povrchii piipominajicich porézni strukturu, podobné jako
Vv piipad¢ fibroinu a polystyrenu diskutované v piedeslych podkapitolach, byla
pouzita leptaci smés skladajici se z H,O + HNO3 + H3PO4 + H,SO4 + NaNO3
(v poméru slozek 20 ml : 9,8 ml : 7,8 ml : 6 ml : 4 g) dale oznacovana jako ,,smés
2. Proces leptani touto smési probihal pti 80 °C po dobu 3 minut. Na vyslednych
snimcich z elektronového mikroskopu (viz Obr. 61G-I) je mozné pozorovat
vzniklé strukturované povrchy piipominajici povrchové prohlubné.

V néslednych experimentech byly leptané hlinikové povrchy dale
modifikovany tak, aby se vyznacovaly superhydrofobnim charakterem, Obr. 62.
Z poznatkii prezentovanych v literatufe byl pfevzat postup vyuzivajici pro tyto
ucely kyselinu stearovou [346-348].

@stup pfipravy superhydrofobniho povrchu \

Kyselina
chromsirova

/

Obr. 62 — schéma pripravy superhydrofobniho Al povrchu pomoci leptdani a deponovaini
kyseliny stearoveé.

Z takto provedenych experimentll vyplynulo, Ze kombinaci novych leptacich
postupil s literarn€é zndmym krytim pomoci kyseliny stearové lze pfipravit
povrchy s mnohem vyssi hodnotou kontaktniho whlu smaceni v porovnani
S poznatky prezentovanymi v literatuie [346-348]. Bylo zjisténo, Ze jednim
z kritickych kroki pied depozici kyseliny stearové na povrch leptaného hliniku je
odstranéni oxidaénich zbytku leptaciho procesu pomoci kyseliny chromsirové po
dobu 2 minut pii 23 °C. Poté byly vzorky vystaveny plisobeni roztoku kyseliny
stearové v ethanolu (1:1, w/w) pfi teplote¢ 60 °C po dobu 29 hodin. S timto
piistupem pak lze dosahnout povrchii s kontaktnim thlem smaceni vodou
az 173 °, Obr. 34. Superhydrofobni povrchy se vyznacéuji kombinaci chemického
slozeni spolu se specifickou povrchovou mikro a nano texturou [349-351].
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Jak je vidét z AFM snimkd, Obr. 63, Kys. stearova vytvaii nano texturu na
poréznim povrchu, ¢imz piispiva k hydrofobnim vlastnostem. Bez osetfeni kys.
chromsirovou lze dosahnout kontaktnich thli smaceni vodou okolo 150 °.

[ Po aplikaci k. chromsirové ] [ Po aplikaci k. stearové ]

Hm

Obr. 63 — zobrazeni hlinikového povrchu pred (a) a po (b,c) deponovani vrstvy kyseliny
stearové. Obrazky porizeny pomoci AFM.

Je znamo, ze texturované povrchy ovliviiuji uzitné vlastnosti materialu, zvysuji
adhezi [352-354] a podminuji vyvoj bunécnych systému [355,356]. S ohledem
na tuto skute¢nost byla modelové testovana pevnost ,,lepenych® spoju rozdilné
strukturovanych hlinikovych povrchli. Schéma modelového systému je zobrazeno
na Obr. 64 vpravo. Hlinikové vzorky byly spojovany pomoci polyuretanové
pryskyfice. Rozmér spojované plochy zaujimal 2x2 cm.
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Obr. 64 — vliv povrchové struktury hliniku na pevnost lepeného spoje (Vlevo) a schéma
testovaného systému (Vpravo).
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Pomoci univerzéalniho testovaciho stroje byly pfipravené systémy namahany
tahem az po mez, kdy doslo odtrZeni spojovanych hlinikovych ploch. Ziskané
vysledky ukazuji, Ze specifickd povrchova struktura v podobé prohlubni vede ke
zvySeni mezni sily pro oddé€leni spojovanych ploch i1 pies niz$i hodnotu Ra
V porovnani S piskovanym nebo hladkym povrchem, Obr. 64 vlevo.

Poznatky spojené s texturizaci hliniku a jejim vlivem na polymerni systémy
byly publikovany ve tfech impaktovanych ¢lancich [357-359].
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/. PFinos pro védu a praxi

Z teoretického hlediska piinasi prace nové poznatky v oblasti vyuziti fazové
separaCnich procesii pii formovani vladkennych struktur pomoci aditivnich
vyrobnich postupli. Nemén¢ diilezité jsou poznatky spojené s vlivem rozdilné
strukturovanych povrchli na chovani bunék. Tyto poznatky lze prakticky vyuzit
pro piipravu pokrocilych hierarchicky strukturovanych scaffoldii aplikovatelnych
V oblasti regenerativni mediciny. Takto piipravené podplrné systémy bude
mozné pouzit pro vytvafeni tkdniovych modeli urenych nejen pro nahradu
poskozené nebo chybéjici tkan€ v lidském téle, ale rovnéz pro testovani léCebnych
postupti nebo uc¢innosti 1é¢iv. Elektricky stimulovatelné scaffoldy na polymerni
bazi lze vyuzit pro ptipravu inteligentnich ,,4D* scaffoldii simulujicich in vivo
podminky piti zakladnich laboratornich testech v biologickych laboratofich.
Stejné tak nove navrzené pritokové bioreaktory mohou byt napomocny pii vyvoji
novych typl materidlovych soustav aplikovatelnych v oblasti regenerativni
mediciny.

Z praktického hlediska jsou neméné zajimavé poznatky souvisejici se studiem
vlivu tokli kapaliny na povrch polymernich materidlii. Zjisténi, Ze teplotni
gradienty podobné jako povrchové nerovnosti, mohou zéisadnim zplisobem
urychlovat uvoliiovani povrchové aktivnich latek a polymernich fragment do
vodného prostiedi, jsou zcela zasadni jak pfi navrhovani pritokovych
bioreaktoru, tak napiiklad pii schvalovani polymernich materiala uréenych pro
distribuci pitné vody.

Zcela zasadni jsou poznatky spojené s vlivem sekundarni struktury fibroinu na
moznosti jeho povrchové strukturalizace. Pochopeni této skutecnosti vede
Kk odstranéni jedné z nevyhod tohoto biopolymerniho systému, a to nizké adheze
bunék k jeho povrchu. Odstranéni tohoto nedostatku bez zasahu do jeho chemické
podstaty otevira nové aplikacni pfilezitosti tohoto ptirodniho polymeru
s vybornymi mechanickymi vlastnostmi.

Nové poznatky spojené s povrchovou texturizaci hlinikovych substratl
vyznacujicich se rozdilnou povrchovou drsnosti maji predevSim prakticky
vyznam. Hlinik jako konstrukéni materidl je pouZivan v Sirokém spektru
prumyslovych aplikaci, biomateridly nevyjimaje. Pomoci nové navrzenych
leptacich postupli lze ptipravovat specificky strukturované povrchy pro
formovani polymernich materiald. Takto pripravené povrchy lze upravit tak, aby
vykazovaly samocistici vlastnosti dané extrémné nizkou smacivosti vodou nebo
je lze pouzit pro zvySeni pevnosti lepenych spoji a moznou adhezi polymerni
matrice ke kovovému podkladu.
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8. Zavér

Tato prace se zabyvala zpracovanim materidlovych soustav do podoby
strukturovanych povrchii aplikovatelnych v oblasti regenerativni mediciny. Pro
studium bunéénych interakci v simulovanych in vivo podminkach byl navrzen
a otestovan pratokovy bioreaktor. Byly provedeny testy stability vybraného
polymerniho materidlu v rozdilnych tokovych podminkéch. U vybranych typi byl
studovan vliv povrchovych nerovnosti na chovani bun¢k.

Teoretickd Cast prace se zabyva vlastnostmi, materialy a metodami vyroby
scaffoldd pro ucely regenerativni mediciny. Byla zde diskutovana problematika
biokompatibility, biodegradability, mechanickych vlastnosti a porozity scaffoldt.
Podrobné byly diskutovany rozdilné vyrobni technologie scaffoldi. Mimo to zde
byly rozebrany vybrané typy biomateriali pouzivanych pro vyrobu scaffoldi
a vliv povrchi na chovani bunék.

Pomoci aditivnich vyrobnich postupti 3D tisku, electrospinningu a elektrickym
polem asistované¢ho tisku byly pfipraveny porézni povrchové strukturované
objekty aplikovatelné v oblasti buné¢né biologie a regenerativni mediciny.

V prvnich fazich experimentalni prace byly srovnavany moznosti SLA a DLP
tiskovych pfistupt pro ptipravu miizkovych scaffoldi a strukturovanych povrchi.
Z téchto experimentli vyplynuly limity danych tiskovych zatizeni a pouZitych
fotosenzitivnich  pryskyfic pro ptfipravu rozmérové presnych miizek
s definovanym povrchem a odstupem stén mensim nez 500x500 um. Ziskané
poznatky v této oblasti byly aplikovany pii ptipravé novych typa pritokovych
bioreaktort.

Pro ptipravu biokompatibilnich 3D scaffoldii byly pouzit polykaprolakton.
Tento typ materialu byl zpracovavan predevSim ze smésnych roztokl
obsahujicich dobré¢ a Spatné rozpouStédlo. Vysledky z téchto experimentl
ukazaly, ze s pomoci tohoto ptistupu mize dochéazet ve formovaném polymernim
systemu k fazove separaci, kterd ma za nasledek vznik unikatnich hierarchicky
strukturovanych scaffoldli a mikro vlakennych vrstev.

Déle byl ptedstaven novy postup piipravy tzv. 4D scaffoldli zaloZzeny na
zvlaknovani a 3D tisku polymeru s piezoelektrickymi vlastnostmi. Do podoby
organizovanych miizkovych struktur a ndhodné skladdanych nano vlakennych
vrstev byl zpracovavan terpolymer poly(vinylidenfluorid-trifluorethylen-
chlortrifluorethylen). Bylo prokazano, ze tento polymer lze pomoci zvolenych
technologii formovat, a také Ze si po zpracovani zachovava svou funkénost — je
schopny pod napétim ménit tvar, mechanické vlastnosti. Mimo to 1ze ovliviiovat
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povrchovy reliéf vldken jako takovych, coz lze s vyhodou pouZit pro piipravu
hierarchicky strukturovanych objekti.

Bylo navrzeno a pomoci stereolitografického 3D tisku vyrobeno né&kolik
funk¢énich modelti pritokového bioreaktoru pro simulaci in vivo podminek
Vv laboratofi. Béhem testovani byl zjistén zasadni vliv toku na adhezi bunék. Bylo
zjisténo, Ze 1 nizké priitocné rychlosti vedou k odplavovani bunék. V ndvaznosti
na toto zjiSténi byla testovana stabilita vybraného polymerniho systému za
rozdilnych tokovych podminek. Vysledky téchto experimentl prokazaly, Ze
zejména organizovany tok kapaliny nad povrchem zkoumaného polymerniho
materialu vede K zrychlenému uvoliovani povrchové aktivnich latek do vodného
prostfedi. Na vznik nelamindrnich tokii mohou mit vliv, stejné jako teplotni
gradienty, povrchové nerovnosti vyskytujici se na povrsich strukturovanych
vrstev a scaffolda.

S ohledem na skuteCnost, ze pro pfipravu hierarchicky strukturovanych
vlakennych vrstev a scaffoldii byly pouzivany roztoky polymeru, pii jejichz
vysychani mohlo dochazet k fazové separaci, vyvolané budto pifitomnosti
Spatného rozpoustédla nebo kondenzaci vzdusné vlhkosti, byl studovan vliv
téchto proménnych na formovani povrchové strukturovanych vrstev. Pro tyto
ucely byly zvoleny dva modelové polymerni systémy pouzivané v oblasti
bunééné biologie a tkanového inZenyrstvi. Prvnim systémem byl fibroin, druhym
tkanovy polystyren. Povrch téchto materiala byl upravovan pomoci vice krokoveé
fazové separace. Timto jednoduchym a rychlym postupem byla piipravena cela
fada novych typt poréznich povrchti a objemovych struktur s nerovnostmi
v fadech stovek nanometri az mikrometri. Takto ptipravené povrchy byly
testovany s ohledem na bunééné chovani. Ziskané poznatky v této oblasti ukazuji,
ze metodu fazové separace lze svyhodou pouzit pro pfipravu struktur
podminujicich chovani bunék - jejich adhezi, proliferaci, diferenciaci.
Fibroblasty na hierarchicky strukturovanych povrsich obsahuji mnohem méné
stresovych fibril. Né&které typy povrchi mohou iniciovat zménu bunécné
morfologie, kterd muize byt zdsadnim faktorem podmiiujicim bunécnou
diferenciaci. Hierarchicky strukturované povrchy mohou byt napomocné
napiiklad pfi studiu kardiomyocytt, kde bylo zjisténo, ze specificka povrchova
struktura vytvofena pomoci fazové separace prispiva k vyraznému zesileni
fluorescenénich signalt, které reflektuji specifické bunééné cykly.

Posledni studovanou problematikou byla strukturalizace materidld na bazi
hliniku, které 1ze vyuzit pro formovani polymernich povrchi. Bylo prokazano, ze
pomoci specifickych leptacich postuptli Ize pfipravovat strukturované povrchy,
které se svym vzhledem podobaji povrchiim generovanym pomoci fazové
separace. Noveé navrZzené postupy lze pouzit pro rozdilné typy vychozich
povrchovych reliéfl, aniz by doslo k ovlivnéni cilené povrchové topografie.
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Seznam pouzitych zkratek

TE — tkanové inzenyrstvi

ECM — extracelularni matrice

RP — rapid prototyping

MEW — melt electrowritingu

EPA — elektrickym polem asistovany

SLA - stereolitografie

PCL — polykaprolakton

PLA — kyselina polymlé¢na

PGA — kyselina glykolova

PLGA — kopolymer kyseliny mlé¢né a glykolové
FDM - fused deposition modelling

CAD - computer-aided design

DLP — digital light processing

PEG — polyethylen glykol

PVA — polyvinylalkohol

PPF — polypropylen fumarat

SF — hedvabny fibroin

Gly — glycin

Ala — alanin

Ser —serin

HA — kyselina hyaluronova

SM — smart material

PM — piezoelektricky material

PVDF — poly(vinylidenfluorid)

PVDF-TrFE — poly(vinylidenfluorid-trifluorethylen)
SHM — self-healing material

FA — fokalni adheze

DMSO - dimethylsulfoxid

PS — polystyren

PVDF-TrFE-CTFE — poly(vinylidenfluorid-trifluorethylen-chlortrifluorethylen)
SEM - skenovaci elektronova mikroskopie
AFM — mikroskopie atomarnich sil

FTIR — infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
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a — koeficient objemové teplotni roztaznosti

g — gravitacni konstanta

AT — zména teploty

d — tloustka kapaliny

k — koeficient teplotni vodivosti

v — kinematické viskozita kapaliny

HFIP — hexafluoroisopropanol

mOH — methanol

TSSC — Time Sequenced Spin Coater

THF — tetrahydrofuran

ETH — ethoxyethanol

NIH/3T3 — mysi embryonalni fibroblasty

A549 — bunky lidského plicniho karcinomu
HEK — Kkeratinocyty

ESC — lidské embryonalni kmenové bunky
hiPSC — lidské indukované pluripotentni kmenové bunky
IPSC-CM — diferencovana podoba hiPSC do podoby kardiomyocytt
MYHG6 — a-isoforma tézkého myozinového fetézce
TiO; — oxid titaniCity

LDPE — nizkohustotni polyethylen

MG63 — buiiky lidského kostniho osteosarkomu
Al — hlinik

HsPO, — kyselina fosfore¢na

HNO; — kyselina dusi¢na

HCI — kyselina chlorovodikova

H,SO, — kyselina sirova

H,O — voda

NaOH — hydroxid sodny

NaNQO; — dusitan sodny

NaNO; — dusi¢nan sodny

DiOx — dioxan

CF — chloroform
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