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Abstrakt

3D biotisk je perspektivni metoda tkaniového inZenyrstvi, schopna vytvaret tkanové
struktury s fyziologickou funkci a prostorovym usporadanim. Tato prace se zabyva
vyuzitim této metody pro tisk termolabilnich hydrogelti. Hlavnim cilem prace je
roz$ifeni tiskové hlavy pro 3D tisk termolabilnich hydrogell. Teoreticka ¢ast se
vénuje popisu 3D biotisku, zejména pak dulezitym vlastnostem které musi kazdy
material spliiovat aby byl tisku schopny, dale je zde uvedena reSerSe pouzivanych
hydrogelt v biotisku, se zamérenim na termolabilni, tiskovych modalit, moZnosti
chlazeni tiskové hlavy a popis navrhu idedlniho vybaveni pro tisk termolabilnich
hydrogelt. Praktickd ¢ast se vénuje navrhu a realizaci tiskové hlavy pro 3D tisk
termolabilnich hydrogelli, v posledni casti jsou vyhodnoceny a diskutovany
dosazené vysledky.

Klicova slova
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Abstract

3D bioprinting is a perspective method of tissue engineering, capable of creating
tissue structures with physiological function and spatial arrangement. The thesis
deals with the use of this method for printing thermolabile hydrogels. The main goal
of the thesis is to extend the print head for 3D printing of thermolabile hydrogels.
The theoretical part is devoted to the description of 3D bioprinting, especially
the important properties that each material must meet to be able to print, there is
also a review of used hydrogels in bioprinting, focusing on thermolabile, print
modalities, the possibility of cooling the printhead and a description of the ideal
equipment for printing of thermolabile hydrogels. The practical part deals with
the design and realization of the print head for 3D printing of thermolabile
hydrogels, in the last part the achieved results are evaluated and discussed.
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UvoD

V poslednich desetiletich se vyroba tkani stala béZnou soucasti tkanového
inZenyrstvi a regenerativni mediciny. Nicméné klasické techniky tvoreni tkani, jako
je scaffolding, microengineering nebo bunécné inZenyrstvi jsou omezeny svou
schopnosti vyrabét komplexni tkanové struktury s pozadovanou presnosti
a kontrolovatelnosti, ktera je potfebna pro replikaci biologicky relevantnich tkani.
Alternativou k témto technikam tvoreni tkani je 3D biotisk.

3D biotisk umoziiuje presnou kontrolu sloZeni, prostorové distribuce
a architektury vyslednych konstrukti usnadnujicich rekapitulaci jemnych tvart
a struktur cilovych organii a tkani. Jedna se o velice perspektivni metodu, ktera si
dava za cil mimo jiné vyreSeni problému zplsobeného nedostatecnym mnozstvi
darcovskych organt. Jelikoz se jedna o progresivni metodu je v této problematice
zaangazovano C¢im dale vice firem zaméfujicich se na vyrobu tiskdren
a biomateriald.

V soucasné dobé je vétSina komercné vyrabénych tiskdren uzpiisobena
pro tisk hydrogelti pti laboratorni teploté nebo teplotach vyssich a vétSina tiskaren
nedokazZe regulovat teplotu pod teplotu okoli. Takovato regulace teploty je sloZita
a nuti si pouZiti specialni aparatury.

V teoretické casti této prace se zaméruji na popis dnes nejpouzivanéjsich
materidld pro 3D biotisk, s dirazem na termosenzitivni hydrogely, tiskovych
modalit, moZnosti chlazeni tiskové hlavy a navrhu optimalniho vybaveni pro 3D
biotisk termolabilnich hydrogeld.

Prakticka c¢ast prace se vénuje realizaci chladici jednotky pro tisk
termolabilnich hydrogelt. Tato chladici jednotka se sestava z insertu tiskové hlavy
a vlastniho chladiciho okruhu.



1 TEORETICKA CAST

1.1 Vlastnosti biomateriali pro 3D biotisk

KaZzdy biomaterial musi vykazovat charakteristické vlastnosti, aby mohl byt tisknut
v dostatetném rozliSeni, tisk byl reprodukovatelny a vyslednad struktura plnila
pozadovanou funkci. Tyto vlastnosti jsou podobné pro vSechny biomaterialy, ovSem
ja se omezim pouze na popis hydrogelli, protoZe ty jsou pro biotisk vyuzivany
nejcastéji. Tyto vlastnosti se daji rozdélit na dvé skupiny podle jejich piavodu:
fyzikalni a biologické.

1.1.1 Fyzikalni vlastnosti

Hlavni vlastnosti biomateriall je viskozita. Viskozita je veli¢ina charakterizujici
odpor proudéni, kdyz je na material aplikovana sila, [1]. Idealni viskozita béhem
piipravy  biomateridld  zajisti  kvalitni rozmichani bunék v roztoku
a tim i rovnomérné hustoty bunék v celém preparatu. Behem tisku nizka viskozita
materialu zamezi vysokym hodnotam smykového napéti, které by mohlo mit Spatny
vliv na bunky a vést az kbunécné smrti. Na druhou stranu po vytisknuti
biomateridlu by méla byt viskozita dostatecné vysoka, aby nebylo ovlivnéno
rozliSeni vytisku vysledného produktu rozteCenim. Podle toho, zda jdou kapaliny
popsat Newtonovskym ziakonem viskozity, 1ze rozdélit kapaliny na Newtonovské
a Nenewtonovské. Pfi pohledu na rovnici (1.1),
r=1 Z_I; (1.1

kde T je tecné napéti, u je rychlost toku, x soutfadnice v kolmém sméru na smér
proudéni a mn je dynamicka viskozita, lze odvodit, Ze biomaterial musi byt
Nenewtonovského typu. Takovouto kapalinou, splitujici pozadované podminky, je
kapalina s pseudoplastickym charakterem. Jedna se o kapaliny, u kterych viskozita
klesa spolecné s rostoucim smykovym napétim. Tim je zajisténo niZsich hodnot
viskozity béhem tisku a jejiho narustu po vytisknuti materialu.

Dalsi dulezitou vlastnosti je celkova tuhost biomaterialu, a to zejména po
vytisknuti. Tuto tuhost mizeme charakterizovat Youngovym modelem, jenz je
charakterizovan jako pomér napéti a jim vyvolané deformace. Cim je modul vy3si,
tim je material tuzsi a hire deformovatelny tlakem. Tuhost materialu lze regulovat
jeho stupném sitovani, pricemZ vysledna tuhost by méla byt co nejvice podobna
fyziologickeé tuhosti tkané, kterou chceme tisknout, [2].

Jak jiZ bylo zminéno, tuhost produktu je pfimo ovlivnéna sitovanim po tisku.
JelikoZ vysledna tuhost ma za nasledek spravnou funkci tkané, je sitovani
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nezanedbatelnou vlastnosti materidlu. Metody sitovani se déli na fyzikalni
a chemické. NejcCastéji se vyuziva sitovani pomoci teploty. ZvySeni teploty zptisobi
konformacni zmény a produkt zacCne sitovat. Teplota pri které latka situje se nazyva
Critical solution temperature (CST), typ hydrogelu pifimo ovliviiuje tuto hrani¢ni
teplotu. Napriklad Zelatina ma CST okolo 30 °C, coZ znamena, Ze p¥i teploté vyssinez
30 °Cje rozpustny roztok, ale pri teplotach nizsich nez 30 °C je nerozpustny gel, [3].
Mezi dal$i termosenzitivni hydrogely patii kolagen I, agar6za a Pluronic. Dale 1ze
sitovani vyvolat ionizaci, fotoiniciaci nebo enzymaticky. Pti vSech téchto metodach
je nutné dbat na to, aby neposkozovaly burky.

V neposledni fadé je nutné regulovat teplotu. Teplota nejen ovliviiuje sitovani
hydrogeld, ale také ptlisobi na viskozitu. Teplotu je nutné volit v ur¢itém rozmezi
a nevystavovat bunky teplotnimu stresu. Teplotni stres se projevi zejména pokud
jsou bunky vystavené vysoké teploté po delsi ¢asovy usek, napiiklad pii injekt
biotisku s tepelnym systémem jsou buriky vystavené extrémnim teplotam (300 °C)
pouze velmi kratky ¢asovy usek (~2 ps) a tim padem nemaji vliv na viabilitu bunék,

[4].

1.1.2 Biologické vlastnosti

Jedna ze zakladnich biologickych vlastnosti je biokompatibilita. Biokompatibilitu lze
definovat jako schopnost biomateridlu vykonavat poZadovanou funkci s respektem
k 1ékarské terapii, bez vyvolani jakychkoliv nezadoucich ucinkt jak lokalnich, tak
systémovych u prijemce, zaroven je poZadovano, aby biomaterial vytvarel co nejvice
odpovidajici buné¢nou a tkanovou odpovéd’ na specifickou situaci a optimalizoval
prislusnou terapii, [5].

JelikoZ hydrogel plni funkci opory bunék, musi byt cytokompatibilni
a imunogenni. Dale vSechny produkty vznikajici degradaci hydrogelti museji byt
metabolizovatelné za standartnich podminek (teplota, pH, obsah ionti), [6].

Dalsi vlastnosti je biodegradacni kinetika. Hydrogely, stejné jako
extracelularni matrix (ECM), jsou schopné degradace a pretvareni. Je duleZzité, aby
tato degradace probihala stejnou rychlosti, jakou bunky vytvari ECM. Pokud by
degradace probihala moc pomalu, mohla by struktura polymeru narusit spravny
vyvoj tkané a limitovat prisun Zivin nebo kysliku k buiikdm. Na druhou stranu,
pokud by degradace byla ptilis rychla a burniky by nestihaly vytvaret ECM tak by cela
struktura byla mechanicky nestabilni a ztratila sviij tvar, ¢imz by byl narusen cely
pozadovany vyvoj tkané, spolecné s jeji funkci.

Vlidském téle jsou 4 typy tkani, pricemZ kazdd ma jinou histologickou
strukturu, ktera odpovida jeji funkci. Tato struktura musi byt dodrzena, jak
prostorové uspoiadani, tak rozloZzeni bunék a ECM. Takovéto napodobovani
struktury tkani nazyvame biomimicry, [6].
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Mimo struktury je také duleZité, aby hydrogel mél co nejvice podobné
mechanické vlastnosti pozadované tkané, ve smyslu jeji tuhosti. Zaroven je ale nutné
myslet na to, aby hydrogel vytvarel potfebnou podporu pro buriky a po natisknuty
struktura neménila tvar.

1.2 Hydrogely pro 3D biotisk

Hydrogely jsou hydratované polymerni struktury vyuZivané v tkanovém
inZenyrstvi. Hlavni vyhodou je strukturni podobnost s ECM a stim spojena
biokompatibilita. Také spliiuji vSechny fyzikalni vlastnosti, které musi biomaterial
mit, aby byl tisku schopny. Vyroba hydrogelti neni nékterak slozitd nebo draha,
navic jejich variabilita umoznuje pouZiti pro Siroké spektrum tkani. Daji se rozdélit
podle ptivodu na prirodni a syntetické.

1.2.1 Prirodni hydrogely

Prirodni hydrogely jednoduse degraduji a metabolizuji in vivo. Nevyhodou téchto
hydrogeld jsou Spatné mechanické vlastnosti, potencialni rejekce a v nékterych
pripadech, prili$ rychla degradace.

Kolagen

Kolagen je protein nejhojnéji zastoupeny v lidském téle (25%). Ze vSech typt
kolagenu je kolagen typu I prevladajici (90%), [7]. Patfi mezi hlavni komponenty
ECM a proto je idedlnim biomateridlem pro tkanové inZenyrstvi, potazmo biotisk.
Jako vSechny piirodni hydrogely jsou i kolagenni hydrogely biokompatibilni, navic
jejich imunogenicita je oproti ostatnim prirodnim hydrogeliim celkem nizka.
Vzhledem k velkému poctu mist schopnych adhese bunék a enzymaticky aktivnim
mistiim ve struktutre kolagenu I, jsou buiiky schopny v tomto hydrogelu rychle
remodelovat matrix. Limitaci téchto hydrogelii je tvarova vérnost, mechanicka
pevnost a pomala rychlost sitovani. Nékteré tyto limitace, jako je napriklad rychlost
sitovani, 1ze odstranit smichanim kolagenniho hydrogelu s jinym typem hydrogelu.
JelikoZ jsou kolagenni hydrogely termosenzitivni a pH-senzitivni, museji se
uchovavat ve specidlnim kyselém prostredi, ve kterém je teplota regulovana na 4 °C,
tuto teplotu a pH je nutné udrzovat, aby hydrogel samovolné nevytvarel kovaletni
vazby a nesitoval, jizZ pred tiskem nebo béhem né;j.

Kvili vySe zminénym vyhodam jsou kolagenni hydrogely dnes
nejpouzivanéjSim typem v tkanovém inZenyrstvi. Navic je jejich pouZiti jednoduché
(pro sitovani staci pouze zvysit teplotu nebo zménit pH prostredi), maji relativné
dlouhou Zivotnost a daji se jednoduse pripravit za nizkou cenu, [6].
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Zelatina

Zelatina je denaturovana, ¢asteéné hydrolyzovand, forma kolagenu I. JelikoZ je
Zelatina derivaci kolagenu I, ma podobné vlastnosti. Sitovani hydrogelu probiha
za pokojovych teplot. Zelatina teplotu tani niZi, neZ je fyziologicka teplota (27-33
°C, v zavislosti na koncentraci), a jeji pouZiti in vivo je nemozné. Chemickou dpravou
nebo smichanim s jinym polymerem je mozZno tuto prekazku prekonat. I pres jeji
nestabilnost pri fyziologické teploté, ma Zelatina své vyuziti v 3D biotisku, ovSem
spiSe jako primés hydrogelu, neZ jako primarni slozka, [8].

Fibrin
Fibrin jako protein je zdkladnim kamenem pii tvorbé sraZenin v lidském téle.
V tkdnovém inZenyrstvi jde o jeden z nejpouZzivanéjsich proteini [9], ovSem jeho
pouziti v 3D biotisku je znacné omezené a to hlavé kvtili jeho Spatnym mechanickym
vlastnostem a kratkém degradacnim case. Stejné jako Zelatina je spiSe pouZivan jako
piisada biomaterialt.

Matrigel

Matrigel je komercni nazev pro mezibuné¢nou hmotu, ktery produkuji bunky
sarkomu mysi rodu Engelbreth-Holm-Swarm, [10]. Jeho nejvétSi vyhodou je
podpora ristu bunék a schopnost diferencovat v Siroké spektrum bunéc¢nych linii.
Dalsi vyhodou je schopnost vytvaret mechanicky pevné struktury s vyssi viabilitou
bunék, nez je tomu pii pouziti jinych hydrogeld. Matrigel ma podobné
termosenzitivni vlastnosti jako kolagen I a sit'uje pti teplotach v rozmezi 24 az 37 °C.
Po vyrobé je nutné jej uchovavat pri teploté 4 °C kvili tomu, aby samovolné
nesitoval. Jedna z moZnosti vyuziti tohoto gelu pri biotisku je vytvoreni tenké
souvislé vrstvy, na kterou jsou dale sazeny jednotlivé buiiky, a to bud injekt
biotiskem nebo nékterou z metod zaloZené na laseru [6], obé tyto metody jsou dale
popsany. Takto vytvorené struktury jsou vSak pouze v jedné vrstvé a tvorba
sloZitych 3D struktur neni moZna. Druha mozZnost je tisknout hydrogel a v ném
rozmichané burky, pri této technologii je vSak nutné biomaterial béhem celého tisku
ochlazovat, [11]. Nejvhodnéjsi modalita pro tento tisk je extruzivni, jejiz hlavni
vyhody jsou popsany niZe.

Kvili vybornym biologickym vlastnostem a aplikaci pro Siroké spektrum
bunécénych linif je Matrigel jeden z nejpouZzivanéjsich biomateriali. OvSem pracovat
s nim v 3D biotisku je tfeba pti nizkych teplotach a kvalita tisku se odviji také
od chopnosti regulovat teploty béhem tisku a po ném.
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1.2.2 Syntetické hydrogely

Syntetické hydrogely mohou byt modifikovany, tak aby tyto nevyhody neméli.
OvSem jejich hlavni nevyhodou ziistava inertnost a Spatna biologicka degradace
in vivo.

Poly(ethylen glycol)

Poly(ethylen glycol), zkracené PEG, je jeden z nejpouZivanéjSich syntetickych
hydrogeli a to hlavné kvili jeho biokompatibilité a moZnosti jej chemicky
modifikovat navazanim rtznych funkénich skupin. Takovouto modifikaci 1ze ménit
jeho bioaktivitu nebo mechanické vlastnosti. Sitovani u téchto hydrogeli 1ze velice
jednoduse vyvolat fotoiniciaci. Diky této vlastnosti se daji tisknout 3D struktury bez
toho, aniZ by ztracely své prostorové rozliSeni. Pres tyto vyhody je jeho vyuZiti
pouze omezené, a to zejména kvili jeho biologické inertnosti, ktera neumoZziuje
bunécnou adhezi, proto je nezbytné tento material synteticky modifikovat, [6].

Pluronic F-127

Pluronic je komerc¢ni nazev pro termolabilni poloxamer. Stejné jako PEG je moZné
jej chemicky upravovat a tim i upravovat jeho vlastnosti. Situje v rozmezi teplot
10 az 40 °C, pricemZ zaleZi na jeho chemické tupravé. Nejvétsi vyhodou téchto
hydrogeld je nizka toxicita, sitovani béhem fyziologickych teplot a moznost regulace
viskozit, apravou jejich chemického sloZeni. Nevyhody jsou stejné jako u PEG, plus
bunky prezivaji vtomto hydrogelu pouze omezeny Cas. Tento hydrogel se vyuziva
zejména v experimentalnich fazich biotisku zatim neotestovanych latek, kdy po
omezenou dobu je schopny vytvaret kvalitni prostiedi pro bunky, [12].

1.3 3D Biotisk a jeho modality

3D biotisk je metoda zaloZena na klasickém tisku, respektive 3D tisku, kde je
materidl umistovan na presna mista a postupné se vytvari pozadovana struktura.
Rozdil oproti klasickému tisku je v pouzitém materialu, kterymi jsou biomaterialy
(nejcastéji hydrogely), bud'to obsahujici zapouzdfené bunky nebo se burikami
vysledny produkt osazi az po tisku. Ve vétSiné pripadli pocita¢ ovlada platformu,
schopnou pohybu ve tfech osach, ktera se pohybuje po uZivatelem zadanych
souradnicich, ulozenych napiiklad v g-kédu, ktery miize tiskarna nasledovat, na niz
se extruduje biomaterial, tak aby vysledna struktura produktu byla co nejvice
podobna navrZené. Pri biotisku tkani jsou navrhované struktury stejné jako
fyziologické struktury. Podle typu pouzité technologie mtizeme biotisk rozdélit na
nékolik kategorii: injekt, zaloZené na laseru a extruzivni.
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1.3.1 InKkjet biotisk

Tento typ biotisku vychazi z technologie pouZivané v klasickych inkoustovych
tiskarnach. Biomaterial je obdobné jako u inkoustové tiskarny nanasen kapku po
kapce na predem, uZivatelem urcend, mista. Na zakladé technologie, pomoci které
se vytvari jednotlivé kapky lze inkjet biotisk rozdélit na piezoelektricky a teplotni.
Pri piezoelektrickém inkjet biotisku se kapka vytvari pomoci piezoelektrického
¢lenu umisténého na konci trysky, ktery pri priloZeni napéti zméni sviij tvar a vytlaci
kapku na tiskovou podlozku. Zatimco teplotni inkjet vyuZziva teplotni ¢len, tento ¢len
se velice rychle zahreje na vysokou teplotu a odparovanim vznikne bublina, ktera
kapku vytlaci, protoZe tento typ biotisku pracuje s vysokymi teplotami, je pro
termosenzitivni hydrogely zcela nevyuZitelny. Mezi hlavni pfednosti inkjet biotisku
patii rychlost tisku, vysoké rozliSeni (50 um [13]) a nizka cena tisku. Nejvétsi
nevyhodou u tohoto typu tisku je ucpavani trysky, nizka hustota bunék, vysychani
bunék béhem tisku a limitujici konstruk¢ni schopnosti ve 3D strukturach, jestlize
neni jako biomaterial zvolen hydrogel s dostatecné rychlou polymerizaci. Nedavno
byly vyvinuty dal$i technologie pro vytvareni jednotlivych kapek, které odstranuji
nékteré predeslé nevyhody. Prvni z nich jsou tiskarny zaloZené na ventilu, ktery
presné davkuje biomaterial. Tento typ inkjet biotiskaren vytvari struktury hustéji
osazené bunkami, jednotlivé natisknuté kapky méné vysychaji a tryska se ucpava
méné. Na druhou stranu jsou tyto tiskarny schopny tisknout pouze biomaterialy
o viskozitach mensich nez 200 mPa s. Dalsi jsou tiskarny, které biomaterial vytlaci
pomoci akustickych vln, tato technologie zcela odstraniuje ucpavani trysky, ovSem
teplo které je v pribéhu tisku vytvareno zcela znemoziluje pouziti pii tisku
termosenzmvmch hydrogelt, [14].

Tepelny clen Piezoelektricky
clen
Bublina

Obr. 1.1: A) Tepelny injket biotisk, B) Piezoelekricky injekt biotisk [15]

bOOO
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1.3.2 Biotisk zaloZzeny na laseru

Biotisk zaloZeny na laseru lze rozdélit na dva typy: primo laserem vedeny biotisk
a laserem-asistovany biotisk. Pri laserem vedeném biotisku paprsek laseru primo
premistuje builky z plvodniho mista na mista nové. Toto piemistovani je
umoZnéno na zakladé rozdilného indexu lomu mezi buiikami a médiem ve kterém
se nachazeji.

Laserovy pulz

0000.4

Substrate

Obr. 1.2: Laserem vedeny biotisk [15]

Laserem-asistovany biotisk je bezkontaktni metoda, ktera byla ptvodné
vyvinuta pro vyrobu mikrocipi, v biologii pouZivana pro tvorbu peptidi, DNA
a bunék. Aparatura pro tuto metodu biotisku se sklada z laseru, desky transportniho
materialu, jako je zlato nebo titan, ktery je schopny prenést energii fotont,
a tisknutelného biomaterialu, naneseného na spodni strané desky. Laser, o zvolené
vlnové délce, vysle pulz na zadané misto desky z transportniho materialu, ta se
v tomto misté zahieje a vytvori zménu tlaku, kterd vede k vypuzeni biomaterialu
v této oblasti, tato kapicka je zachycena na platformé, kde vznika poZadovana
struktura. Hlavni vyhodou této metody je vysoké rozliSeni a absence trysky. Tim
padem je mozno tisknout celou fadu biomaterial{i, bez ohledu na jejich vlastnosti,
dokud jsou schopny byt vypuzeny energii poskytnutou laserem. RozliSeni tisku je
zavislé na typu laseru, vlastnostech biomaterialu a vzdalenosti desky od platformy.
V ramci vlastnosti biomaterialu zaleZi na hydrofilnich/hydrofobnich vlastnostech
a hustoté bunék. Nejvétsi nevyhodou této metody je cena, dlouha ¢asova narocnost
piipravy desek a nutnost ménéni desek pri tisku velkych objemt, z divodu
dochazeni biomaterialu pri jednom pouziti, [14].
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Laserovy pulz

Vrstva propustna pro pulz
Deska z transportniho materialu

Substrate /
@  Collector Slide

Obr. 1.3: Laserem-asistovany biotisk [15]

1.3.3 Extruzivni biotisk

Extruzivni biotisk vychazi z dnes nejpouZivanéjSi metody 3D tisku, tj. fused
deposition modeling (FDM). Pii FDM je plastové vlakno tryskou taveno a postupné,
vrstvu po vrstveé, pokladano na uZivatelem urcenda mista. Extruzivni biotisk je aplné
stejny, s tim rozdilem, Ze materidlem zde neni plastové vlano, ale biomaterial,
nejcastéji hydrogel, a neni jej tfeba néjak tavit. Tato metoda je nejvice vyuzivana
a je nejlevnéjsi. Pomoci extruzivniho biotisku lze tisknout hydrogely o viskozitach
od 30 do 6.107 mPa s, [14]. JelikoZ pri tisku nevznika skoro Zadné teplo, tak je tato
metoda jedna z nejpouZzivanéjSich u hydrogeli. Pohyb biomateridlu smérem
k platformé, na kterou se tiskne, je zajisStén pneumatickou nebo mechanickou silou.
Tyto metody jsou rozdilné nejen v pouzité sile, ale také ve svych vyhodach
a nevyhodach.

U pneumatickych systémii je biomateridl tlacen ven pomoci pistu, ktery
vytvari neptrimo tlak na biomaterial. Nevyhodou je urcité zpoZdéni celého systému,
kdy vznika prodleva mezi zvySenim tlaku a vytlaCenim biomaterialu. Vyhodou je
pouZiti pro Siroké spektrum viskozit hydrogelti. Dal$i vyhodou je moZnost umisténi
tohoto systému mimo tiskovou hlavu a tim zamezit artefaktim tisku spojenym
s vibracemi.

Mechanické systémy lze dale rozdélit podle zplisobu vytvareni mechanické
sily na Sroubové a pistové. U Sroubovych mechanickych systémi je mechanicka sila
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vytvorena pomoci Sroubu, ktery je umistén v tiskové hlavé. Vyhoda pti pouZziti
Sroubu je zejména v jeho ovladatelnosti a funkcnosti. Nevyhodou je skutecnost Ze
systém je schopen vytvaren vysoké tlaky v trysce, které mohou vést k usmrceni
buriky. Tento problém lze minimalizovat pouzitim specidlnich Sroubd, uréenych pro
biotisk. Poslednim zminénym systémem je pistovy, kdy je biomaterial vytlacen
pistem. Jeho ovladatelnost je niZsi neZ u Sroubového systému, ale nevytvari tak
vysoky tlak na buiiky, coZ ma za nasledek vétsi procento viabilnich bunék, [6].
Nevyhodou obou mechanickych systémii extruze je nutnost jejich umisténi piimo
v tiskové hlavé, coz zplisobuje pienos vibraci na trysku a vy$si namahani motorkad,
slouzicich k pohybu tiskové hlavy. Tyto nevyhody mohou mimo rozliSeni tisku,
ovlivnit celkovy chod tiskarny.

Hlavni vyhodou vSech zminénych systémi je rychlost tisku a celkova
vyuzitelnost metody pro vétSinu hydrogelli, véetné termosenzitivnich. RozliSeni
metody je ve srovnani s ostatnimi metodami niZsi - uvadi se azZ 100 pum, [13].

A) B) Q)

e e e —
Obr. 1.4: A) Pneumaticka extruze, B) Pistova extruze, C) Sroubova extruze [15]

1.4 Moznosti chlazeni tiskové hlavy

Pri tisku termolabilnich hydrogelii je nutné nékteré biomateridly ochlazovat na
pozadovanou teplotu. Pti této teploté ma hydrogel idealni vlastnosti pro tisk, které
byly zminény vySe a nevytvari sitové struktury, které by ovliviiovaly kvalitu tisku
nebo mohly zpisobit ucpani trysky. Chlazeni by idedlné mélo chladit biomaterial
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béhem celého tisku, ovSem po jeho vytisknuti by jej nemélo ovliviiovat. Dale je nutno
aby chladici prvek nezanasSel do tisku artefakty, tyto artefakty by mohly byt
zpusobeny napiiklad vibracemi, které by systém produkoval.

Pfi FeSeni toho problému se v podstaté nabizeji dvé moznosti chlazeni a to:
primé chlazeni, kdy je aktivni chladi¢ umistén pfimo na tiskovou hlavu nebo
neprimé chlazeni, kdy je aktivni chladi¢ umistén mimo tiskovou hlavu a ochlazovani
je uskutecnéno nepiimo, pires chladici médium.

1.4.1 Primé chlazeni tiskové hlavy

JelikoZ je nutné chladit biomaterial na relativné nizké teploty, v pripadé Matrigelu
az 4 °C. Je potreba chladit tiskovou hlavu aktivné, to znamend, Ze nestaci pouze
proud vzduchu o pokojové teploté, ale je nutné pouziti aktivniho prvku, ktery
teplotu sniZi pod teplotu okoli. Takovymto nejcastéji vyuZivanym prvkem je
Peltiertv ¢lanek.

Tento clanek se skladd z matrice sériové a pararelné zapojenych
termoclankd. Jeden termoclanek se sklada z dvou polovodic¢a typu n a p, které
piredstavuji vodice, a médéného mistku, ktery tvori jejich spoj. Tyto termoclanky
jsou uzavieny mezi dvojici keramickych desek. Keramické desky poskytuji
termoelektrickému ¢lanku pevnost a elektricky jej izoluji od okoli. Peltiertiv ¢clanek
funguje v podstaté jako tepelnd pumpa, kdy pfi priichodu proudu odcerpavame
teplo. Tepla strana clanku je vSak ohtivana jak absorbovanim tepla ze studené
strany, tak prikonem ¢lanku, [16].

Pii pfimém chlazeni tiskové hlavy je Peltieriiv ¢lanek studenou stranou
umistén pfimo na tiskovou hlavu. Tiskova hlava musi byt zhotovena z materialu,
ktery dobie vede teplo, aby byla tepelna vyména mezi studenou stranou Peltierova
¢lanku a tiskovou hlavou co nejefektivnéjsi. Vyhodou tohoto chlazeni je jednoducha
regulace teploty na studené strané clanku, kde vysledek chlazeni je ovliviiovan
predevsim velikosti protékajiciho proudu Peltierovym ¢lankem a teplotou horké
strany. Nevyhoda tohoto reSeni vyplyva z funkce Peltierova clanku, kde teplota
studené strany je zavislad na protékajicim proudu a teploté teplé strany, protoZe
velikost protékajiciho proudu pifimo ovliviiuje AT, coZ je rozdil teplot mezi teplou
a studenou stranou clanku. Proto je tfeba teplou stranu Peltierova ¢lanku neustale
ochlazovat pomoci chladi¢i, tyto chladice maji veliké rozméry a hmotnost. Pri
umisténi takovéhoto zarizeni na tiskovou hlavu jsou motory pohybujici tiskovou
hlavou zatéZovana mnohonasobné vice neZ bylo zamysleno a hrozi jejich poskozeni.
DalSi nevyhodou souvisejici s hmotnosti tiskové hlavy je celkové zpomaleni tisku.
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1.4.2 Neprimé chlazeni tiskové hlavy

Oproti primému chlazeni tiskové hlavy, je aktivni chladici prvek umistén mimo
tiskovou hlavu a tiskova hlava je chlazena neprimo, pres chladici médium. Chladicim
médiem miiZe byt plyn nebo kapalina.

Pfi pouziti plynu jako chladiciho média je plyn ochlazovan mimo tiskovou
hlavu a nasledné je napr. systémem hadic privadén do kontaktu s tiskovou hlavou.
Vyhoda chlazeni pomoci plynu je jeho hmotnost. Pfi takovémto chlazeni témér
nevznikaji vibrace, které by mohly negativné ovlivnit vysledek tisku. Dale tiskova
hlava s takovymto chladicim médiem nevazi vic nez klasicka tiskova hlava a motory
tiskarny jsou zatéZovany minimalné oproti klasickému pouziti. Nevyhodou plynu
jako chladiciho média je jeho tepelna kapacita, ktera ma za nasledek nerovnomeérné
ochlazeni tiskové hlavy, a slozitost aparatury dtileZité pro tento typ chlazeni.

Druhou moZnosti neprimého chlazeni je pouziti kapaliny jako chladiciho
média. Chladici médium je, stejné jako v pripadé neprimého chlazeni s plynem,
ochlazovano mimo tiskovou hlavu a nasledné privddéno do kontaktu s tiskovou
hlavou. Vyhodou oproti nepifimému chlazeni s plynem je lepsi tepelna kapacita
chladiciho média a aparatura neni tak komplikovana. Nevyhodou pouziti kapaliny je
moznost turbulentniho proudéni kapaliny v tiskové hlave, které zpiisobuje vibrace
ovliviiujici kvalitu tisku.

1.5 Vybaveni pro 3D biotisk termolabilnich hydrogeli

V nasledujici kapitole bude popsano mnou navrzené idealni vybaveni pro 3D tisk
termosenzitivnich hydrogeld. Pfi navrhu vybaveni budu vychazet ze znalosti
ziskanych béhem studia problematiky 3D biotisku a termosenzitivnich hydrogeld.

1.5.1 Extruzivni biotisk

Jako idedlni modalitu pro 3D biotisk termosenzitivnich hydrogelti povazuji
extruzivni biotisk. Jeho hlavni vyhody tkvi v cené tisku, jednoduché tupravé
jednotlivych ¢asti systému a jelikoZ neni pottfeba pri tisku zahrivat Zadnou cast
systému, jak je tomu napiiklad u Tepelného injekt tisku, a pti tisku nevznika zadné
teplo, je tato metoda idealni pro tisk materialti, které jsou na teploté zavislé. Dalsi
obrovskou vyhodou této metody je moZnost tisknout veliké objemy, ve srovnani
s ostatnimi modalitami. Jelikoz lze tisknout Siroké spektrum materiald, tak se da
vyuzit také hybridniho tisku, kde se tisknou zaroven dva materialy, pricemzZ jeden
z materidld plni funkci podpor a vytvaii mechanickou pevnost, zatimco druhy
material obsahuje butikami osazeny hydrogel. VyuZitim této skuteCnosti lze zvysit
jak rychlost tisku, tak viabilitu. Jedna se také o metodu s nejjednodussi pripravou
pro tisk a udrzbou.
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1.5.2 Systém extruze

Nejvhodnéjsi systém extruze pro tento typ hydrogeli je pistovy. NejvétSimi
vyhodami tohoto systému je jeho presnost, moznost tisknout hydrogely o Sirokém
spektru viskozit a rychlost tisku. Navic oproti extruzi pomoci Sroubu nabizi moZnost
zpétného chodu. Tuto funkci lze vyuZit na nasavani biomateridlu, nebo
k minimalizaci setrva¢ného vytlaceni biomaterialu, po zastaveni tiskové procedury.
Tento systém nevytvari tak vysoké tlaky v oblasti trysky a je oproti Sroubovému
Setrnéjsi, coz ma za nasledek vétsi procento viabilnich bunék.

1.5.3 Platforma biotisku

Platforma, na kterou se tiskne, by méla byt schopna udrzet nastavenou teplotu,
nejcastéji se jedna o fyziologickou teplotu 37 °C a je to teplota pri které material
situje. Tato teplota je dulleZzita pro mechanickou pevnost tkané. Ve vétsSiné pripadi
se vysledny produkt tiskne in vitro, ovSem lze tisknout i in vivo, to v dnesni dobé,
ale pouze okrajové.

1.5.4 Inkubator biotisku

Cela sestava by idealné méla byt umisténa ve sterilnim prostiedi s regulaci teploty
a proudem c¢istého vzduchu, ktery je hnan do inkubatoru pres bakterialni filtry. Pri
umisténi tiskarny mimo inkubator hrozi kontaminace a naslednd ztrata
biokompatibility produktu. Tato konfigurace je vhodna pro tisk mensich bunécnych
struktur s pribéhem tisku do 60 minut, jelikozZ pak miize dochazet ke snizeni
bunécné viability vlivem nedostatku Zivit a CO2.

1.5.5 Chlazeni tiskové hlavy

Nejvhodnéjsim typem chlazeni je chlazeni neptfimé s kapalinou jako chladici
médium. Vyhoda tohoto feSeni je moZnost umisténi systému mimo tiskovou hlavu
a minimalni zatéZe motoru tiskové hlavy, dalsi vyhodou je rovnomérné ochlazeni
celého objemu tiskové hlavy. Nevyhodou tohoto feSeni je moZnost vzniku
turbulentniho proudéni v tiskové hlaveé, toto proudéni by mohlo zptisobit vibrovani
tiskové, které ma za nasledek zhorseni prostorového rozliSeni. Toto turbulentni
proudéni lze omezit kvalitnim navrhem tiskové hlavy.

1.6 Cile prace

Cilem mé prace je vhodné modifikovat 3D biotiskarnu GeSim-BioScaffolder k tisku
termolabilnich hydrogelt. Tiskdrna vyuZziva extruzivni technologie tisku, piesnéji
pneumatického extruzivniho tisku. V soucasné dobé je tiskarna schopna tisknout
dva rozdilné materialy, ale pouze pri teploté rovnajici se teploté okoli nebo vySsi.
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Aby byla tato tiskarna schopna tisku termolabilnich hydrogeli s poZadovanym
rozliSenim, je nutné tiskovou hlavu, a tim i hydrogel, ochlazovat na dostate¢né

nizkou teplotu. Regulace teploty musi byt dostatecné presnd, aby byl tisk kvalitni
a reprodukovatelny.
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2 PRAKTICKA CAST STUDENSTKE PRACE

Modifikace tiskové hlavy pro tisk termolabilnich
hydrogelt

Celé reseni tiskové hlavy bylo rozdéleno na 3 casti, které jsou: systém extruze, insert
tiskové hlavy a chladici okruh. Navazuji na projekt, ktery byl jiz z ¢asti realizovan
v Casti systému extruze. Vtéto praci se vénuji realizaci insertu tiskové hlavy
a chladicimu okruhu. Prace byla uskute¢néna na Ustavu histologie a embryologie,
Lékarské fakulty, Masarykovy univerzity.

2.1 Insert tiskové hlavy

Pro nadstavbu pomoci insertu jsem se rozhodl, protoZe biomateridl je nutné
ochlazovat az do chvile, neZ je natisknut na podlozku a takovéto feseni bylo jediné
mozné pro splnéni této podminky. Navic ve vétSiné pripadi jsou tisknuty pouze
malé objemy a celkovy obsah tiskové hlavy nebyl plné vyuzit.

Pfi navrhu insertu jsem vychazel zrozmért vnitini Casti tiskové hlavy
a zadanych pozadavk. V programu Fusion 360 jsem navrhl 2 modely insertt, které
jsou rozdilné pouze ve velikosti trysky, proto budu popisovat oba inserty zaraz.

Télo insertu ma tvar valce s dvojitou spiralovou drazkou, do které je zasazena
hadicka s hydrogelem, tato drazka je dostatecné hluboka na to, aby hadicka v ni
samovolné drzela a manipulace byla co nejjednodussi. Drazka ve spodni strané
insertu pokracuje do téla insertu a vystupuje v misté ,Luer locku, kde je
nasroubovana vhodna tryska. V insertu je obdélnikova drazka, do které je umisténo
teplotni ¢idlo, které méri teplotu okoli a tim i hydrogelu. Celé télo je duté a rozdéleno
prepazkou, kde proudi chladici médium. Dno této dutiny je uzplisobeno tak, aby
médium v celém insertu proudilo co nejvice laminarné. Vrchni ¢ast insertu slouZzi
kupevnéni vtiskové hlavé. Také se zde nachdzi 2 otvory se zavitem, pro
nasroubovani prislusného fittingu, v nichz jsou upevnény hadice, kterymi proudi
chladici médium do insertu a ven. Zbyvajici otvory jsou pro teplotni ¢idlo a hadicku
s biomaterialem, ktera pokracuje do systému zajistujiciho extruzi.

Tiskarna GeSim-BioScaffolder ma dvé totozné tiskové hlavy, tudiZ je mozné
umistit stejny insert do obou hlav a tisknout zaroven 2 rozdilné materialy.

JelikoZ klasicka 3D tiskarna s technologii FDM nema potrebné rozliSeni pro
vytisk takovéhoto modelu, bylo nutné jej vytisknout na tiskarné s technologii
SLA (stereolitografie).
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Obr. 2.1: A) Insert pro hadi¢ku s vnéjsim primérem 1,98 mm, B) Insert pro hadi¢ku
s vnéj$im primérem 1,27 mm

2.2 Chladici okruh

Druhou ¢asti chlazeni tiskové hlavy je chladici okruh. Ten se sklada z elektrického
obvodu a prislusného programu pro fizeni teploty, Peltierovych c¢lankd, CPU
chladict, vétrakd, chladicich blokd, pumpy a systému hadic. Cely navrh je obohacen
o prvky, které jsem navrhl a vytiskl na 3D tiskarné.

Pfi pripojeni Peltierova ¢lanku na stejnosmérné napéti je teplo prevadéno
z jedné strany na druhou a tim je vytvoren teplotni rozdil mezi obéma stranami.
Tohoto efektu jsem se rozhodl vyuZit pro chlazeni chladici jednotky, respektive
média v ni proudiciho. JelikoZ je c¢lanek schopen v zavislosti na velikosti
protékajiciho proudu vytvorit pouze teplotni rozdil na stranach, je tfeba jeho
horkou stranu ochlazovat, aby na studené byla teplota dostatecné nizka. K tomuto
chlazeni jsem se rozhodl vyuZit CPU chladic, ktery teplo z jeho horké strany odjima.
Na studené strané Peltierova ¢lanku je umistén chladici blok. Jak je ziejmé z Obr. 2.2
chladici bloky nejsou totozné, vétsi, ze dvou chladicich bloki, slouzi soucasné jako
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rezervoar chladici kapaliny. Druhy blok ma znatelné mensi objem, ovSem tepelna

vymeéna v tomto bloku je mnohem Gc¢innéjsi.

Obr. 2.2: Chladici okruh

2.2.1 Elektronicka c¢ast chladiciho okruhu

Elektronicka ¢ast chladiciho okruhu se déli na tfi ¢asti. Prvni ¢ast se sklada z pumpy
a step-down ménice stejnosmérného napéti (Obr. 2.3), druhou ¢asti jsou Peltierovy
¢lanky a obvod pro jejich rizeni a treti casti jsou DC ventilatory slouZici
k ochlazovani CPU chladict.

Vodni cerpadlo funguje vrozmezi 3-12 V stejnosmérného napéti, proud
protékajici cerpadlem je zavisly na hydraulickém odporu. Pro jednoduchou
modifikaci napéti na ¢erpadle jsem zvolil step-down modul (Obr. 2.3), na kterém lze
upravovat hodnotu vystupniho napéti pomoci trimru. Maximalni hodnota
vystupniho proudu pro tento modul je 5 A, tato hodnota vystupniho proudu je
dostacujici pro mnou zvolené Cerpadlo. Dale modul obsahuje zabudovany display,
na kterém lze zobrazovat hodnoty vystupniho napéti nebo proudu. Vyhodou tohoto
modulu je snadna Uprava vystupniho napéti, tim padem se daji jednoduSe upravit
otacky Cerpadla.
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Obr. 2.3: Step-down DC/DC ménic
Na Obr. 2.4 je schéma elektronického obvodu pro rizeni teploty. Hlavni ¢asti

obvodu je jednodeskovy pocita¢ Arduino Uno. Jako napajeni tohoto jednodeskového
pocitace slouzi 12 V zdroj. Na digitalnich pinech 10 azZ 12 je pripojena membranova
klavesnice. Unipolarni tranzistory IRLZ34N jsem vybral kvili vhodnym
vlastnostem, zejména pak maximalnimu napéti mezi drain a source, maximalnimu
drain proudu a threshold napéti, [17]. Gate unipolarnich tranzistori je spojen pies
odpory R1 a R2, jejich hodnoty jsou 100 () a slouZi k omezeni prekmitu v obvodu,
s digitalnimi piny 7 a 8. Digitalni piny 7 a 8 jsou pres odpory R3 a R4, jejichZ hodnota
je 10k Q, spojeny se zemi. Tyto rezistory plni funkci pull-down rezistord. Source
unipolarnich tranzistori je spojen se zemi napétového zdroje/Arduina. Studena
strana Peltierovych ¢lankt (na Obr. 2.4 oznacené jako TEC 1 a TEC 2) je spojena
sdrain unipoldrnich tranzistord. Horkd strana je pripojena na kladny pél
napét'ového zdroje. Pokud neni privedeno Zadné napéti na tranzistor z digitalniho
pinu je tranzistor rozepnuty a Peltierovymi ¢lanky netece Zadny proud. JestliZe je na
tranzistor privedeno napéti, které je vyssi nez prahové, tak tranzistor sepne a uzavie
obvod, potom Peltierovymi ¢lanky tece proud. Analogovy pin 0 je pripojen na déli¢
napéti jehoZ soucasti je referen¢ni odpor R5, tento odpor je zvolen tak, aby mél
stejnou hodnotu odporu jako NTC termistor pii teploté 25 °C, a termistor typu NTC.
Jako vstupni napéti tohoto délice jsem zvolil 3.3 V, zvolil jsem niZ8i ze dvou hodnot,
aby obvodem protékal mensi proud. Proud protékajici termistorem jej soucasné
zahtiva a vys$si hodnoty proudu by mohly ovlivnit vysledné hodnoty. Analogovy pin
je zde ve formé INPUT a Arduino z néj pouze odecita hodnoty napéti. Toto napéti se
bude ménit v zavislosti na zméné odporu NTC termistoru, jehoZ odpor se bude
ménit v zavislosti na jeho teploté, priCemZ odpor bude se zvySujici se teplotou klesat.
Pro pripojeni displeje jsem zvolil modul s integrovanym obvodem PCF8574, ktery
funguje jako 8 bitovy prevodnik na I2C sbérnici. Tento modul mi umoznil zna¢né
redukovat mnozstvi vodi¢li nutné Kk pripojeni k Arduinu, protoZe sbérnice 12C
pouziva pro komunikaci pouze dva signalové vodice a to SDA (serial data) slouZici
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k prenosu dat obéma sméry a SCL (serial clock) ktery posila vSem slave zarizenim
hodinovy signdl, v ptipadé I2C se jedna o synchronni komunikaci.
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Obr. 2.4: Schéma zapojeni pro rizeni teploty
Tento obvod jsem nejprve zapojil na nepajivém poli, abych ovéril jeho
funk¢nost. Poté jsem cely obvod napajel na Screw Shield 1.0 (Obr. 2.5), ktery jsem
po pripojeni vSech periferii nasadil na Arduino Uno. Tento modul jsem zvolil, abych
redukoval celkovou velikost zarizeni a zajistil stabilni funk¢nost.

Obr. 2.5: Modul Screw Shield 1.0
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Jako ventilatory jsem vybral SUNON EE92251S1-A99, protoZe jejich napajeci
napéti odpovidalo napéti mého zdroje. Dale jejich velikost byla presné odpovidajici
velikosti CPU chladici.

2.2.2 Program pro rizeni teploty

Program jsem navrhoval ve vyvojovém prostfedi Arduino IDE a pfi praci jsem
pouzival nékolik knihoven, napriklad pro leh¢i praci s displejem nebo EEPROM
pameéti.

Piny slouZici pro spindni unipolarnich tranzistorii jsou vystupni. Piny, na
kterych je pripojena klavesnice nebo termistor jsou vstupni. K nastavovani
poZadované teploty slouzi jednoduché ¢ty stupnové menu, kde se uzivatel
pohybuje pomoci membranové klavesnice.

Prvni stupen (Obr. 2.6) slouzi k nastavovani teploty. Zde si uZivatel pomoci
membranové Kklavesnice nastavi poZadovanou teplotu spresnosti na jedno
desetinné misto.

Obr. 2.6: Prvni stupein menu
DalSi stupeni slouZi pouze kpotvrzeni predesSlého nastaveni. Vybrana
moznost je zobrazovana jako blikajici.

Obr. 2.7: Druhy stupeii menu
Ve tfetim stupni je zobrazovana pouze nastavena teplota a aktualni teplota

¢idla. V této c¢asti taky funguje spinani unipolarnich tranzistorii. Aktualni hodnota
napéti na cidle je odecitdna kazdé 2 sekundy. Z této hodnoty napéti je dale
dopocitana teplota. Teplota NTC termistoru se da spocitat pomoci

Steinhartova-Hartova vztahu (2.1).
l=A+Bln£+Cln2£+Dln3£ (21)
T R, R, R,

Kde T je teplota v Kelvinech, Ro je referencni odpor, R je aktualni hodnota odporu

a koeficienty A,B,C a D upravuji strmost pribéhu podle typu termistoru, tyto

koeficienty jdou jednodusSe dohledat v dokumentaci k urcitému termistoru. Pokud

je vdokumentaci ktermistoru uveden pouze tzv. beta faktor je vySe zminéna

rovnice upravena do tohoto tvaru:
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1 1 1 R (2.2)

T= T_o + ElnR—0
Kde To odpovida teploté pri, které ma termistor hodnotu referencniho odporu Ro
a Bje beta faktor. Vypoctena teplota je uloZena do vektoru spolu s predeslymi
4 hodnotami a je vypocitan priimér z téchto teplot. Tento primér je zobrazen na
displeji jako aktualni teplota ¢idla, dale je aktualni teplota porovnana s nastavenou
a pokud je vyssi, neZ ona nastavena teplota je vyslan signal z Arduina ktery otevie
unipolarni tranzistory a Peltierovymi ¢lanky zacne protékat proud, ktery zpusobi
teplotni rozdil na jeho stranach, ktery je vyuzivan k ochlazovani chladicich blokt
a média v nich proudicich.

Obr. 2.8: Tieti stupein menu
Posledni stupen slouZi jako potvrzeni, pokud chce uzivatel zménit teplotu.

Obr. 2.9: Ctvrty stupeni
Hodnota nastavené teploty a pozice v menu je ukladana do EEPROM paméti.

Tudiz i po vypnuti, ziistane zafizeni v tom menu, ve kterém bylo pfed vypnutim
a nastavena teplota je znovu nactena. Diky tomuto menu a uchovavani hodnot je
prace s pristrojem velice jednoducha a intuitivni.

2.2.3 3D modely

Dale jsem navrhl a vytiskl na své tiskarné izolacni kryt chladicich blokd, skiiniku pro
veskerou elektroniku a spojku ktera umoziuje redukci z vnitiniho primeéru hadice
4 mm na 2 mm vnitiniho primeéru hadice. VSechny modely jsem navrhl v programu
Fusion 360 a vytiskl na 3D tiskarné Creality ENDER 3.

Na Obr. 2.10 je model izola¢niho krytu chladicich bloki. Kryt slouZi k izolaci
a zaroven k upevnéni blokl na svém misté. Kryt jsem navrhoval podle rozlozeni
blokd na CPU chladi¢ich, pticemZ kolem jednotlivych blokl jsem vytvoril 10 mm
mezeru do které pridan izola¢ni material. Kryt je pripevnén k CPU chladi¢im
pomoci stahovaci pasky, ty zajisti pevnost celé konstrukce a minimalni pohyb
chladicich bloki. Dale jsem na krytu vymodeloval drzak, ve kterém je umisténo
vodn{ Cerpadlo.

29



Obr. 2.10: Kryt chladicich blokii
Déle jsem vymodeloval skriniku pro veskerou elektroniku, ktera se sklada ze

dvou kusi. Pfi navrhu jsem se zaméril na to, aby byla skiiiika prfimo ptipojitelna
k 12 V zdroji, ktery slouZi jako napétovy zdroj pro cely systém.

Prvni ¢ast skriiiky (Obr. 2.11) je hlavni konstrukce, ktera je dale nasunuta na
zdroj napéti a upevnéna dvéma Srouby. Na Celni strané skrinky jsou otvory slouZici
pro samovolné proudéni vzduchu. Na dnu skrifiky jsou vystupky slouZici pro
zasunuti DC/DC step-down meénice, dale jsou na dnu vystupky, do kterych je
nasunuto Arduino UNO, ty zde plni stejnou funkci jako vystupky pro DC/DC step-
down ménic, a to upevnéni prvki na svém misté. Dale se na jedné strané nachazi
otvory pro kolébkovy 2-pélovy spinac, ktery slouZi pro jednoduché zapnuti
avypnuti zdroje, napajeci EURO konektor, ten je zde pro moZnost odpojeni
napajeciho kabelu, USB-B port, ktery slouZi pro pripojeni Arduina k pocitaci, diky
tomu je moZna jednoducha tprava kédu, bez nutnosti vytahovat Arduino ze skiinky,
a otvor pro zbyvajici kabely, které vedou k chladicimu okruhu. Ve vSech rozich se
nachdazi otvor pro Sroubky, slouzici k pevnému spojeni obou ¢asti skrinky.
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Obr. 2.11: Prvni ¢ast skrinky na elektroniku
Na druhé ¢asti skrinky (Obr. 2.12), ktera slouZi jako viko, se nachazi otvor pro
displej a klavesnici. Displej na viku drzi diky presnému navrhu, ov§em pro zajiSténi
pevnosti je jeSté navic prilepeny kviku lepidlem. Membranova klavesnice ma
samolepici povrch, diky némuZ drzi na svém misté. Ve vSech rozich je otvor pro
Sroubek, jimzZ jsou obé €asti krytu pevné spojeny.

Obr. 2.12: Druha c¢ast skrinky na elektroniku
Na Obr. 2.13 je model spojky pro redukci hadice z vnitiniho priméru 4 mm

na 2 mm. Na jedné strané je mechanismus pro nasunuti hadice, zatimco druhé je
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zavit, do kterého je nasroubovana rychlospojka pro hadice s vnéjSim primérem
4 mm, totozna rychlospojka je naSroubovana v insertu tiskové hlavy.

Obr. 2.13: Redukce hadic

2.2.4 Vysledek chlazeni

Po sestaveni celého okruhu jsem uskutec¢nil kontrolni méreni. Jedno méreni bylo pri
nastaveni velice nizké teploty, tak aby ji systém nebyl schopny dosahnout. Méreni
jsem provadél pri minimalnim napéti na vodnim cCerpadlu (3 V), toto napéti jsem
nastavil, protoze nizsi otacky pumpy budou mit mensi vliv na tiskovou hlavu
anebudou zanaset artefakty do tisku, které by mohly byt spojeny s vibracemi
pumpy. V nddobé jsem kazdou piil minutu méril teplotu chladiciho média, v mém
pripadé to byla voda. Namérené hodnoty jsem zpracoval do grafu na Obr. 2.14.
Teplota s pribyvajicim ¢asem klesala, pricemz kolem 36 minut se teplota ustalila na
hodnoté bliZici se 1,8 °C. Na této teploté se hodnota ustalila a kolisala pouze s malou
odchylkou #0,1 °C.

Prabéh ochlazovani chladiciho média pfi plném vykonu
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Obr. 2.14: Priibéh ochlazovani chladiciho média pii plném vykonu
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Ve druhém méteni jsem nastavil teplotu na hodnotu nizsi nez 8 stupid, ktera
je vhodna pro tisk materialdi, které s nartlistajici teplotou gelovati. Zvolil jsem 3 °C,
coZ je zaroven teplota vhodna pro testovani zatiZeni a stalosti systému. Napéti na
Cerpadle bylo stejné jako v minulém méteni, také meérici aparatura zlistala stejna
(Obr. 2.2). Namétené hodnoty jsem zpracoval do grafu na Obr. 2.15. Teplota, nez
dosahla poZadované hodnoty, s uplynulym casem klesala. Po dosahnuti nastavené
teploty je mozné sledovat v priibéhu mirné oscilace, kolem nastavené teploty. Tyto
oscilace (+0,9 °C) jsou zpisobeny dynamikou systému, zvlasté ohifevem chladici
kapaliny v okruhu a regulaci spinani.

Pribéh ochlazovani chladiciho média pfi nastaveni 3 °C
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Obr. 2.15: Priibéh ochlazovani chladiciho média pii nastaveni 3 °C

2.3 Tisk vice hydrogelii v jedné uloze

Tiskovd hlava biotiskarny GeSim-BioScaffolder (Obr. 2.16) obsahuje dvé
samostatné tiskové hlavy a je schopna tisknout dva rtzné hydrogely najednou.
Mnou navrzend modifikace tiskdrny pomoci insertu tiskové hlavy a chladiciho
okruhu zachovava moznost tisku dvou rtiznych hydrogelt najednou, ovsem pri tisku
dvou termolabilnich hydrogelti najednou je nutné zdvojeni celého systému, to
znamena vloZeni insertu do kazdé tiskové hlavy a pripojeni kazdé tiskové hlavy
na svlj vlastni chladici okruh. Toto FeSeni je vhodné zvlasté pri tisknu dvou
termolabilnich hydrogell s riznymi CST.
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Druhd moznost feSeni je pripojeni jednoho chladiciho okruhu a propojeni

tiskovych hlav. Pfi tomto reSeni lze ovSem regulovat teplotu pouze jedné tiskové

v

hlavy.

Obr. 2.16: Detail tiskové hlavy GeSim-BioScaffolder

2.4 Diskuze

Zadanym ukolem v této bakalarské praci bylo vytvoftit rozsireni tiskové hlavy pro
tisk termolabilnich hydrogelt. Ptfi feSeni tohoto problému jsem se rozhodl pro
nadstavbu soucasné tiskové hlavy pomoci insertu a ptidavného chladiciho okruhu.

Mnou navrzené reSeni se sklada z insertu a chladiciho okruhu. Insert je
presné navrZen na rozmeéry biotiskarny GeSim-BioScaffolder a pouze se jednoduse
zasune do stavajici tiskové hlavy. Chladici médium je ochlazovano mimo zarizeni
GeSim-BioScaffolder a do insertu je privadéno pomoci hadic. Diky tomuto fesent je
do tisku zanaSeno co nejméné artefaktii spojenych se systémem chlazeni. Zatizeni
obsahuje displej a membranovou klavesnici pro jednoduchou manipulaci
s chladicim systémem. Minimadlni stabilni teplota, na kterou je schopné zarizeni
chladici médium vychladit je 1,8 °C. Pfi nastaveni teplot vyssich je zarizeni schopné
tuto teplotu s mirnymi oscilacemi udrZet. Teplota pfi ustaleni kolisala mezi 2,6 °C a
4,4 °C.

Navrh lze obohatit o dalsi stupen chlazeni a tim sniZit minimalni teplotu
chlazeni. Oscilace kolem nastavené teploty se d4 omezit naptiklad ptridanim PID
regulace.
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3 ZAVER

V této bakalai'ské praci jsem popsal diilezité vlastnosti biomateriali pro 3D biotisk.
Dale jsem popsal nejcastéji vyuzivané hydrogely pro 3D biotisk, se zamérenim na
termolabilni. Vypracoval jsem literarni resersi nejcastéji vyuzivanych modalit pro
tisk 3D biotisk, moZnosti chlazeni tiskové hlavy a navrhnul idealni vybaveni pro 3D
biotisk termolabilnich hydrogelt.

Prakticka c¢ast se zabyvala upravou stavajici tiskové hlavy GeSim-
BioScaffolder na tistavu Ustavu histologie a embryologie Masarykovy unizerzity.
Zadany problém jsem se rozhodl reSit modifikaci stavajici tiskové hlavy pomoci
navrzeného insertu a chladiciho okruhu s moZnosti rizeni teploty. Pfi navrhu jsem
se zaméril na zachovani soucasné moznosti pouziti dvou tiskovych hlav pri jedné
tiskové uloze a jednoduchost ovladani celého systému. Konec¢né reSeni jsem
otestoval a zhodnotil vysledky.

Vysledné zarizeni dosahuje dostacujich vysledkili, mozného zlepSeni by se
dalo dosahnout lepSim ustalenim teplot nebo nizsi minimalni teplotou.
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Seznam symbolt, velicin a znacek

CST
ECM
PEG
FDM
SLA
SDA
SCL

Critical solution temperature
Extraceluarni matrix
Poly(ethylen glycol)

Fused deposition modeling
Stereolitografie

Serial data signal

Serial clock
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Seznam priloh

Datové prilohy (viz ptiloZené CD):

Priloha 1
Priloha 2
Priloha 3
Priloha 4
Priloha 5
Priloha 6

Program pro fizeni teploty
Model insertu (1,98 mm)
Model insertu (1,27 mm)
Model krytu chladicich bloki
Model skrinky na elektroniku
Model redukce hadic
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