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Abstrakt

Prace se zabyva upravou materidlovych soustav na syntetické ¢i piirodni bazi
do podoby hierarchicky strukturovanych scaffoldi a tenkych vrstev. Pro tyto
ucely byly pouzivany metody aditivni vyroby, electrospinningu, fazové separace
a leptani. Upravovanymi materidly 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 buné¢né
kompatibility prokdzaly z4sadni vliv topografie povrchu na bunécnou proliferaci
a v pfipad¢ hierarchicky strukturovanych povrchli 1 na zménu morfologie
kmenovych bunék. Pro testovani piipravenych strukturovanych povrchl
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 bunécnou adhezi, na jehoz zakladé
byla provedena studie vlivu rozdilnych typii toku na stabilitu polymernich
povrchil.

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 télo nedokdze samo vylécit a jedinou
moznosti, jak alesponi utlumit pifiznaky je uzivani 1€ka. [1,2] Regenerativni
medicina zachdzi za hranici pouhého zmirnéni projevli nemoci a zranéni
a vyuziva své oborové interdisciplinarity k vyvoji novych 1écebnych postupti
s potencidlem nahrazovat poSkozené tkang. [3—5] Jednim z obort 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, udrzu;ji ¢i zlepsuji tkdnové 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 buniky a zaroven se podili na
biologickych funkcich), bunck a biologickych signalnich molekul (fidi chovani
bunék a tim 1 fenotyp tkan€). Pro vytvoteni nové tkané je tedy scaffold jednim
z dulezitych aspektli, kterému je potfeba vénovat pozornost. NejvhodnéjSim
scaffoldem by byla ECM cilové tkan¢€ v nativnim stavu, avSak veskeré jeji funkce,
komplexni slozeni a dynamickou povahu je velmi téZzké 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 typt
tkani. Naptiklad kiizi Ize zatadit mezi relativné mekké tkang, ale také musi prestat
velkd smykova napéti. Naproti tomu kost je tvrdy material s vysokou pevnosti
v tlaku, ktery musi nést hmotnost téla. Velkou vyzvou tedy stale zlistava vytvoreni
materialu, jenz by byl vSestranné€ vyuzitelny pro vSechny typy tkéni.

V neposledni fadé¢ je tfeba zminit, Ze scaffoldy nemusi byt ur€eny pouze pro
rekonstrukce tkdni, ale velmi Casto je 1ze aplikovat jako nosice 1éCiv. [7]

Pii vytvafeni scaffoldu je dilezité brat v potaz topografii a povrchové
vlastnosti, jeZ maji zdsadni vliv na chovani bun€k. Tyto vlastnosti 1ze 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
elektrostatick¢ho zvlaknovani (electrospinningu). Dale jsou zde diskutovany
moznosti strukturalizace vytvafenych povrchi pouzitim fazové separace
a chemického leptani. Pro ucely testovani vlivu novych typll materidlovych
soustav na chovani bunék 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 FeSené problematiky

Posledni dvé desetileti se staly vyznamnym obdobim rozvoje TE. K tomuto
vyvoji ptispély zejmeéna nove znalosti a pokroky v technickych oborech jako jsou
veédy o materialech [8], bunécna 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 (ptfirodni a syntetické),
keramiky a kovy. Keramické a kovové scaffoldy se v soucasnosti pouzivaji
zejména v oblasti kostniho inzenyrstvi [13—17] a také jako nosice 1¢kt [18-21].
Aktualné mezi bézné zéastupce syntetickych polymert pouZzivanych v TE patii
kyselina polymlécna [22-24], kyselina polyglykolova [25-27], jejich kopolymery
[28,29] a polykaprolakton [30-32]. Pfirodni polymery jsou pak zastoupeny
kyselinou hyaluronovou, chitosanem, fibrinem, kolagenem a nej€astéji jejich
kombinaci. [33-37]

V nedavné dobé¢ dosahly technologie klasického [38—40] a elektrickym polem
asistovaného 3D tisku (EPA 3D tisk) [41,42] 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

1, 3D tisk* nebo také ,, 3D printing “ jsou pojmy, jimiz bude v této praci oznacovano vice metod
Aditivni vyroby (str. 16).



k vyraznému usnadnéni tisku komplexnich multibunéénych tkani ¢i organi.
[43-45] Cui a kol. [46] pouzil techniku 3D bioprintingu k vyrobé funkcnich
kostnich §tépil s organizovanou cévni siti. Novy ptistup Want et al. [47] popisuje
3D tisk komplexnich scaffoldi pro tvorbu regenerativnich organt jako je
napiiklad jaterni tkan. Jinymi pfistupy za pouziti riznych biomaterialii bylo
umoznéno vytvoreni dalSich tkani vCetné ktize [48], srdecnich chlopni [49], kosti
a chrupavek [50] a vajecnikt [51].

Stereolitografie

Nedavny aplikacni pokrok sterolitografie (SLA) je dan rozsifenim dostupnosti
rozdilnych typl fotositovatelnych polymerli a také moZnosti pouziti vice
materialll pro jeden konecny vytisk [52-54]. V poslednich letech také dochazi
k vyvoji novych polymeri na bdzi alifatickych polyesterti s biodegradacnimi
vlastnostmi. [38] Rozvoj této metody dale vyrazné ovlivnilo zlepSeni
rozliSeni tisku na uroven jednotek mikrometrd, a to ve vSech tfech osach x, y, z.
[55] Pravé dostupnost vysokého rozliSeni je velkou vyhodou, jez je casto
vyuzivana pii ptipravé scaffoldi pro TE. [56-58] Velky potencial ma SLA
technologie v kostnim inZenyrstvi [59,60], dale pro pfipravu vaskularizovanych
scaffoldl pro 1écbu perifernich nervii [61] a také pii tisku scaffoldl pro regeneraci
chrupavky [62].

Electrospinning

V posledni dobé se pi1 piipravé scaffoldi stdle Castéji vyuziva technik
zalozenych na elektrostatickém zvlakiiovani. Jia a kol. [63] vytvofili pomoci
electrospinningu biokompatibilni scaffold pro vnitini sténu vaskularnich tkani
tvofeny kyselinou hyaluronovou a kolagenem. Ne¢které studie se zamétily
na tvorbu chitosan/Zelatinovych scaffoldi pro kozni tkang. [64,65] Dalsi
vyzkumy tesily tvorbu tubularnich scaffoldti pro vaskularni tkdn€ za pouziti smési
polykaprolatkonu (PCL), kopolymeru kyseliny glykolové a kyseliny mlécné
(PLA) a Zelatiny. [66] Scaffoldy tvofené pomoci electrospinningu byly neddvno
pouzity pro regeneraci rohovky [67], nervové [68] €1 kostni tkan€ [69] a nahradu
vazu [70].

Elektrickym polem asistovany 3D tisk

Pomoci technologie EPA 3D tisku se jiz podafilo vytvoftit funkéni scaffold
s fizenou vlaknitou 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. [71] V jiné studii Paxton a kol. [72] zminuje ptipravu
kaprolaktonovych  auxetickych?  tubularnich  scaffoldi  pomoci  melt
electrowritingu (MEW) v kombinaci s rotujicim sbéracem vléken. Tyto scaffoldy
ve tvaru trubicCek se pfi protazeni projevuji zvétSenim praméru, coz lze vyuzit
u kardiovaskularnich aplikaci [73], kde by bylo zabranéno moznému kolapsu cév.
Jiné vyuziti Ize nalézt u TE pro rekonstrukce jicnu. [74]

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 sféroidi
(350-380 um), kdy se primér jednotlivych vlaken pohybuje okolo 13—15 pum.
Takto ptfipravené scaffoldy jsou dale vyuzitelné pii regeneraci tukové tkané
a velkou vyhodou je jejich snadna ptenositelnost. [75]

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 Ci leptani.

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

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

- Zhodnotit vliv nov€ navrzenych materidlovych soustav a znich
pfipravenych strukturovanych povrchii na chovani bunék.

2 Auxetikum je material, jenZ se pfi tahovém zatiZeni rozpina v pfi¢ném sméru.



4. Teoreticky ramec

Scaffoldy jsou sitovité, porézni struktury, které nahrazuji funkci ECM
a zastavaji nespocet dilezitych funkci. [76,77] ECM je jedine¢ny komplex
slozeny z proteini a sacharidli vytvéiejici trojrozmérnou vlaknitou sit’, ktera
poskytuje mechanickou pevnost, ale slouzi také jako prostfedi pro pienos
informaci mezi buiikou a okolim a také mezi buitkami navzajem. [78,79] Je tedy
nezbytné, aby v pfipadé nutnosti byla ECM nahrazena takovym materialem, ktery
je schopen zcela ¢i alespon ¢astecné plnit jeji funkce. [77,79]

Hlavni tloha scaffoldt spociva v zajisténi nosné funkce pro usporaddani bunék
uvniti pojivové tkané. Kromé statické tlohy miize scaffold zastavat 1 roli
dynamickou, kdy miize definovat bunééné chovani a nasledné funkce tkéani. [80]
Dale zabezpecuje chemické a fyziologické prostfedi pro bunécnou proliferaci a
diferenciaci. [81]

4.1 Pozadované vlastnosti scaffoldu

Scaffoldy musi spliovat veskeré naroky kladené na nahrazovanou tkan. Svym
usporadanim pak urCuji jeji rozméry a tvar. [82] Po implantaci do Zivého
organizmu scaffold vypliuje 3D defekty a napomaha tvarovani tkané tak, aby
odpovidala ptivodni 3D anatomii. Do¢asné musi plnit veskeré funkéni pozadavky
(obvykle mechanické), dokud neni vytvofena nova tkan, ktera tyto funkce
pievezme. V idealnim ptipadé¢ zlepsSuje regeneraci tkdné tim, Ze zajiSt'uje vhodné
prostiedi pro hromadny transport Zivin a odpadnich latek. [83]

Jednou zklicovych vlastnosti scaffoldu je biokompatibilita, kterd urcuje
schopnost podpofit normdlni bunécnou aktivitu bez vyvolani jakychkoli
patologickych zmén v okolnich tkanich. [84] Cilem tkanového inZenyrstvi je
moznost nahrazeni implantovaného scaffoldu vlastni ECM a buiikami v priibéhu
Casu. [85] Scaffoldy byvaji pouze docasnou podporou pro buiiky, které postupem
Casu infiltruji do port scaffoldu a soucasné s jeho degradaci se buiiky reorganizuji
do funk¢ni tkané. [86—89] V idedlnim ptipadé by scaffold mél mit shodné
mechanické vlastnosti s mistem, do kterého je implantovan. Je potteba dbat na
pomé&r mechanické pevnosti a porozity scaffoldu. Material mize mit vybornou
mechanickou pevnost, avSak na ukor vysoké porozity, kdy mize dochazet
k nedostate¢né vaskularizaci. [85] Vyznam velikosti a propojeni porti v scaffoldu
jsou jednim z kli€ovych faktorh pro vétSinu aplikaci tkdniového inZenyrstvi. [90—
92] Péry mohou byt dvojiho druhu propojené = oteviené a nepropojené =
uzaviené. Idealnim pfipadem je struktura s vysokou porovitosti s propojenymi
(otevienymi) pory, které umoziuji difuzi Zivin do bunék ve scaffoldu a také do
ECM vytvotfené t€mito bunikami. Kromé Zivin je potieba také odvadét odpadni



latky a degradacni produkty. Builky s povrchem scaffoldu primarné interaguji
prostfednictvim chemickych skupin (ligandil) coZ znamend, Ze péry musi byt
dostatecné velké, aby umoznily buiitkdm migraci do struktury scaffoldu, ale
zéroven dostateéné malé, aby tvorily velky specificky povrch, ktery zajisti
minimalni mnozstvi liganda pro u¢inné navazani bun€k na scaffold. [93,94]

4.2 Vyrobni technologie scaffoldi

Metoda pouzita pro vyrobu scaffoldi podminuje jejich klicové vlastnosti —
porozitu, velikost porii, mechanické vlastnosti a také jejich vysledny tvar. [95]
Velmi dualezitym faktorem je také materidl, ze kterého bude scaffold vyrabén,
protoze ne kazda technologie je vhodna pro vSechny typy materiall. Pred
vyrobou scaffoldu je nezbytné vyhodnotit jaké vlastnosti by mél kone¢ny vyrobek
mit a z jakého materidlu bude vyrabén a dle téchto zjisténi 1ze nasledné vybrat
vhodnou technologii zpracovani.

Aditivni vyroba je obecny nazev pro techniky, které ¢tou v datech z vykrest
podporovanych pocitacem (computer-aided design — CAD) pifevedenych do
formatu STL (zkratka pro ,,Stereolitography*, dalsi uvddéné pojmy této zkratky
jsou ,,Standard Triangle Language* nebo ,,Standard Tessellation Language*). [96]
Pouziti aditivni vyroby v tkanovém inZenyrstvi umoznuje vytvareni 3D scaffoldl
v podobé slozitych geometrii s velmi jemnymi strukturami. Diky pouziti pocitace
pii navrhovani Ize jednoduSe korigovat vyslednou makro i mikro strukturu coz
ovliviiuje mechanické vlastnosti scaffoldu. Diky témto skute¢nostem lze navrh
upravit dle dostupnych udajii z lékatskych skenl tak, aby vysledny scaffold
vyhovoval individualnim potfebam kazdého pacienta. [97] Mezi zdkladni metody
aditivni vyroby patii techniky zalozené zejména na vytlatovani a 3D tisk
s pouzitim pryskyfic, jez je zaloZzena na vytvrzovani fotosenzitivni pryskytice
pomoci UV svétla.

Dalsi metodou Casto vyuzivanou pro vyrobu scaffoldi je electrospinning neboli
elektrostatické zvlaknovani. Je to technologie, kterd vyuZziva elektrostatické sily
k vyrob¢ vldkennych scaffoldii z roztokti polymert. [98] Technologie je zaloZena
na tazeni proudu viskozni tekutiny (roztok nebo tavenina) ke kolektoru, ktery ma
elektricky potencial. Vysledkem je tak chaoticka sit’ vldken o priméru od desitek
nanometril po desitky mikroni. [99—101]

Pomérné novym pfistupem pro tvorbu vlakennych scaffolda je elektrickym
polem asistovany 3D tisk (melt -electrowritingu). Pro pochopeni melt
electrowritingu (MEW) je nutné znat chovani kapalin pfi toku. Proud nenabité
kapaliny, tekouci shora dolli se rozpada 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
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tok polymeru, ma pifed projevem Plateau-Rayleigh nestability vyrazné nizsi
rychlost toku a v této chvili lze tekutinou ,,psat* pravé proto, ze jesté¢ nezacala
tvofit kapky. [102] Aplikaci napéti mezi trysku a kolektor dochazi k eliminaci
Plateau-Rayleigh nestability, jeZ by se za normalnich okolnosti projevila. Tok se
tak stava stabilnim a nepfetrzitym. Pokud je vSak napéti piilis vysoké, elektrické
nestability zptsobuji tok chaotickym, jak je znamo z electrospinningu. [41]

4.3 Biomaterialy pro vyrobu scaffoldu

Jako biomateridly oznacujeme skupinu materialti, kterd ptichézi do kontaktu
s biologickym systémem. [103] Z literatury je znamo dvoji déleni biomateriala.
Prvnim je ¢lenéni na piirodni a syntetické [104], druhym je pak rozd€leni na
keramiky, kovy a polymery [105,106].

Syntetické polymery jsou velmi Casto vyuZivané v tkanovém inzenyrstvi.
Vyhodou syntetickych polymerii je vyroba velkého mnozstvi za kontrolovanych
podminek, diky ¢emuz je mozné ovlivnit vysledné vlastnosti materidlu jako je
porovitost, degradace ¢i mechanické vlastnosti a také je Ize snadno
funkcionalizovat. Dal§i vyhodou je vysokd mira univerzélnosti a snadné
zpracovani, na druhou stranu vSak byvaji syntetizovany za pomérné drsnych
polymeracnich podminek a také byva problém s jejich bioaktivitou. Tyto
nevyhody jsou vSak pievazeny jejich strukturnimi a chemickymi vlastnostmi,
které lze Casto modifikovat a je tak mozné vytvaret scaffoldy, které vérné
napodobuji zakladni rysy ECM. [107,108]

Mezi piirodni biomateridly spadaji pfedevSim pfirodni polymery na bazi
proteinli ¢i polysacharidi (kolagen, fibroin, chitosan, elastin a dalsi). Vzhledem
k jejich ptirodnimu pivodu vykazuji skvélou biologickou aktivitu véetné bunééné
proliferace, adheze a taktéz jsou netoxické viici okolni tkéni. Velkou nevyhodou
je vsak Spatnd reprodukovatelnost a jejich ziskavani z ptirodnich zdroj, ktere je
problematické pfedevSim s ohledem na homogenitu sloZzeni a vysledné
fyzikalnéchemické vlastnosti.

Zvlastni skupinou jsou pak smart materidly (SM) nebo také chytré materidly
jsou specifické svou schopnosti reverzibilné modifikovat jednu ¢i vice svych
funk¢nich nebo strukturalnich vlastnosti v diisledku reakce na vnéjsi podnét. Mezi
tyto vnéjsi vlivy zahrnujeme fyzikalni (teplota, svétlo, elektrické a magneticke
pole), chemické (pH) a mechanické podnéty (tah a tlak). Patii sem samo-hojici
materidly, materidly s tvarovou paméti, piezoelektrické materidly a dalsi.
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4.4 Vliv povrchu scaffoldu na chovani bunék

Jednou =z kritickych ¢asti v oblasti tkdfiového inzenyrstvi je nastoleni
fyziologického fenotypu bunék. V této oblasti maji zasadni vliv dvé proménné,
a to chemie povrchu a topografie implantatu. [109,110]

V lidské tkani jsou buiiky zabudovany do ECM, kter4 je slozena z fady proteina
(kolagen, elastin, aj.) a polysacharida (glykosaminy, aj.). Konkrétn¢ kolagen je
protein poskytujici odolnost ECM a také se stdva vazebnym mistem pro receptory
bunécéné adheze. Interakce mezi povrchem nosice a buitkkami ovliviiuji jejich dalsi
vyvoj a funkci. [111] Aby dochdzelo k vyvoji buné¢k do formy funk¢ni tkéné je
tteba, aby makroskopicka geometrie, mikroskopicka topografie a chemickeé
vlastnosti povrchu kooperovaly se stimuly extracelularnich signalnich latek. [112]
Bunécnou adhezi miizeme povazovat za dynamicky proces vyznacujici se
nckolika fazemi. [113] Prvotni adheze zacCind vazbami transmembranovych
receptorll (integrind) bunck na extracelularni ligandy. Integriny tedy zajiSt'uji
propojeni buniky s povrchem a také spojeni mezi cytoskeletem a ECM. [114] Tyto
komplexy vSak mohou vznikat pouze jsou-li pevné ukotveny k povrchu, pak jsou
navazany dals$i intracelularni proteiny a vznikaji tak makromolekularni komplexy
zvan¢ fokalni adheze (FA) s délkou okolo 1-5 pm. [115]

Bunééné interakce s mikro a nano strukturovanymi povrchy materialu byly
studovany v ftad€ publikacich. [109,116,117] Z dostupnych studii plyne,
7ze nanotopografie hraje rozhodujici roli pro adhezi, pteziti, proliferaci
a diferenciaci rtiznych typi kmenovych bunck. [118—120] Topografie povrchu
pak miize modifikovat vlastnosti FA a to tak, Ze dojde k vytvotfeni zon, které
podporuji  shlukovani  integrini  (napf. vyvySeniny) na  povrchu
a naopak topografické prvky, které zabranuji tvorbé komplexli integrin-ligand
(drazky, zahloubeni). [121]

5. Experimentalni ¢ast

Vramci vysledkli experimentalni prace budou predstaveny materidlové
soustavy na syntetické a pfirodni bazi zpracovavané do podoby scaffoldi. 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 popsan navrh pritokového bioreaktoru.
V ndvaznosti na tuto ¢ast bude feSen vliv vybranych materidlovych soustav na
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chovani kultivovanych bunck a testovana stabilita vybraného polymerniho
systému za rozdilnych tokovych podminek.

5.1 Materialy a metody

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 lokélnich dodavateld
(Sigma-Aldrich, Merck). Déle byla pouzivana ultracista voda s odporem
18,2 MQ.cm.

Polystyren (PS)

Pro tvorbu hierarchicky strukturovanych syntetickych povrchii byl zvolen
polystyren (PS) ve form¢ sterilizovanych Petriho misek o priméru 3,4 cm,
zbavenych pyrogent DNA/RNA urenych primarné pro kultivaci bunék od
spoleénosti Techno Plastic Products AG (Svycarsko).

Polykaprolakton (PCL)

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

Poly(vinylidenfluorid-trifluorethylen-chlortrifluorethylen)

Dal§im polymerem pouzitym pro pfipravu scaffoldd je synteticky
piezoelektricky polymer poly (vinylidenfluorid-trifluorethylen-chlortrifluor-
ethylen) (PVDF-TrFE-CTFE) ve formé bilého prasku dodavan spole¢nosti
Arkema pod obchodnim oznaCenim Piezotech® RT. Tento elektroaktivni
terpolymer, jenz bude dale v textu oznacovan jako ,,PiezoRT*, se fadi mezi
relaxacni feroelektrika, kterd vykazuji elektrostrikci (jev, pfi kterém vlivem
vnéjsiho elektrického pole dochazi k deformaci dielektrika).

Materialy pro SLA, DLP a FDM 3D tisk

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

Pro SLA tiskarny Form2 a Form3 od spole¢nosti Formlabs byly pouZity ¢iré
pryskyfice na bazi methakrylatu s obchodnim oznacenim ,,Clear* a ,,Dental LT
Clear* (Formlabs), obé pryskyfice byly po provedeni testli cytokompatibility
oznaeny jako necytotoxické a tedy vhodné pro pouziti s buitkami. Pro DLP
tiskarnu Micro HD+ od spole¢nosti EnvisionTEC byla pouZita necytotoxicka
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pryskyftice s obchodnim nazvem 3DeltaHear (DeltaMed). Pro 3D tisk technologii
fused deposition modeling (FDM) na tiskarn¢ Ultimaker S5 byl pouzit filament
kyseliny polymlééné od spole¢nosti Ultimaker.

Hedvabny protein — fibroin

Mezi pouzité piirodni polymery se fadi hedvabny protein ziskany z kokont
bource morusového (bombyx mori). Ptiprava fibroinu spo¢iva v povareni kokont
bombyx mori v roztoku uhli¢itanu sodného, naslednym promytim, vysusenim,
rozpusténim v roztoku bromidu lithného, dialyzou a lyofilizaci (postup dle
protokolu D. N. Rockwooda [122]). Vyslednym produktem je regenerovany
hedvabny protein ve form¢ bilé houbovité struktury.

Hlinik

Jako zastupce kovovych materialti 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.
Zakladni metody oSetifeni povrchu byly piskovani, brouSeni pomoci brusného
papiru s hrubosti 180 zrn/cm? korundu o primémé velikosti 90 pm a pouziti
valcovaného hliniku jako vychoziho hladkého povrchu.

3D tisk

Pouzitymi pftistroji pro tvorbu scaffoldii 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).
Virtudlni modely byly vytvateny 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 spolecnosti
FYSCON, s.r.o.

6. Vysledky a diskuze

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

6.1 Priprava 3D scaffoldii pro biologické aplikace

Jednim z ptistupq, jak ptipravit scaffold pro kultivaci bunék 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 nésledujicich podkapitolach budou diskutovany rozdilné tiskové
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ptistupy (SLA, DLP, FDM - fused deposition modelling, EPA 3D tisk,
electrospinning) umoziujici zpracovavat polymerni materidly aplikovatelné
v oblasti regenerativni mediciny.

6.1.1 Srovnani presnosti standardnich tiskovych pristupi SLA, DLP,
FDM

Z konstrukéni a fyzikdlni podstaty jednotlivych tiskovych pfistupii plyne, Ze
nelze u vSech technik dosdhnout stejné piesnosti tisku a kvality vytvareného
povrchu. S ohledem na tento fakt byla provedena studie popisujici moznosti
jednotlivych tiskovych technik s ohledem na tvarovou a strukturni
reprodukovatelnost tiSténého modelu.

Jako modelovy systém byla zvolena desticka o rozmérech 12x12 mm
s drazkami o vySce 300 um, Sifce 400 pm a mezerou 300 um, Obr. 1. Pro metodu
FDM 3D tisku byla pouzita tiskarna Ultimaker S5, material PLA s tryskou o
praméru 400 pm. SLA tisk probihal na tiskarné¢ Form2 (Formlabs) a jako tiskovy
materidl byla zvolena pryskyfice s oznaenim ,,Clear. Primér vytvrzovaného
bodu v ptipadé¢ SLA byl 140 um. Pro DLP tisk byla pouZita tiskarna Micro HD
(EnvisionTEC) s tiskovym materidlem ,,3DeltaHear* a primérem vytvrzovaného
bodu 30 um. V ptipadé FDM tisku byla nastavena vyska tiskové vrstvy na 100
urovni 25 pm. Vezmeme-li v potaz vysku tiskovych vrstev, Sitku vytvrzovanych
bodl a primér trysky u FDM neni ni¢im piekvapujici, Ze nejlepSiho rozliSeni
dosahujeme v ptipadé¢ DLP tisku. Tato skute¢nost je patrnd z Obr. 1, kde je
zobrazen boc¢ni pohled na vytvafené¢ drazky ziskany pomoci elektronového
mikroskopu.

AutoCAD Inventor

300 pm

Obr. 1 — porovnani navrhu modelu ziskaného ze softwaru AutoCAD Inventor a realnych
vytiskii pripravenych pomoci metod 3D tisku A) FDM, B) SLA, C) DLP. Obrazky A), B)
a C) ze SEM.
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Na vytisku vytvoifeném 3D tiskarnou typu FDM (Obr. 1A), jsou zietelné
pozorovatelné jednotlivé vrstvy tisku. Po srovnani s navrhovanym modelem lze
konstatovat, Ze nebyla dodrzena poZzadovana Sitka vystupki a ani jejich odstup.
Diametralné odlisné vysledky vzhledem k FDM lze pozorovat v ptipadé pouziti
SLA a DLP tisku, Obr. 1B, C. Nejlepsi reprodukovatelnost pozadovaného modelu
lze dosdhnout za pouziti DLP tiskdrny. Rozméry vytisku se nejvice blizi
pozadovanému modelu.

Z provedenych experimenti dale vyplynulo, Ze v ptipadé SLA a DLP tisku Ize
pomoci rozdilné orientace tiskového modelu vzhledem k tiskové podlozce
ovliviiovat typ povrchové struktury. VIiv této proménné je demonstrovan
na vytiscich pfipravenych pomoci SLA tiskarny Form2 od spole¢nosti Formlabs.
Na Obr. 2 jsou zobrazeny SEM snimky povrchll vzorkd, jez byly pii tisku odlisné
orientovany vzhledem k tiskové podloZce. Pro tisk v ramci tohoto experimentu
byla pouZita pryskyftice s ozna¢enim ,,Clear*, vyska tiskové vrstvy byla nastavena
na 25 um. Obr. 2 nahofe zobrazuje snimky z elektronového mikroskopu,
na kterych je dobfte viditelny rozdil strukturovani povrchu v zavislosti na orientaci
modelu pii samotném 3D tisku, Obr. 2 (dole). Strukturu povrchu pfi
horizontdlnim tisku Obr. 2A Ize pfirovnat ke vzhledu pomerancové slupky.
Jakmile vSak dojde k pfeto¢eni modelu do svislé polohy, je mozné pozorovat
povrchovou texturu orientovanych drazek Obr. 2B. Pii orientaci modelu pod
thlem 45° vose Y a 30° v ose Z Obr. 2C taktéZ dochazi k povrchové
strukturalizaci vzorku.

Obr. 2 — SEM snimky povrchu vytisku (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.

Klicovym faktorem je zde thel dopadu laseru, ktery vytvrzuje pryskyfici.
Z vysledného porovnani plyne, Ze orientace tisku ma nezanedbatelny vliv na
kvalitu povrchu vytisku a je potteba peclivé zvazit thel natoceni jednotlivych
modelil, respektive funkénich ploch pfichazejicich do styku s kultivovanymi
buiikami.
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prostorovy 3D miizkovy model. Z porovnani uvedenych na Obr. 2 se jevi jako
nejvhodngjsi pouziti SLA a DLP technologie avSak je nutné zvolit vhodné
rozméry vzhledem ke skuteCnosti, ze je po tisku nutné vymyt veSkerou
nevytvrzenou pryskyfici ze vSech otvorii. Ptiklad vytvofené prostorové miizky
pomoci DLP tiskérny je uveden na Obr. 3. Tiskovym materidlem byla pryskyftice
s oznacenim ,,Clear* a vyska tiskové vrstvy byla stanovena na 50 pm. Modelem
se stala kubicka mtizka s otvory o rozmérech 700x700%700 pum. Vysledny vytisk
uvedeny na Obr. 3 byl zobrazen pomoci rentgenové tomografie.

700_pm

Obr. 3 — rekonstrukce vytisténého scaffoldu pomoci SLA tiskarny Form?2 (vlevo). Rez
stredem vytisténé prostorové mrizky (vpravo). Data z rentgenové tomografie.

6.1.2 Vlakenné scaffoldy na bazi polykaprolaktonu
Nasledujici ¢ast vysledki prace bude vénovana originalnim ptistupim ptipravy
vlakennych scaffoldi na béazi biokompatibilniho syntetického polymeru —
polykaprolaktonu (PCL). Zpracovani tohoto typu materidlu do podoby scaffoldi
je v literatufe Siroce diskutovano. [30-32] Oproti literatuie zde bude prezentovan
originadlni  pfistup  zpracovani  tohoto  typu  materidlu  zaloZeny
na pouZziti roztokii tohoto polymeru. Mnoho literarnich praci [24,123-125]
se zabyva zpracovanim taveniny tohoto termoplastického materidlu, jenz zacina
téct pii prekroceni 60 °C.
6.1.2.1 Priprava hierarchicky strukturovanych PCL scaffoldi pomoci
3D tisku

Jednim z moZnych zplsobt piipravy scaffoldu s hladkym povrchem vléken je
extruzni tisk termoplastického materidlu. Tento typ tisku je v ramci této prace
pouzivan jako srovnavaci. Hladké vlakenné PCL struktury, Obr. 4A, byly tiStény
pomoci termoplastické extruzni tiskové hlavy. Pro tisk PCL ztaveniny byla
teplota tiskové hlavy nastavena na 110 °C a teplota tiskové podlozky 50 °C.

V souladu s hlavnim cilem této casti prace, tj. piiprava hierarchicky
strukturovanych vlaken bylo nezbytné piejit k roztokovému zplisobu tisku. Za
timto Gcelem byla vyhledavana nejvhodnéjsi dobra rozpoustédla pro PCL, ktera
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lze zaroven misit s dalSi kapalinou, Spatnym rozpoustédlem, které se po
castecném odpaieni dobrého rozpoustédla fazove separuje za tvorby povrchovych
prohlubni. S ohledem na tyto podminky byla zvolena dvé dobra rozpoustédla —
chloroform (CF) a 1,4-dioxan (DiOx). Jako Spatné rozpoustédlo byl vybran
dimethysulfoxid (DMSO). Vysledné povrchy tisténych miizek ze smési PCL a
dobrého rozpoustédla jsou zobrazeny na Obr. 5B a D.

~—(_PCL + CF + DMSO }—{ PCL + DiOx + DMSO |~

> ‘L%._o.}g,

3 LA\ |
PO,

Obr. 4 — snimky realnych 3D tistenych PCL vidakennych scaffoldii porizeni pomoci
digitalniho mikroskopu.

Vysledné povrchy vytisténych vldken tvoticich mfizky na Obr. 4 jsou v detailu
zobrazeny na Obr. 5. Z obrazku je patrné, Ze po ptidavku Spatného rozpoustédla
do tiskové smési doSlo vlivem fazové separace k vyrazné zméné
a oba polymerni povrchy, jak pti pouziti CF ¢i DiOx jako dobrého rozpoustédla,
vykazuji zménu povrchového reliéfu a lze je oznacit jako hierarchicky
strukturované.

/‘( polymer + dobré rozpoustédlo
PCL + CF PCL + DiOx

cisté PCL

i

Obr. 5 — detailni pohled na povrch vidkennych PCL scaffoldii uvedenych na Obr. 4.
Povrchy zobrazeny pomoci SEM.
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6.1.2.2 Priprava hierarchicky strukturovanych PCL vliken pomoci
electrospinningu

Jednim z moZznych pfistupt vytvareni podplrnych vldkennych struktur pro
buiikky je elektrostatické zvlaknovani (electrospinning). [126] Tato metoda
umoziiuje urychleni nabitého proudu polymerniho roztoku ve formé vldken
o priméru jednotek nanometri az desitek mikrometri smérem k uzemnénému
kolektoru. Vyslednd vldkna vykazuji extrémné vysoky specificky povrch pravé
diky poméru plochy vldkna vzhledem k jeho objemu. [127] Jak jiz bylo
diskutovano dfive v textu — buiiky jsou vysoce citlivé na povrchovou topografii
[109,116,117] a proto zde byly sledovdny moznosti tvorby strukturovanych
vldken.

Poznatky ziskané pii tisku vlakennych struktur ze smési PCL s dobrymi
a Spatnymi rozpoustédly prezentované v predeslé ¢asti vysledka byly vyuzity pro
elektrostatické zvlaknovani pii 15 kV. Prvnimi testovanymi roztoky byla smés
PCL + CF + DMSO s rozdilnym hmotnostnim podilem PCL, Obr. 6A, B. Druhou
smési byl PCL + toluen + DMSO, Obr. 6C, D. Z vyslednych SEM snimk{l na
Obr. 6 plyne, Ze 1 v ptipad¢ electrospinnovanych vlaken dochézi vlivem fazové
separace ke vzniku hierarchicky strukturovanych mikro vlaken.

| PCL:CF:DMSO | | PCL: toluen: DMSO |
e @ N e @ Y @ A

12,5 hm. % PCL

Obr. 6 - hierarchicky strukturovana mikrovlakna pripravena pomoci electrospinningu
ze smesi obsahujicich PCL s CF/toluenem a DMSO. Obrazky ze SEM.

Zména typu rozpoustédla s vy$si hustotou (chloroform, p = 1,49 g/cm®) za
rozpoustédlo s niz§i hustotou (toluen, p = 0,87 g/cm?) ma za nasledek vyrazné&jsi
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fazovou separaci DMSO (p = 1,1 g/cm®) vzhledem k PCL. Vznikaji vldkna
,houbovitého* charakteru s prohlubnémi v fadech stovek nanometrti az jednotek
mikrometri. Primér vznikajicich vldken se pohybuje v fadech jednotek
mikrometrd.

6.1.3 Poly (vinylidenfluorid-trifluorethylen-chlortrifluorethylen)

Piezoelektrické vlastnosti syntetického polymeru polyvinylidenfluoridu
(PVDF) byly popsany jiz pted vice nez 50ti lety. [128] Nasledny objev mozZnosti
vylepSeni piezoelektrickych vlastnosti v podobé ptfipravy kopolymert na bazi
PVDF, kdy jsou vyuzivany rtizné komonomerni jednotky jako je napf.
trifluorethylen nebo chlortrifluorethylen, jesté rozsitil jejich aplikaéni potencial 1
v oblasti tkdflového inZenyrstvi [129,130].

6.1.3.1 Priprava PiezoRT vliakennych struktur pomoci extruzniho tisku

Obdobné jako u polykaprolaktonu i1 u poly (vinylidenfluorid-trifluorethylen-
chlortrifluorethylen) (PVDF-TrFE-CTFE) dale znaceno ,,PiezoRT* byla pro
ptipravy scaffoldii pouzita technologie extruzniho 3D tisku. 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 rozpoustédel doporucenych
vyrobcem, v nizkych koncentracich neni cytotoxické a vykazuje vysokou teplotu
vzplanuti (90 °C). Optimalizaci tiskovych parametr se podafilo pfipravit vice
vrstvou miizku na bazi PiezoRT, Obr. 7. Tisk probihal pfi teploté 80 °C. Sitka
trysky byla 200 um a vzdalenost trysky od podloiky I mm. Tiskovai podloika

Obr. 7 — snimek realné vytisteného scaffoldu ze smési PiezoRT:DMSO (1:1). Vievo
mrizka snimana pod uhlem, vpravo mrizka z vrchu. Obrazky z optického mikroskopu.

Podobné jako v ptipadé smési PiezoRT s PCL byly u roztokového zpiisobu
tisku (PiezoRT v DMSO) zkoumdny mozZnosti piipravy strukturovanych vlaken.
Z experimentalnich vysledkti uvedenych na Obr. 8 plyne, Ze hmotnostni pomér
polymeru v DMSO ma zasadni vliv na povrchovou strukturu struny.
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Obr. 8 - viliv hmotnostniho podilu polymeru PiezoRT v DMSO na zménu povrchového
zvrasneni tistenych vidaken. Nahore snimky ze SEM, dole z AFM.

6.1.3.2 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 [126]. Stejné jako v piipadé extruzniho tisku byl v ptipadé
electrospinningu pouzivan roztok PiezoRT s DMSO o riiznych koncentracich.
Vlakna byla spinovéna pti 30 kV a vzdalenosti elektrody od kolektoru 7,6 cm. Na
Obr. 9 jsou porovnany vysledky electrospinningu roztokli o rlznych
koncentracich.

10 hm. % __20hm.% 25 hm. %

Obr 9 - v koncentrace polymeru vrozpoustedle na vlakna vytvarena pomoci
electrospinningu. Materidlem pro electrospinning byl roztok polymeru PiezoRT
v DMSO. Obrazky ze SEM.

Ze srovnani vzniklych vlaken pfti electrospinningu roztoku riiznych koncentraci
je zfejmé, ze koncentrace polymeru ma vyrazny vliv na projevy nestabilit
vyskytujicich se pfi tomto procesu, Obr. 9. S rostouci koncentraci polymeru lze
sledovat pfitomnost nestabilit vySSich tadi. DalSim projevem rozdilnych
koncentraci je tlouStka vyslednych vlaken, jejichz pramér se s vyssi koncentraci
zvetSuje. Porovnanim uvedenych koncentraci lze tedy fici, Ze v ptipad¢ materialu
PiezoRT je pfi vyssich koncentracich polymeru v roztoku velmi obtizné ziskat
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vldkna homogenni tloustky, tvaru a délky. Lze ptfedpokladat, ze tato skutecnost
je spojena s vysokou hodnotou piezoelektrického koeficientu [131]. Dalsi
proménnou také zlstava viskozita roztoku (souvisejici s koncentraci polymeru),
kdy s vyssi koncentraci polymeru v roztoku dochézi k vyraznéjSimu propleteni
polymernich klubek.

6.1.3.3 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). [41] Jak bylo jiz diive diskutovano, electrospinning je charakteristicky
tvorbou chaoticky orientovanych vldken. EPA 3D tisk vSak na rozdil od
electrospinningu probiha pii niz8ich napétovych potencidlech za kontinudlniho
pohybu podlozky, na kterou se definovan¢ ukladaji vytvarend mikrovlakna.
Z provedenych experimentti 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, Obr. 10.

Obr. 10 — snimky mrizek tistenych pomoci EPA 3D tisku.

Piezoelektrickeé vlastnosti materidlu PiezoRT byly charakterizovany pomoci
piezoresponsivni silové mikroskopie (PFM). Byla métena piezoelektrickd odezva
vlakna PiezoRT pfipraveného podle postupu uvedeného v predchazejicim
odstavci. Pred charakterizaci pomoci PFM byla vldkna vystavena procesu
annealingu pfi teploté¢ 110 °C po dobu 2 hodin pro stabilizaci piezoelektrickych
vlastnosti polymeru. Na Obr. 11 dole je moZzné vidét lokélni piezoelektrické
odezvy tistén¢ho vldkna po procesu annealingu. Métena plocha byla 30%x30 pum a
aplikované napéti se pohybovalo v rozmezi -12 V az +12 V.
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Piezoresponsivni mikroskopie EPA 3D tisténych vlaken
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Obr. 11 — charakteristika PiezoRT pomoci piezoresponsivni silové mikroskopie.

Prvni fada obrazkl zobrazuje vyskovy profil vlakna. Druha fada je pak tvofena
vyslednymi obrazky méfené¢ amplitudy, kde je mozZné pozorovat silny
piezoelektricky kontrast. Tteti fada zobrazuje obraz vldkna ve fazi, kde je mozné
zietelné vidét fazové rozdily v kladnych a zapornych hodnotach aplikovaného
napcti, jeZz indikuji pfitomnost antiparalelnich feroelektrickych domén
v polymernim vlaknu. Na Obr. 11 dole jsou pak zobrazeny lokalni hysterezni
smycky. Vyskovd smycka naznaCuje zménu tlouStky vldkna v pribéhu
napét'ovych zmén. Pro amplitudu je zde patrny charakteristicky obraz hysterezni
smycky ve tvaru motyla. Fazova smycka je pak tvorena klasickym tvarem
hysterezni kiivky v podobé¢ ¢tverce.

Z grafu hysterezni kiivky pro amplitudu je patrné, Ze nejvySsi hodnota
piezoelektrického signalu pii aplikaci napéti -12 V dosahuje az k 20 pm. Fazova
hysterezni kiivka zobrazuje pifepnuti dipolovych momentli okolo fetézce
polymeru pi1 zménéch kladného a zaporného napéti.

6.2 Navrh bioreaktoru pro simulovani tokovych in vivo podminek

S ohledem na zaméteni prace byla Cast experimentli vénovana vyvoji 3D
tiSténych bioreaktordi pro simulaci tokovych in vivo podminek. V prvnim kroku
byly vybirany nejvhodnéjsi tiskové materialy, které nebudou cytotoxickeé.
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Nésledné byla feSena vlastni konstrukce pritokovych cel a mozné zptsoby jejich
vyroby pomoci dostupnych SLA a DLP tiskaren.

Byl navrzen a nésledné vyroben bioreaktor, jehoz schéma je zobrazeno na
Obr. 12. Sklada se ze tfi samostatnych €asti: kostry bioreaktoru, do které jsou
vkladany inserty, které jsou zafixovany pomoci pritlaka. Kostra bioreaktoru je
opatfena vstupnim a vystupnim kanalem, jez jsou urceny k proudéni kultiva¢niho
média.

(4]

-

= «—— prutokovy
pfitlhtk ———=» " = \" kanal

insert

<«———— kostra bioreaktory

Obr. 12 — model sloZeného bioreaktoru prvni generace vytvoreny v softwaru Autodesk
Inventor A) pohled na celou komoru, B) ez stredem bioreaktoru, C) sestaveny reaktor
vyrobeny pomoci 3D tisku.

Samotné testovani bunéné¢ho chovani za dynamickych podminek probihalo
adherovanim bunck na povrch insertu. Po tomto kroku nasledovalo pfemisténi
insertu do bioreaktoru, jeho zajiSténi pftitlaky a do pritokové komory bylo
davkovano médium rychlosti 10 ul/h po dobu 12 hodin.

Z prvotnich experiment vyplynulo, Ze bunky adherované k povrchu insertu
byly odplaveny spole¢né s protékajicim médiem. Jednim z moznych divodi této
skute¢nosti je vznik tokovych nestabilit nad povrchem insertu. Tyto nestability
mohou vznikat na rozhrani insertu a vtokového kanalu. Dale mohou byt dany
obdélnikovym priafezem vnitiniho pritokového prostoru bioreaktoru nad
zkoumanymi povrchy, do/z kterého Usti kruhové kanaly o fadové mensi Sifce, nez
ma prostor s vlozenym scaffoldem.

Z vyse uvedenych divodi byl vytvofen navrh bioreaktoru druhé generace
(Obr. 13), ktery se od ptivodniho li§i uspotadanim vtoki k insertu, ktery mél
zabranit vzniku vyraznych turbulentnich tokli nad povrchem scaffoldu. Reaktor
druhé generace ma jednu vtokovou Cast, ktera se v misté¢ umisténi insertu déli na
Ctyfi jednotlivé kandly. Pfi vlozeni insertu a pfipevnéni pomoci pftitlaku jsou
hranice jednotlivych kanali vzdaleny od insertu cca 200 pm.
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Obr. 13 — 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 ptedstavného v piedeslé podkapitole
ukazalo, Ze 1 pies optimalizaci jeho konstrukce stale dochéazi k odplavovani bunék
z materidlového povrchu. Ve snaze o odpovéd’ na otazku, do jaké miry za tuto
skutecnost miize materialovy povrch, byly provedeny pokusy simulujici rozdilné
tokoveé chovani nad polymernim povrchem.

Jako modelovy systém pro tyto testy byl vybran nizko hustotni polyethylen
(LDPE). Tento typ materialu byl zvolen zamérné¢ vzhledem k jeho Sirokému
aplikacnimu potencidlu nejen v biomedicing. [132]

Byly navrZeny Ctyti experimentalni postupy, jak je zndzornéno na Obr. 14A-D
vlevo. Primérna teplota vody byla ve vSech ptipadech udrzovana na 45 °C. Prvni
schéma, Obr. 14A, ptedstavuje kousky LDPE ve vod¢ intenzivné promichdvané
magnetickym michadlem pro simulaci toku kolem povrchu polymeru. Obr. 14B
ukazuje michani vody magnetickym michadlem v LDPE fo6lii pro simulaci
nahodného proudéni tekutiny. Ustaleny stav v LDPE {6lii bez michani, Obr. 14C,
odpovida statickym podminkdm ohifevu. Obr. 14D znéazornuje konvekcni
proudéni (tok) vody zplsobené teplotnim gradientem. Teplotni podminky byly
fizeny a kontrolovany zarizenim popsanym ve studii Minarika a kol. [133]. Po 24
hodinéach vystaveni LDPE vySe uvedenym podminkam bylo pomoci tenziometrie
charakterizovéano vyplavovani kontaminantii z povrchit LDPE do vody.

Pfi porovnani kiivek povrchového napéti vodnych extraktli z farmaceutické
LDPE folie (Obr. 14A1-D1) je mozné pozorovat vyrazny pokles kiivky
povrchového napéti (a tedy pfitomnost kontaminantil) pouze u extraktu z folie
vystavené teplotnimu gradientu. V piipadé recyklovaného LDPE vedla niZsi
Cistota materialu k vétSimu poklesu povrchového napéti 1 za statickych podminek
(Obr. 14C2) a konvektivniho proudéni (Obr. 14D2).
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Obr. 14 — vlevo — schématické znazornéni experimentii: A) michani LDPE kouskii ve
vodé v Petriho misce; B) michani vody v LDPE nadobé; C) voda v LDPE nddobé bez
michani; D) voda v LDPE nddobé s teplotnim spadem. Ty — teplota topné plochy,; Tc —
teplota chladici plochy; Tw — stiedni teplota vody. Zluté éastice predstavuji povrchové
aktivni necistoty v polymernich nadobach ve formé aditiv nebo kontaminantii. Vpravo —
povrchové napéti vodnych extraktu. Oznaceni A-D odpovida schématim
experimentalnich postupu vievo. Oznaceni 1 odpovida extraktiim ziskanym z LDPE folie
s farmaceutickym certifikatem. Oznaceni 2 odpovida extraktum ziskanym z folie z
recyklovaného LDPE.

Bylo zjisténo, Ze konvektivni tok vznikajici diky ptitomnosti teplotniho
gradientu ma zasadni vliv na uvolfiovani povrchové¢ aktivnich kontaminantt do
okolniho média, jak je mozné pozorovat v nejvyrazn&jSim poklesu kiivky
zavislosti povrchového napéti na Case, Obr. 14D1 a D2.

Rozdily v uvoliiovani povrchové aktivnich latek lze vysvétlit pomoci teorie
hrani¢nich vrstev jejiz problematika je popsana v literature popisujici mechaniku
tekutin, prenos energie a hmoty [134,135]. Tloustka hrani¢ni vrstvy a povaha
transportnich procesi v této vrstveé je ddna rychlosti proudéni, koncentraci latek
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a teplotnimi gradienty nad pevnym povrchem. Je tieba vzit v Gvahu také vliv
topografie povrchu, chemické slozeni uvolnovanych latek a jejich afinitu
ke kapalnému prostiedi obklopujicimu pevny povrch. Z tohoto pohledu je ziejmé,
ze jednotlivé experimentdlni systémy (Obr. 14A-D) budou vykazovat rliznou
rychlost extrakce povrchové aktivnich latek z povrchu do vodného prostiedi.

Povaha proudéni ma zasadni vliv na rychlost pfenosu hmoty a tepla (funkce
h(x), Obr. 15). Rozlozeni rychlosti proudéni urCuje nejen advektivni slozku
prenosu tepelné energie, ale také prenos chemickych latek v hrani¢ni vrstvé (Cerna
pierusovana ¢ara na Obr. 15). Podobné jako u rychlostni hrani¢ni vrstvy
laminarniho toku dochazi ve sméru proudéni (x) k riistu tepelné a koncentracni
hrani¢ni vrstvy. Teplotni a koncentrani gradienty v kapaliné se ve sméru
proudéni snizuji, stejné tak s rostouci vzdalenosti x (pfechod z bodu I do bodu 11,
Obr. 15) dochazi k poklesu koeficientu prestupu tepla a hmoty [135].

VySe zminéné vysvétluje, pro¢ za statickych podminek (Obr. 14C2) dochézi
ke zvySenému uvoliiovani povrchové aktivnich latek z polymeru do kapaliny nez
pfi simulovaném lamindrnim a pfechodném toku (Obr. 14A2, B2). Za statickych
podminek (bod I, Obr. 15) nedochazi k tvorbé laminarniho toku ani teplotni
hrani¢ni vrstvy, které by za jinych okolnosti tvofily bariéru, ptes kterou by bylo
uvoliiovani kontaminanti vyrazn¢ zpomaleno. V tomto ptfipadé pak lze pocitat
pouze s vlivem koncentracniho gradientu nad povrchem polymeru, jak bylo
zminéno v praci Denberga a kol. [136].

Turbulentni michéni, které je charakteristické velkymi gradienty rychlosti,
podporuje vznik velkych teplotnich i1 koncentra¢nich gradientii v blizkosti
pevného povrchu, a také zapticinuje zvySeni koeficientll pienosu tepla a hmoty
pies prechodovou oblast (funkce %(x), jdouci z bodu II do bodu III, Obr. 15).
S rostouci rychlosti turbulentniho proudéni (prochézejici z bodu III do bodu 1V,
Obr. 15) dochézi k mirnému poklesu rychlosti pfenosu tepla a hmoty v diisledku
chaotickych zmén ve sméru a rychlosti proudéni. Nariist pfenosu energie a hmoty
v ptechodové oblasti (jdouci z bodu II do bodu III, Obr. 15) souvisi se zten¢enim
laminarni viskézni vrstvy do podoby viskdzni subvrstvy (pferusovana bila Cara,
Obr. 15). Transport hmoty v této subvrstvé ma difuzni charakter. Nad touto
podvrstvou se nachdzi mezni vrstva shora ohranic¢end plnou bilou ¢arou na
Obr. 15 (vlevo), ve kter¢ je vliv difize a turbulentniho michani srovnatelny. Nad
mezni vrstvou se nachazi turbulentni zoéna, ve které je transport ovlivnén
predevsim turbulentnim michanim. Z4Zeni viskézni vrstvy do subvrstvy (oblast
pod bilou pterusovanou ¢arou, bod II — bod IV, Obr. 15) vede k riistu smykového
napéti 7, zatimco s rostouci laminarni viskozni vrstvou (bod I — bod II, Obr. 15)
toto napéti 7z klesd. Smykové napéti v tomto ptipadé hraje vyznamnou roli
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a nemtize byt zanedbano, protoze jeho vlivem mize dochéazet k odtrhévani
fragmentl a povrchové aktivnich latek z povrchu polymeru do okolni kapaliny.

Laminarni a turbulentni tok Konvekce
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Bénardovy buiiky

Obr. 15 - schématické znazornéni a srovnani laminarniho a turbulentniho proudéni
(vlevo) vs. konvektivniho proudeni (vpravo). Graf nahore zobrazuje lokadlni soucinitel
prostupu tepla (h(x)) pro proudeéni pres plochou desku. Pismena A,B,C a D odpovidaji
Jjednotlivym experimentalnim postupiim z Obr. 14.

Vliv organizovaného proudéni ve form¢ Rayleigh-Bénardovy konvektivni
nestability nelze popsat pouze jednim typem hrani¢ni vrstvy, jak je popsano
v praci Wanga a kol. [137]. Tato problematika je schématicky znazornéna na
Obr. 15, vpravo uprostted. Nad pevnym povrchem se v tomto piipadé netvofi
pouze rychlostni, ale také teplotni hrani¢ni vrstva. Nad hranici jednotlivych
rotujicich valcl kapaliny (Bénardovy burky) se vyskytuji oblasti s minimalni
viskozni vrstvou, subvrstvou a vys$§im smykovym napétim ;.
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Vyse uvedené vede k zdvéru, ze pravé kombinaci intenzivniho pfenosu hmoty,
energie a smykového napéti z; ptisobicich na povrch polymeru vlivem minimalni
viskozni vrstvy (bod 1, Obr. 15) a jeji ziZeni do podoby subvrstvy (interval od
bodu II do bodu IV, Obr. 15) dochazi v ptipadé Rayleigh-Bénardovy konvekce
ke zvySenému uvoliiovani povrchové aktivnich latek do okolniho média
(Obr. 14D1 a D2).

6.3 Strukturované povrchy a jejich vliv na bunky

Pii vyvoji vhodnych bunéénych podpér (scaffoldl) je nezbytné vzit v potaz
celou fadu proménnych. Je tieba ovéfit biokompatibilitu zvolenych materiala
pro jejich zpracovani do poZadované podoby. Nové navrzené materidly nesmi byt
cytotoxické a musi mit vhodnou povrchovou strukturu, ktera nebude negativné
ovliviiovat funkce bun€k jako je adheze, proliferace a celkova viabilita. Jak bylo
naznaceno v predeslych podkapitolach a je zndmo z literatury [109,116,117]
nemalou mérou se na findlni cytokompatibilité podili topografie povrchu, ktery
prichazi do kontaktu s bunéénymi receptory. Z tohoto ditvodu 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 polymert byl zvolen hedvabny fibroin ziskany
z kokonli bource moruSového. Je znamo, ze hedvabny fibroin se vyskytuje ve
dvou konformacich. V atmosféte bez vzduSné vlhkosti zaujima stav SILK I, ktery
se vyznacuje amorfni konformaci s ptevladajici pfitomnosti a-Sroubovic (a-
helix). V ptitomnosti zvySené vlhkosti, alkoholu (methanolu), pod mechanickym
namahanim nebo pii zvySené teplot¢ se fibroinové fetézce preskupuji do
konformace [B-sklddanych listh (B-sheet) a fibroin se tak nachazi ve stavu
SILK II. [138]

6.3.1.1 Priprava fibroinovych vrstev pro povrchovou tpravu

Fibroinové filmy byly pfipravovany z roztokd regenerované¢ho 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 1 s vickem do exikétoru.
Vysledkem suSeni 2 % roztoku fibroinu v HFIP byly fibroinové filmy o tloustce
7 + 0,5 um. Takto pfipravené filmy se vzhledem ke zplisobu ptipravy (vysouseni
v atmosféfe N, bez ptitomnosti vlhkosti) nachazi v amorfnim stavu SILK 1.

Vzorky byly nasledné¢ modifikovany pomoci fazové separace smési dobrého
a Spatného rozpoustédla za rotace. Vzhledem k vysoké nestabilité¢ filmu
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v amorfnim stavu, kdy vlivem aplikace modifika¢ni smési za rotace dochézi
k jeho smyvani k okrajim misky, byly fibroinové filmy vystaveny U¢inkiim
zvySené vlhkosti, ktera zapfiCinila ¢aste€nou zménu konformace polymernich
fetézcl do stavu SILK I+ SILK II (RH 60 %, 48 hod) nebo SILK II (pary mOH,
24 hod).

6.3.1 Strukturalizace fibroinovych vrstev pomoci fazové separace

Zména struktury povrcht filmi pomoci fazové separace za rotace je podminéna
celou fadou procesnich faktord, podobné¢ jako v ptipad¢€ polystyrenovych povrchi
diskutovanych v praci E. Wrzecionka [139]. Samotny proces fazové separace za
rotace je znadzornén na Obr. 16. Na povrch rotujiciho filmu je deponovéna smés
dobrého a Spatného rozpoustédla (Obr. 16 1). Dobré rozpoustédlo botna povrch
filmu, zatimco Spatné se separuje ve formé kapicek, které vytvari Sablonu, jez
tvofi povrchovou strukturu (Obr. 16 ii). V zavérecné fazi dochazi k odpateni
Spatného rozpoustédla (Obr. 16 ii1) a vzniku findlni struktury povrchu (Obr. 16
v).

i) ii) iv)

L o e . )
| |#=xxxxxxx=q| |-| |
\_I:I_/ T I J \_|:]_/

Obr. 16 — schéma procesu fazové separace smési dobrého a spatného rozpoustédla za
rotace.

Na Obr. 17A je zobrazen fibroinovy film ve stavu SILK 1, ktery nebyl vystaven
zadné modifikaci. Obr. 17B zobrazuje hierarchicky strukturovany povrch
fibroinu, jenz byl vytvofen diky vhodné volbé procesnich parametrti 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. 17C.
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ﬁvychozi povrch /( Modifikace>\ /—( Vysledny povrch filmu H

-

A) SILKI

-

Bez modifikace

B) SILK 1+ SILK Il Modifikace
HFIP:DMSO:H,0

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

Modifik
C) SIKII SETRmAES
HFIP:DMSO:H,0

(7:0,2:4)
10%200 pl

Int. 5 s, 1500 ot/mi
\ /\n s omln/

Obr. 17 — priprava fibroinovych filmi s riznou povrchovou texturou. A) priprava a
vysledny povrch fibroinového filmu ve stavu SILK 1 bez modifikace, B) priprava
hierarchicky texturovaného povrchu pomoci fazové separace na filmu ve stavu SILK 1+
SILK II, C) priprava makro porézniho povrchu s hladkym rozhranim vytvoreny fazovou
separaci na filmu ve stavu SILK 1. Obrazky z AMF a optického profilometru.

Z porovnani Obr. 17B a Obr. 17C lze konstatovat, Ze pomoci pomeérné
jednoduchych postupii pripravy fibroinovych vrstev a jejich naslednou modifikaci
pomoci fazové separace ziskdvame velmi rozdilné povrchové struktury s Sitkou
v fadu desitek az stovek mikrometrii. Vznik rozdilnych povrchovych struktur
podminiuje podil amorfni faze (SILK I), kterou lze z povrchu snaze odstranit
vymytim. Fibroinovy film ve stavu SILK II obsahuje amorfnich prvkia méné,
proto pozorujeme pievazné hladka rozhrani okolo makro prohlubni vznikajicich
v diisledku vtla€eni kapek DMSO do povrchové nabotnalé polymerni vrstvy.

Ze studia vlivu strukturovanych fibroinovych povrchii na chovani bunék
vyplynulo, Ze mikro strukturalizace povrchu vede ke zlepSeni jejich adheze, Obr.
18A), v porovnani s hladkymi nebo makro strukturovanymi povrchy, Obr. 18 B).
Na makro strukturovany povrch lze v rdmci provedenych experimentli pohliZzet
jako na hladky povrch, vzhledem ke skute¢nosti, ze makro prohlubné z povrchu
po vystaveni vodnému prosttedi zaniknou, jak je patrno z Obr. 18 B) dole.
Zvyseni adheze bunék na mikro strukturovaném fibroinovém povrchu
je uspéchem samo osobé vzhledem ke skute¢nosti, Ze builky na hladkém
fibroinovém filmu se vyznacuji nizkou adhezi k povrchu [140].
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@ Mikro strukturovany B Makro strukturovany fibroinovy
povrch fibroinu

povrch s hladkym rozhranim

2,7 um 0,7 um

0,0 pm 0,0 um

e .

Obr. 18 — porovnani proliferace osteoblastu (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
Univerzité v Bayreuthu v ramci zahranicni stdze.

6.4 Strukturované povrchy na bazi polystyrenu

Tato kapitola experimentdlni price pojedndva o pfipravé strukturovanych
polystyrenovych povrchil. Polystyren jako nosny substrat byl vybran s ohledem
na jeho Casté pouziti pii in vitro bunéénych testech. [141,142] Stejné jako
v predchozi kapitole pojednavajici o piiprave strukturovanych fibroinovych filmt
1 zde byla vyuzita metoda fazové separace zalozena na postupném davkovani
smési dobrého a Spatného rozpoustédla (ptipadné smési polymer — dobré — Spatné
rozpoustédlo).

Vramci této prace byl navrzen novy postup piipravy hierarchicky
strukturovanych povrchll principidlné zaloZzeny na postupném vicestupfiovém
davkovani rozdilnych smési rozpoustédel bez a s ptidavkem polymerni slozky,
Vysledné hierarchicky strukturované povrchy jsou zobrazeny na Obr. 19. Obr. 20
a Obr. 21 popisuji proces pripravy téchto povrchii.

.7

W MooMiko | B) B

o 40pm

Obr. 19 — strukturované PS povrchy pripravené fazovou separaci/inverzi.’[143]

3 Oznadeni ,,Makro*, ,,Mezo* a ,,Mikro* za&inajici velkym pismenem odpovidaji ndzviim konkrétnich hierarchicky
strukturovanych povrchii (Obr. 19).
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Pro ptipravu hierarchicky strukturovaného povrchu znazornéného na Obr. 19B
byl v prvnim kroku vytvofen makro porézni povrch za pouziti smési
tetrahydrofuranu (THF) a H,O (Obr. 20 vpravo nahote) podobné jako v praci
[144]. Ve druhém kroku byla na povrch aplikovana jedna davka smési THF
a ethoxyethanolu (ETH). Depozice druhého typu smeési rozpoustédel ma za
nasledek vytvofeni specifické mikro textury na povrchu primarnich makro pora
(Obr. 20 vpravo dole). Sekundarni mikro strukturu lze ziskat nanesenim jedné
davky smési THF + ETH za rotace. Pro srovnani byla smé¢s THF + ETH pouzita
piimo k upravé plochého povrchu PS. Po naneseni jedné davky na rotacni plochu
se vytvoii specifické zvIinéni charakterizované sttedné velkymi (mezo) pory o
velikosti 10 az 50 pum oddélenymi Sirokymi rozhranimi s prohlubnémi
o velikostech 0,1 az 10 um, jak je patrné z Obr. 19A a Obr. 20 vlevo dole.

7~ Hiadkyps ) ——( Makro porézniPs |

Smes 1:
56ml THF + 4,4ml H,O
— 3x300ml po 5s

h 7 —)

MY uy,
- ,
o

4 -

S Fazova separace  *

e e cmin
10mi THF +20m ETH | — 10 ml THF + 20ml ETH
1x300ml %, 1500 ot/min F 1x300ml

o

/( Mezo / Mikro porézni PS j\ - /[ Makro / Mikro porezanS j\

50 4

= Ra=(1,120,1) um — Ra=(7,2+0,1) um
5 25 =(6,5+0,2) ym g 55 | =(34+1)um
2 g
W N
2 0 NI Z 0 W
-25 . -25 ,
\ 0 délka [um] 1009 \ 0 délka [um] 1000/

Obr. 20— schéma pripravy hierarchicky strukturovanych polystyrenovy povrchit pomoci
Jjedno ¢i dvou krokové fazové separace.[143]
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Postupnou vice krokovou fazovou separaci za rotace lze také pouzit k ptiprave
objemové¢ poréznich mikro struktur. K tomuto ucelu je nutné modifika¢ni smés
obohatit o polymerni slozku — v tomto piipadé¢ polystyren. Pfidany PS se béhem
rychlého odpafovani THF vysrazi okolo kapek Spatného rozpoustédla (ETH).
Z fyzikalné-chemického hlediska tento ptistup odpovida jevu zndmém jako
fazova inverze. [145] 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 vytvoteni porézni vrstvy.

[ Mikroporézni PS ]

Smes 3:
268g PS+10ml THF + 20 ml ETH
20x200plpo7s
2200 ot/min

Fazova inverze

ER—

10 pm ;I:I_j

L

2% 10 um |

Obr. 21 - porézni PS vrstva pripravena pomoci vice krokové fazové separace (inverze)
ze smési polystyrenu, dobrého a Spatného rozpoustédla. [143]

Jak bylo vySe zminéno, chovani bunék siln€¢ ovliviiuje struktura povrchu,
na ktery jsou buniky adherovany. Velmi diileZitou roli zde hraje pfitomnost mikro
prohlubni s §itkou v fadech jednotek az desitek mikrometrii na rozhrani makro
a mezo prohlubni. Ke stanoveni liniové specifické odpovédi na hierarchicky
strukturované PS povrchy, Obr. 19, byly testovany* ¢tyfi bunééné linie — mysi
fibroblasty (NIH/3T3), adenokarcinomické epitelidlni bunky (A549),
keratinocyty (HEK) a embryonalni kmenové buiikky (ESC). Vysledné snimky
potizené konfokalnim mikroskopem jsou zobrazeny na Obr. 22 a Obr. 23. Modie
jsou znacena jadra bunck, ¢ervené bunétny cytoskelet.

Jak je vidét na Obr. 22, HEK na jednotlivych povrsich vykazovaly snizenou
proliferaci (Obr. 22, sloupec I1T). Nizk4 schopnost proliferace v tomto piipadé
pravdépodobné souvisi s velikosti pori, které se pohybuji v rozmezi
5-150 pm. Pro kultivaci keratinocytll by vSak pory nemély piesahnout jednotky
mikrometra, aby byla omezena migrace bunék do port. [146]

4 Testy bun&né kompatibility, jejichz vysledky jsou uvedené v této kapitole, byly provedeny v laboratofich
bunécné biologie na CPS UTB ve Zlin€ nebo prirodovédecké fakulté Masarykovy univerzity v Brné.
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Obr. 22 — snimky riznych bunécnych linii porizenych konfokdlnim mikroskopem.
Sloupec I — mysi fibroblasty (NIH/3T3), sloupec Il — adenokarcinomické epitelidlni
bunky (4549), sloupec 11l — keratinocyty (HEK). Modre znacena jadra bunéek, cervené

bunecny cytoskelet. [143]

Bunky A549 byly schopny rlist na v§ech hierarchicky strukturovanych povrsich
a nebyla pozorovéana Zadn4 vizualni zména morfologie (Obr. 22, sloupec II).

V ptipad€ pouziti bun¢k NIH/3T3 vSak nastal zvrat, kdy je mozné pozorovat
zajimavou morfologii mySich fibroblasti (Obr. 22, sloupec ). Na strukturovanych
povrsich (,,Makro/Mikro*“ nebo ,Mezo/Mikro*) doSlo k vyrazné eliminaci
vyskytu stresovych vldken, kterd je spjata ptedevSim s kultivaci fibroblast
na hladkém nebo ,,Mikro*“ PS povrchu, Obr. 22. Toto zjisténi pfinasi mozné
pouziti t€chto povrchil jako substrati schopnych napodobit architekturu in vivo
tkéané.
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Jednou z dalSich testovanych buné¢nych linii byly embryonalni kmenové
buiiky (ESC). Studované kmenové buitky na mikro poréznim povrchu (,,Mikro*),
stejn¢ jako na hladkém povrchu (,,Hladky*) neméni tvar svého cytoskeletu,
viz Obr. 23. Vyznacuji se kompaktnim tvarem s velkym jaddrem (znaceno modte).

IV -ESC
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Obr. 23 — snimky embryonalnich kmenovych bunék (ESC) na PS povrsich porizené
konfokalnim mikroskopem. Vpravo — profilove rezy PS povrchii. [143]

Pfi  kontaktu s hierarchicky strukturovanymi ,Mezo/Mikro*“ nebo
,Makro/Mikro* povrchy lze pozorovat vyrazné zmény ve tvaru cytoskeletu
(znacen Cervené). Na povrchu ,,Mezo/Mikro* Ize sledovat pfednostni umisténi
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bunéénych jader uvniti pora. Také je mozné sledovat preferencni orientaci
cytoskeletu shodnou s orientaci mikro port. Jak je zndmo z literatury [147,148],
tvar bunécného cytoskeletu je jednim z kliCovych faktorii pro dals$i vyvoj bunky.
Pravé tyto specifické orientace cytoskeletu mohou dale souviset s moznou
diferenciaci kmenovych bunck. [149]

Z vysledkt a literarnich poznatkti plyne ze geometrie povrchu hraje zdsadni roli
pii vyvoji chovani kmenovych bunék. Z Obr. 23 jasné vyplyva, ze bunky, které
mély pii 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.

Na vybranych substratech byla testovana dalSi buné¢na linie — nediferencovana
forma lidskych indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék (hiPSC), ktera
ma potencidl tvofit vSechny tkané v lidském téle. [150] Obr. 24 zobrazuje bunky
hiPSC na polystyrenovych povrSich. Z grafu na Obr. 24, ktery zobrazuje relativni
viabilitu bunék vyplyva, Ze povrch ,,Makro/Mikro* mirn¢ inhibuje proliferaci
hiPSC. I pfes tuto skutecnost jsou oba hierarchicky strukturované povrchy
(,Mezo/Mikro*“ a ,,Makro/Mikro*) vhodné pro kultivaci hiPSC buné¢k diky
vysokym hodnotdm relativni viability.
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Obr. 24 - hiPSC kultivované na hladkem, ,, Mezo/Mikro *“ a ,, Makro/Mikro *“ substratech
po ctyrech dnech proliferace kontrastné obarvené pomoci Phaloidin-FITC. Graf
zobrazuje relativni viabilitu pro vsechny povrchy. Indexy * vyjadruji odchylky (p <
0,05). Testy provedeny na prirodovédecké fakulte Masarykovy univerzity v Brné. [151]
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Buniky hiPSC jsou schopny diferencovat do podoby funkénich kardiomyocyti
(iIPSC-CM), jak nastalo i v pfipadé zde ptipravenych PS substratl. Je znamo, ze
proliferace a zrani iPSC-CM je ovlivnéna strukturou substratu. [152,153]

Ptitomnost zralych kardiomyocytl je mozné stanovit pomoci metody sledujici
pritok iontd Ca?". Prostiednictvim této analyzy byly zpozorovany neobvyklé
vlastnosti hierarchicky strukturovaného ,,Makro/Mikro* PS substratu, coz je
patrné z Obr. 25B. Pravé tato specifickd topografie totiz zpisobuje ojediné€lé
zesileni fluorescencniho signalu. Z vySe uvedeného plyne, Zze Upravu
polystyrenového substratu, ktery je bézné pouzivan pro tkanoveé kultury, je mozné
vyuzit ke zvySeni citlivosti reakce kardiomyocytti na ionty Ca** a je tedy mozné
pouzit béznou kameru, ktera tyto zesilené signaly dokaze bez problémi detekovat.

Z vyhodnoceni fluorescen¢nich signélii na rizné strukturovanych povrsich,
plyne, ze strukturované PS povrchy maji mnohem vyssi autofluorescenc¢ni signal
nez hladké. Tato skuteCnost je s nejvétsi pravdépodobnosti zplisobena
mnohonasobnym odrazem jak excitaniho, tak emisniho zafeni na rizné
strukturovanych povrsich.
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Obr. 25 - zdznamy intraceluldrnich vin iontii Ca’" v tepu kardiomyocytii stanovené
sondou Fura4. Zaznam rustu hiPSC-CM na A) hladkém a B) Makro/Mikro PS substratu.
Testy provedeny na prirodovedecké fakulte Masarykovy univerzity v Brnée. [151]

6.5 Priprava strukturovanych povrchii na bazi hliniku

Uplatnéni hliniku na poli tkdnového inZenyrstvi lze objevit naptiklad pfi
ptiprave poréznich aluminovych keramik [154], scaffoldd z oxidu hlinitého nejen
pro kostni tkanové inZenyrstvi [155] nebo pouZiti strukturovaného hliniku a jeho
oxidu jako Sablony pro replikaci struktury na polymerni materialy [156]. Popis
vlivu povrchové struktury hliniku na bunééné chovani Ize nalézt ve studii Ming-
Lianga [157]. Vysledky této studie udavaji, ze nejlépe proliferuji bunky na
povrchu s kombinovanymi mikro a nano nerovnostmi.

V této praci byly optimalizovany procesni parametry leptacich procesti s cilem
piipravit specificky strukturované hlinikové povrchy. Byly zkouméany moZnosti
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jejich hydrofobizace a vliv jejich povrchové textury na adhezi polymernich
systémtl.

/‘( Valcovany Brouseny | Piskovany ]_\

[ 1. krok leptani CH,0OH + HCI + HNO, (1:1:1) T=23°C, t=3min j

" —

H,0 + HNO; + HyPO, + H,80, + NaNO;  r=gp°c

2. krok leptani .
o RN o mi:98m:7.8m 6ml  :4g t=3min

30pm @

Obr. 26 — povrch hliniku v ruznych stupnich upravy chemickym leptanim. [158]

Z provedenych experimentl vyplynulo, Ze u vétSiny pouzitych leptacich smési
je typ vznikajici povrchové struktury podmitiovan vychozi drsnosti hlinikového
povrchu. Z tohoto diivodu byl vyhledavan leptaci postup, ktery by umozioval
piipravovat srovnatelné povrchové struktury bez ohledu na vychozi drsnost
povrchu. Bylo zjisténo, ze tohoto cile 1ze Caste¢né dosahnout pomoci roztoku
CH3;0H + HCl + HNOs (1:1:1), dale v textu oznacovana jako ,,smés 1, Obr. 26D-
F. Proces leptani probihal pti 23 °C po dobu 3 minut. Na obrazcich jsou uvedeny
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hodnoty parametru drsnosti Ra. Experimenty ukazaly, ze s pomoci této leptaci
smési lze pripravit relativiné podobné povrchy bez ohledu na vychozi topografii
povrchi uvedenych na Obr. 26 A-C. U vélcovaného povrchu dochazi k mirnému
zvySovani hodnoty Ra po procesu leptani, zatimco u brouseného a piskovaného
povrchu dochdzi ke snizovani hodnot Ra.

Pro tvorbu Al povrchl pfipominajicich porézni strukturu, podobné jako
v ptipad¢ fibroinu a polystyrenu diskutované v predeslych podkapitolach, byla
pouzita leptaci smés skladajici se z H,O + HNOs + H;PO4 + H,SO4 + NaNOs
(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. 26G-1) je moZné pozorovat
vzniklé strukturované povrchy piipominajici povrchové prohlubné.

V naslednych experimentech byly leptané hlinikové povrchy dale
modifikovany tak, aby se vyznaCovaly superhydrofobnim charakterem, Obr. 27.
Z poznatkli prezentovanych v literatufe byl pfevzat postup vyuzivajici pro tyto
ucely kyselinu stearovou [159,160].

@stup pripravy superhydrofobniho povrchu \

Kyselina
¢ | chromsirova

6= (74+7)°

Obr. 27 — schéma pripravy superhydrofobniho Al povrchu pomoci leptani a deponovani
kyseliny stearové. [158]

Z takto provedenych experimenti vyplynulo, Ze kombinaci novych leptacich
postupil s literarn€é zndmym krytim pomoci kyseliny stearové lze pfipravit
povrchy s mnohem vys$$i hodnotou kontaktniho thlu smaceni v porovnani
s poznatky prezentovanymi v literatuie [159-161].

Je znamo, Ze texturované povrchy ovliviuji uzitné vlastnosti materialu, zvysuji
adhezi [162,163] a podminuji vyvoj bunécnych systémil [164,165]. S ohledem na
tuto skuteCnost byla modelové testovana pevnost ,lepenych® spoji rozdilné
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strukturovanych hlinikovych povrchli. Schéma modelového systému je zobrazeno
na Obr. 28 vpravo. Hlinikové vzorky byly spojovany pomoci polyuretanové
pryskyfice. Rozmér spojované plochy zaujimal 2x2 cm.
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Obr. 28 — viiv povrchové struktury hliniku na pevnost lepeného spoje (vlevo) a schéma
testovaného systému (vpravo). [158]

Pomoci univerzalniho testovaciho stroje byly pfipravené systémy namahany
tahem az po mez, kdy doSlo odtrzeni spojovanych hlinikovych ploch. Ziskané
vysledky ukazuji, Ze specifickd povrchova struktura v podob¢ prohlubni vede ke
zvySeni mezni sily pro oddéleni spojovanych ploch 1 ptes nizsi hodnotu Ra
v porovnani s piskovanym nebo hladkym povrchem, Obr. 28 vievo.
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7. Prinos pro védu a praxi

Z teoretického hlediska piinasi prace nové poznatky v oblasti vyuziti fazoveé
separaCnich procesti pi1 formovani vldkennych struktur pomoci aditivnich
vyrobnich postupi. Nemén¢ dlilezité jsou poznatky spojené s vlivem rozdilné
strukturovanych povrchi na chovani bunék. Tyto poznatky l1ze prakticky vyuzit
pro piipravu pokroc€ilych hierarchicky strukturovanych scaffoldii aplikovatelnych
v oblasti regenerativni mediciny. Takto pfipravené podplrné systémy bude
mozné pouzit pro vytvareni tkanovych modelt uréenych nejen pro ndhradu
poskozené nebo chybéjici tkané v lidském téle, ale rovnéz pro testovani léCebnych
postupll nebo uc€innosti 1é¢iv. Elektricky stimulovatelné scaffoldy na polymerni
bazi lze vyuzit pro ptipravu inteligentnich ,,4D* scaffoldi simulujicich in vivo
podminky pii zakladnich laboratornich testech v biologickych laboratotich.
Stejné tak nove navrzené prutokové bioreaktory mohou byt napomocny pii vyvoji
novych typll materidlovych soustav aplikovatelnych v oblasti regenerativni
mediciny.

Z praktického hlediska jsou neméné zajimavé poznatky souvisejici se studiem
vlivu tokli kapaliny na povrch polymernich materidlli. Zjisténi, Ze teplotni
gradienty podobné jako povrchové nerovnosti, mohou zéasadnim zplisobem
urychlovat uvolnovani povrchové aktivnich latek a polymernich fragment do
vodného prostfedi, jsou zcela zisadni jak pii navrhovani pritokovych
bioreaktort, tak naptiklad pii schvalovani polymernich materialti urenych pro
distribuci pitné vody.

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

Nové poznatky spojené s povrchovou texturizaci hlinikovych substrata
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 pfipravovat specificky strukturované povrchy pro
formovani polymernich materiali. Takto pfipravené povrchy lze upravit tak, aby
vykazovaly samocistici vlastnosti dané extrémné nizkou smacivosti vodou nebo
je lze pouzit pro zvySeni pevnosti lepenych spojii a moZnou adhezi polymerni
matrice ke kovovému podkladu.
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8. Zavér

Tato prace se zabyvala zpracovanim materidlovych soustav do podoby
strukturovanych povrchil aplikovatelnych v oblasti regenerativni mediciny. Pro
studium bunécnych interakei v simulovanych in vivo podminkach byl navrZzen
a otestovan pratokovy bioreaktor. Byly provedeny testy stability vybraného
polymerniho materidlu v rozdilnych tokovych podminkéach. U vybranych typt byl
studovan vliv povrchovych nerovnosti na chovani bun¢k.

Teoretickd Cast prace se zabyva vlastnostmi, materidly a metodami vyroby
scaffoldli pro ucCely regenerativni mediciny. Byla zde diskutovana problematika
biokompatibility, biodegradability, mechanickych vlastnosti a porozity scaffoldi.
Podrobné byly diskutovany rozdiln€ vyrobni technologie scaffoldi. Mimo to zde
byly rozebrany vybrané typy biomaterialli pouzivanych pro vyrobu scaffoldi
a vliv povrchil na chovani bunék.

Pomoci aditivnich vyrobnich postuptli 3D tisku, electrospinningu a elektrickym
polem asistovaného tisku byly pfipraveny porézni povrchové strukturované
objekty aplikovatelné v oblasti bunééné biologie a regenerativni mediciny.

V prvnich fazich experimentalni prace byly srovnavany moznosti SLA a DLP
tiskovych pfistupt pro ptipravu miizkovych scaffoldil a strukturovanych povrchi.
Z téchto experimentil vyplynuly limity danych tiskovych zatizeni a pouzitych
fotosenzitivnich  pryskyfic pro pripravu rozmérové presnych mfizek
s definovanym povrchem a odstupem stén menSim nez 500x500 pum. Ziskane
poznatky v této oblasti byly aplikovany pfti ptipravé novych typi pratokovych
bioreaktor.

Pro pfipravu biokompatibilnich 3D scaffoldi byly pouZit polykaprolakton.
Tento typ materidlu byl zpracovavan piedevS§im ze smésnych roztokl
obsahujicich dobré a Spatné rozpoustédlo. Vysledky z téchto experimenti
ukazaly, Ze s pomoci tohoto pfistupu miize dochazet ve formovaném polymernim
systému k fazové separaci, kterd méa za nasledek vznik unikatnich hierarchicky
strukturovanych scaffoldti a mikro vlakennych vrstev.

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

Bylo navrzeno a pomoci stereolitografick¢ho 3D tisku vyrobeno nékolik
funk¢énich modelt pritokového bioreaktoru pro simulaci in vivo podminek
v laboratofi. Béhem testovani byl zjistén zasadni vliv toku na adhezi bun¢k. Bylo
zjisténo, ze 1 nizké pritocné rychlosti vedou k odplavovani bun¢k. V ndvaznosti
na toto zjiSténi byla testovana stabilita vybraného polymerniho systému za
rozdilnych tokovych podminek. Vysledky téchto experimenti prokazaly, ze
zejména organizovany tok kapaliny nad povrchem zkoumaného polymerniho
materialu vede k zrychlenému uvolnovani povrchove aktivnich latek do vodného
prostfedi. Na vznik nelaminarnich tokii mohou mit vliv, stejné jako teplotni
gradienty, povrchové nerovnosti vyskytujici se na povrSich strukturovanych
vrstev a scaffoldi.

S ohledem na skute¢nost, ze pro ptipravu hierarchicky strukturovanych
vlakennych vrstev a scaffoldii byly pouzivany roztoky polymert, pii jejichz
vysychani mohlo dochazet k fazoveé separaci, vyvolané¢ budto ptitomnosti
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
bunécné biologie a tkanoveého inZenyrstvi. Prvnim systémem byl fibroin, druhym
tkanovy polystyren. Povrch téchto materialii byl upravovan pomoci vice krokové
fazové separace. Timto jednoduchym a rychlym postupem byla pfipravena cela
fada novych typii poréznich povrchii a objemovych struktur s nerovnostmi
v fadech stovek nanometri aZz mikrometri. Takto ptipravené povrchy byly
testovany s ohledem na buné¢né chovani. Ziskané poznatky v této oblasti ukazuji,
ze metodu fazové separace lze s vyhodou pouzit pro pfipravu struktur
podminujicich chovani bunék — jejich adhezi, proliferaci, diferenciaci.
Fibroblasty na hierarchicky strukturovanych povrSich obsahuji mnohem méné
stresovych fibril. N&které typy povrchli mohou iniciovat zménu bunééné
morfologie, kterd mize byt zdsadnim faktorem podmiiiujicim bunécnou
diferenciaci. Hierarchicky strukturované povrchy mohou byt ndpomocné
naptiklad pii studiu kardiomyocytl, kde bylo zjisténo, Ze specifickd povrchova
struktura vytvofend pomoci fazové separace ptispivd k vyraznému zesileni
fluorescencnich signali, které reflektuji specifické bunécéné cykly.

Posledni studovanou problematikou byla strukturalizace materidli na bazi
hliniku, které 1ze vyuzit pro formovani polymernich povrchi. Bylo prokdzano, ze
pomoci specifickych leptacich postupti Ize pfipravovat strukturované povrchy,
které¢ se svym vzhledem podobaji povrchiim generovanym pomoci fazové
separace. Nov¢é navrZzené postupy lze pouzit pro rozdilné typy vychozich
povrchovych reliéfli, aniz by doslo k ovlivnéni cilené povrchové topografie.
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