VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA ELEKTROTECHNIKY
A KOMUNIKACNICH TECHNOLOGII

FACULTY OF ELECTRICAL ENGINEERING AND COMMUNICATION

USTAV BIOMEDICINSKEHO INZENYRSTVI

DEPARTMENT OF BIOMEDICAL ENGINEERING

TISKOVE HLAVY PRO 3D TISK HYDROGELU S NizKOU
VISKOZITOU

EXTRUDER HEAD FOR 3D BIOPRINTING OF LOW VISCOSITY HYDROGELS

BAKALARSKA PRACE
BACHELOR'S THESIS

AUTOR PRACE Vaclav Havlicek
AUTHOR

VEDOUCI PRACE Ing. Josef Jaro$, Ph.D.
SUPERVISOR

BRNO 2018



VYSOKE UCENI FAKULTA ELEKTROTECHNIKY

TECHNICKE A KOMUNIKACNICH
V BRNE TECHNOLOGII

Bakalarska prace

bakalarsky studijni obor Biomedicinska technika a bioinformatika
Ustav biomedicinského inZenyrstvi

Student: Vaclav Havlicek ID: 174501
Rocénik: 3 Akademicky rok: 2017/18
NAZEV TEMATU:

Tiskové hlavy pro 3D tisk hydrogela s nizkou viskozitou

POKYNY PRO VYPRACOVANI:

1) Provedte literarni reSersi dostupnych modul 3D tisku se zaméfenim na extruzi hydrogeld o nizké viskozité. 2)
Navrhnéte optimalni vybaveni pro tisk 3D struktur. 3) Navrhnéte a realizujte pomoci 3D tiskarny vhodnou tiskovou
hlavu pro tisk vice hydrogell v jedné Uloze. 4) Navrhnéte a realizujte také elektronickou ¢ast pro ovladani tiskové
hlavy. 5) Provedte diskusi ziskanych vysledk(l a zhodnotte U¢innost a vyuZitelnost FeSeni.

DOPORUCENA LITERATURA:

[1]1 ATALA Anthony, YOO J. James. Essentials of 3D biofabrication and translation. 1st ed. Academic Press,
2015. ISBN 978-0128009727.

[2] CANESSA Enrique, FONDA Carlo, ZENNARO Marco. Low-cost 3D Printing for Science, Education and
Sustainable Development. 1st ed. ICTP, 2013. ISBN 92-95003-48-9.

Termin zadani: 5.2.2018 Termin odevzdani: 25.5.2018

Vedouci prace: Ing. Josef Jaro§, Ph.D.
Konzultant:

prof. Ing. Ivo Provaznik, Ph.D.
predseda oborové rady

UPOZORNENI:

Autor bakalarské prace nesmi pfi vytvareni bakalarské prace porusit autorska prava tretich osob, zejména nesmi zasahovat nedovolenym
zpusobem do cizich autorskych prav osobnostnich a musi si byt piné védom nasledkd poruseni ustanoveni § 11 a nasledujicich autorského
zakona €. 121/2000 Sb., v€etné moznych trestnépravnich disledkd vyplyvajicich z ustanoveni ¢asti druhé, hlavy VI. dil 4 Trestniho zakoniku
€.40/2009 Sb.

Fakulta elektrotechniky a komunika¢nich technologii, Vysoké uceni technické v Brné / Technicka 3058/10 / 616 00 / Brno



ABSTRAKT

V této bakaladrské praci se vénuji 3D biotisku v tkanovém inzenyrstvi a rozebirdm pou-
zivané materialy a technologie, které Ize pro 3D biotisk vyuzit. V praci je také obsazena
diskuze vybaveni pro 3D biotisk a soucasné vyzvy 3D biotisku metodou extruze. V prak-
tické ¢asti je navrzeno fesSeni extruzivniho 3D biotisku nizkoviskéznich hydrogeli pomoci
hydraulické pumpy, vlastni tiskové hlavy a chladiciho okruhu.

KLICOVA SLOVA

3D biotisk, tkanové inzenyrstvi, hydrogely, extruzivni metoda

ABSTRACT

In this bachelor thesis | deal with 3D bioprinting for tissue engineering and analyze
used materials and technologies that can be utilized for 3D bioprinting. The paper also
includes a discussion of 3D bioprinting equipment and the current challenges of extrusion
3D bioprinting. In the practical part, a solution of complex system for extrusion 3D
bioprinting of low viscosity hydrogels is proposed using a hydraulic pump, a print head
and a cooling circuit.
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UVOD

3D tisk, neboli aditivni vyroba je technologie, ktera hlavné v poslednich patnécti
letech otfasd nejen technickym svétem (napf. rapid prototyping), ale uz se Sifi i
za jeho hranice. Je to hlavné diky jednoduchosti, rychlosti a zaroven dostatecné
presnosti, s jakou je mozné tisknout“.

Novinkou neni ani moznost vyuziti této technologie ve zdravotnictvi a mediciné,
s ¢imz samozrejmé souvisi pouziti laboratorni a vyzkumné. Ve chvili, kdy mluvime o
této sfére vyuziti, pouzivame vétsinou vyrazu ,.3D biotisk“. Mimo jiné se 3D biotisk
vyuziva i v tkanovém inzenyrstvi k tisku bunéénych struktur a nosi¢ii. Vzhledem ke
komplexnosti je zde ovsem mnoho komplikaci, a to jak ve volbé tiskové technologie,
tak ve volbé materialu, jeho spravné koncentrace atd. Naroc¢nost na 3D biotisk se
zvysuje zvlasté ve chvili, kdy jsou soucésti tisknuté smeési i bunky.

Této a dalsi problematice 3D biotisku, véetné popisu jednotlivych technologii,
vénuji prvni (teoretickou) ¢ast mé bakalaiské prace. V ¢asti druhé (praktické) se
poté vénuji vlastni upravé 3D biotiskdrny tak, aby vyhovovala pozadavkim na ni
kladenym v poli tkanového inzenyrstvi. V rdmci této bakalarské prace jsem navrhl a
zkonstruoval systém pumpy a tiskové hlavy véetné ovladani a chlazeni, ktery slouzi

pro tisk hydrogeli s nizkou viskozitou.



1 TEORETICKA CAST STUDENTSKE PRACE

1.1 Tkanové inzenyrstvi

V lidském organismu maji tkané a organy riznou moznost regenerace. Zatimco tfeba
jatra dortistaji“ i ze tretiny ptivodni velikosti, plicni tkan tuto schopnost nema. Re-
generaci tkani a jejich funkci se vénuje regenerativni medicina. Tkanové inzenyrstvi
je pak oborem, ve kterém jde o kombinaci mediciny, biologie a technickych véd, a
jehoz cilem je vyvoj umélé tkané.

Jednim z pristupt tkanového inzenyrstvi je pouziti néjakého tkaninového nosice,
podkladu (scaffoldu), na ktery jsou poté buriky vysazeny, a kultivovdny in vitro.
Nosi¢ by mél byt idedlné porézni, aby se skrz né¢j dostavala k bunkam vyziva, ale
zaroven by mél usmérnovat a ridit rist bunék. Nosic¢ tedy vyzaduje pomérné slozi-
tou vnitini 1 vnéjsi strukturu. Avsak dulezité je také rozlozeni bunek v materidlu,
coz nelze pri osazovani nosicti jednoduse zajistit, nicméné lze k tomuto ucelu vyuzit
medoty 3D tisku (resp. 3D biotisku, jak je nazyvan 3D tisk za pouziti biologic-
kych materiali a bunék). Zde mluvime o pfimé metodé, kdy zaroven vznika nosic
i prostorové rozlozeni bunék v nosi¢i. Mezi vhodné materialy k tomuto ucelu patii

hydrogely, které obsahuji bunky a po vytisknuti jsou pripraveny ke kultivaci.

1.2 Hydrogely

Zatimco v klasickém 3D tisku je vétsinou ,inkoustem® plast, v 3D biotisku a tkano-
vém inzenyrstvi se pouzivaji nejcastéji hydrogely, tedy gely s vysokym obsahem vody.
Praveé schopnost vazat a zadrzovat vodu je jednim z hlavnich divodi jejich pouziti,
protoze bunky pro svoje preziti vodnaté prostredi potiebuji, a to z davodu vymény
zivin, odpadnich latek a také pro mezibunéénou komunikaci. Hydrogel vznika poly-
merizaci - at uz chemickou, nebo fyzikalni.

Hydrogely bychom mohli rozdélit na dvé skupiny podle jejich ptvodu, a to na
syntetické a prirodni. Mezi nejvice pouzivané pro tkanové inzenyrstvi patii poly-
ethylenglykol (PEG) derivaty, napt. PEG dimethakrylat (PEGDA). Nejcastéjsimi
prirodnimi hydrogely v tkanovém inzenyrstvi jsou potom kolagen, kyselina hyalu-
ronova, alginat a fibrin. Pfirodni hydrogely maji - diky svému ptivodu - nespornou
vyhodu. Bunky do nich nasazené maji receptory pro biomolekuly, ze kterych jsou
tyto hydrogely tvoreny, a tak mohou s materidlem interagovat a pretvaret ho. Hydro-
gel také ovlinuje chovani bunék - jejich proliferaci, migraci, ale i fyzikalni a chemické
vlastnosti.

Syntetické hydrogely obvykle nenabizeji vazebna mista, ale jejich modifikaci je



lze vytvaret podle konkrétni potieby. Pridanim peptidovych sekvenci - které slouzi
pravé jako vazebna mista pro burnky - nebo ristovych faktora (ty ovliviiuji bunéénou
diferenciaci s cilem produkovat urcity druh tkédné) potom muzeme tento deficit mi-
nimalizovat, nebo naopak ovlivnit proliferaci a cilené ovlivnit urcité signalni drahy.
2

1.2.1 Vyuziti hydrogelt v TI

Hydrogely by mély splnovat fyzikalni, chemické a biologické podminky, stejné jako
musi byt dobfe modifikovatelny a tvarny. Pravé hydrogely se tomuto ideadlnimu ma-
terialu blizi, a to i diky tomu, Ze jsou svoji strukturou podobné extracelularni matrix.
Vzhledem k tomu, Ze nosi¢ (scaffold) je vlastné ndhradou extraceluldrni matrix, je
tato podobnost vice nez potiebnd. [3] Nosi¢ nemusi jenom drzet butiky usporadané
v urcité 3D strukture, ale vyhodnou vlastnosti nosice je i schopnost indukovat u nich
rist, umoznit jim vzajemnou komunikaci a poskytovat moznost vyzivy. Proto neni
dilezity jen typ materialu, ze kterého je nosi¢ vytvoreny, ale také jeho struktura,
velikost jeho pori a kanali.

Co se tyce vyuziti 3D biotisku v tkanovém inzenyrstvi, hydrogely maji nespornou
vyhodu v tom, ze je mozné je tisknout tekuté a béhem tisku samotného je bud

fyzikalné, chemicky, nebo kombinaci obou technik polymerizovat.



1.3 Vlastnosti hydrogelt urcenych k 3D biotisku

1.3.1 Fyzikalni kritéria

Jednim z prvnich kritérii je optimalni viskozita jak pred tiskem samotnym, a to z
divodu dobrého vmichani bunék do materialu, tak béhem tisku - kvili dobrému
pohybu materidlu v tiskové soustavé, nezavisle na metodé tisku. Se zvysujici se
viskozitou muze dochézet k smykovému (tecnému) napéti, které vyvolava stres bu-
nek, jenz vede az k bunécéné smrti, a tak snizuje viabilitu. Na druhou stranu by mél
idealni material ihned po vytisténi sitovat a ztuhnout, aby si zachoval vytvoreny
tvar a nedochazelo k destrukei pri pokladani dalsich vrstev materialu.

Vyhodu pro 3D biotisk nabizeji materidly pseudoplastické. Pseudoplasticita je
vlastnost, ktera s viskozitou velmi tzce souvisi. Fyzika rozdéluje latky podle zmény
jejich viskozity v zavislosti na smykovém napéti na Newtonovské a Nenewtonov-
ské tekutiny. Newtonovské tekutiny jsou takové, pro které plati Newtontv zakon

viskozity

dug,
T=n i

(1.1)

kde 7 je smykovym napétim, u rychlosti toku, x souradnici ve sméru kolmém na

smér proudéni a 1 dynamickou viskozitou, ktera je pro danou teplotu konstantni.

Tab. 1.1: Porovnani viskozit obecné znamych kapalin a alginatu, vSe pri standartnich

podminkach [4] Rozdilna viskozita algindtu souvisi s jeho molekulovou hmotnosti.

[5]

latka viskozita [mPa.s]
mléko 2
dzus 50
alginat 4% 6 - 800 [5]
jogurt 150
repkovy olej 160
med 1400

Pseudoplastické kapaliny jsou potom takové, pro které s rostoucim smykovym
napétim klesa viskozita. To pri tisku znamend, ze pti priuchodu tryskou, kdy vzristéa
smykové napéti, klesa viskozita, a tedy hydrogel je ,tekutéjsi“. Po vytisténi smykové
napéti opét klesa a roste viskozita, diky ¢emuz roste rozliseni tisknuté struktury -
hydrogel dobfe drzi tvar a jsme schopni z néj vytvorit 3D strukturu. Pseudoplas-

ticita je proto pro 3D biotisk velmi duilezitou a prospésnou vlastnosti. Bunky jsou
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v hydrogelu pted tiskem rovnomérné rozlozeny a toto rozlozeni si diky dostatecné
viskozité udrzi.

Diilezitym fyzikalnim parametrem je teplota, pri niz je material viskozni, sifuje
atd. Tento parametr je dilezity vzhledem k tiskové metodé, kterou pouzivame, a také
vzhledem k bunkam. Pokud bude prilis nizka nebo prilis vysoka, pak vystavujeme
bunky zbytecnému teplotnimu stresu. Na druhou stranu je nutno teplotu posoudit i
vzhledem k uzivanému hydrogelu, protoze bude potfeba material chladit, potazmo
zahtivat.

Metoda polymerizace (sitovani) je dalsim faktorem. Polymerizace se muze prova-
dét zménou teploty,ale neni vhodné pouzivat teploty ptilis vysoké(nad 42°C). U mno-
hych materialu lze pouzit sekundérni (dodateéné) sitovani, a to bud fyzikalni, nebo
chemické. Jednou z moznosti fyzikdlniho sitovani je primichani fotocitlivé slozky do
hydrogelu, po vytisténi se pak struktura vytvrzuje svétlem o urcité vinové délce,
obvykle jde o ¢ast spektra UV zafeni. To vSak muze zpusobovat DNA zlomy u osvi-
cenych bunék. Chemické sifovani - napt. alginadtové struktury jsou obvykle sméaceny
v roztoku CaCls, ktery strukturu vytvrzuje. Nad 100 mM mutze byt pro bunky
toxicky.

Poslednim kritériem je Youngiiv modul pruznosti, ktery popisuje tuhost mate-
rialu, a to na zékladé poméru tlaku a deformace objektu. Cim je Youngtv modul
vyssi, tim je objekt - v nasem pripadé nosi¢ - tuzsi, a tedy méné deformovatelny.
Bylo dokazano, ze bunky reaguji na tuhost nosic¢e. Pokud je podobna tuhosti tkané,

diferencuji optimalné. [6] Tuto veli¢inu lze Fizené ovliviiovat stupném polymerizace.

1.3.2 Biologicka kritéria

Biologickymi faktory, které je nutné zahrnout, je hlavné podobnost extracelularni
matrix, kterd je prirozenym prostfedim bunék. Toho lze dosdhnout integraci sprav-
nych vazebnych motivi, rustovych faktort atd. Aby mohly bunky v nosi¢i po vy-
tisténi spravné fungovat, potiebuje byt materidl dostatecné porézni. Nejenom z di-
vodu jako je difuze zivin a odvod odpadnich latek, ale i kvuli spravné komunikaci
bunék. Stejné tak by mél byt hydrogel degratovatelny. Rychlost rozkladu hydrogelu
by méla odpovidat rychlosti vytvareni extracelularni matrix bunkami - tim padem
se nerozpadne vytiSténa struktura, ale degradovany hydrogel je postupné nahrazen

extracelularni matrix, kterou v mezicase bunky vyprodukuji.
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1.4 Prirodni a syntetické hydrogely

Kolagen

Kolagen je jeden z nejpouzivanéjsich materidlti pro vyrobu bunéénych substrati.
Je totiz Castou soucasti extraceluldrni matrix u vétsiny tkani. Jeho nespornou vy-
hodou je i dobte zvladnuty proces izolace a vyroby. Hlavni vlastnosti kolagenu je,
ze je strukturdlnim proteinem, na ktery se vazou dalsi adhezivni proteiny - napf.
fibronektin, laminin, atd. Pokud je ale pouzivan ¢isty (100%) kolagen, pak muze do-
chéazet ke snizenému pohybu a migraci bunék, a to kvuli prilisné prilnavosti. In vivo
neni nikdy tkan tvorena pouze kolagenem, je jen jednou z mnoha soucasti tkané.
Mezi jeho dalsi nevyhody patii vyskyt hydrofobnich peptidl, které pak zamezuji
spravnym bunéénym vyménam, a muzou vést k bunécéné smrti. I ptes tyto divody
a rizika je porad velmi pouzivanym materidlem pro kultivaci bunéénych struktur,
nicméné do budoucna se da oc¢ekavat vyvoj novych hydrogeli, které budou kromé

kolagenu obsahovat i dalsi slozky extracelularni matrix. [7]

Zelatina

Zelatina je smési peptidovych sekvenci, derivitem kolagenu vznikajici jeho dena-
turaci, diky ¢emuz se lehceji rozpousti v roztocich. I kdyz si stale zachovava gelové
vlastnosti pti nizsich teplotach, narozdil od kolagenu taje okolo 32°C, coz znemoznuje
jeji pouziti pti fyziologické teploté. Pro toto vyuziti je pak nutné provést modifikace
zelatiny, jako je napriklad alternativni moznost sifovani pomoci transglutamindz,

nebo kombinace s jinymi typy materiali. [7]

Alginat

Alginat je prirodnim polysacharidem ziskdvanym z motskych ras. V tkanovém inze-
nyrstvi je hojné vyuzivan zvlasté kvili snadnému formovani hydrogelu. Jde o vpo-
staté okamzité sesifovani reakci sodno-vapenatych iont. Bez dalsich modifikaci je
algindt (podobné jako syntetické hydrogely) vpodstaté inertni pro savéi buriky a je
mozné jej modifikovat pro zvyseni adheze a preziti bunék. K sifovani algindtu se

pouziva CaCly, ktery vsak ve vysokych koncentracich muze byt cytotoxicky. [7]

Fibrin

Tento polymer vznika z fibrinogenu za pomoci trombinu, je prirozenou soucasti
lidského téla, kde napomahd shlukovani krevnich télisek pri tvorbé srazenin. Prave
diky tomu, Ze je pfirozenou soucasti plazmy (odkud se také ziskavd), je vhodny pro

pouziti v tkanovém inzenyrstvi a nemusime se bat odmitnuti lidskym télem.
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Syntetické hydrogely

Jak jsem jiz psal, syntetické hydrogely maji vyhodu i nevyhodu v chybéjicich vazeb-
nych mistech. Nevyhoda je nutnost hydrogely modifikovat, coz se ale hned obraci ve
vyhodu. Diky tomu mame moznost urcit, jakd vazebna mista chceme v gelu mit, a
tim padem ,,programovat‘ bunky. Lze tidit napt. jejich proliferaci, diferenciaci nebo
i preziti jednotlivych typt bunék.

Polyethylen glykol (PEG) je hydrofilni materiél. Je povazovan za jeden z nejlep-
sich syntetickych hydrogelii pro pouziti v tkanovém inzenyrstvi, a to i kvili dobré
modifikaci konce jeho fetézce. Modifikovat 1ze akrylaty nebo methakrylaty k formo-
vani polyethylen glykol dimethakrylatu (PEGDA), ktery je pouzivany hlavné diky
jeho schopnosti dobfe pojmout bunky. [§]

PVA, neboli polyvinyl alkohol, je dalsim ze syntetickych hydrogeli. Miuze byt
polymerizovan bud fyzikalné, a to fotopolymerizaci, nebo chemicky - reakci s mo-
noaldehydy. Diky volnym alkoholovym skupindm se na néj dobre vazou biologické
molekuly. PVA muze byt polymerizovan spolecné s PEG, ¢imz vznika biologicky
odbouratelny hydrogel, ktery degraduje rychleji nez PEG, ale zaroven pomaleji nez
PVA.
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1.5 Metody manipulace s hydrogely

Co se tyce vytvareni struktur ve tkdnovém inzenyrstvi, jsou dvé hlavni moznosti.
Prvni je neprima, kdy nejprve vytvorime nosic, ktery se sekundarné osadi bunkami.
Druhou cestou je potom priméa metoda, pri které se cileny tvar a struktura vytvareji
jiz primo s bunkami rozptylenymi v materidlu nosice. Obé tyto metody maji svoje
vyhody i nevyhody a obé se pouzivaji pri riznych metodach a technologiich vyroby
nosicl. V této praci se budeme zamérovat zejména na moznosti primych metod tisku
hydrogelu s bunkami.

vyroby (tisku) i materidlu nosice. Je to hlavné kvili viabilité bunék. Z toho divodu
je potieba, aby hydrogel ze kterého budeme nosi¢ pripravovat, poskytoval buice

prostfedi podobné extracelularni matrix.

1.5.1 Planarni Inkjet

Odparovant Piezotlen
> Q%

Zahfivani .
Piezotlanek

Vytvafeni kapek vytvarejici kapky

Obr. 1.1: Metody inkjet biotisku [13]

Jiz vysSe jsem zminoval tvarovou naroc¢nost nosice, kdy je nutné citlivé a presné
pracovat s materidlem, tj. hydrogelem, pro vytvoreni a splnéni vSech pozadavkii.
Jednou z cest, jak toho dosahnout, je Inkjet Biotisk, ktery byva nazyvan i drop-
by-drop, neboli drop-on-demand (DOD) tiskem. Tato technologie je pouzitelné jak
pro vytvareni 2D, tak 3D struktur. Cely princip je opravdu velmi podobny klasické
inkoustové tiskarné, kdy je na podlozku nanasen material kapku po kapce, podle
predem daného pocitacového modelu. Tato metoda je vhodna zvlasté pro malé tis-
kové objemy, ale na druhou stranu nabizi vysoké rozliseni. Co se tyce vytvareni
kapky samotné, vyuzivaji se dvé technologie. Jedna kapku oddéluje pomoci odparo-
vani, zatimco u druhé je kapka oddélena piezoelektrickym ¢lenem, ktery expanduje
a kapku tlakem oddéli. [§]
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1.5.2 Elektrospinning

Pokud se bavime o vyrobé tkaninového nosice, pak je zdhodno uvést i technologii
elektrospinningu, diky které lze vyrabét vlakna v rozmérech nanometru az mikro-
metru, kterd vynikaji zvlasté dobrym pomérem plocha/objem, volitelnou porézni
strukturou a samoziejmé pravé nanorozmery.

Technologie elektrospinningu je pomérné jedoduchd, jde o pouziti elektrostatic-
kych sil vybuzenych stejnosmérnym proudem s vysokym napétim (velikosti desitek
kV) k formaci vldken z polymeri, a to na principu prekonéni sil povrchového napéti
roztoku polymeru.

V soucasnosti se pouzivaji dva pristupy, a to vertikalni a horizontalni. Rozdil je
v umisténi podlozky, na kterou je vlakno spradano, jinak je princip stejny. Mame
injekéni stifkacku umisténou v ovladatelném pistu (pumpé) - jehla stiikacky je na-
pojena na zdroj napéti, stejné jako podlozka. Po sepnuti zdroje a spusténi pumpy
je polymer ze stiikacky elektrickou silou zptsobenou rozdilem napéti pritahovan
na podlozku, pricemz vznikaji nanovlakna. Elektrospinning se provadi pri po-
kojovych teplotach a atmosférickych podminkéch, coz znac¢né ulehcuje provedeni
procesu, i kdyz nékteré zdroje [10] doporucuji pouzivat dobte ventilované prostory

(kvuli vyparam).

B

Nahodné usporadana viakna

Polymer v pumpé
Zdroj &

vysokého napéti ..}

Zarovnana vlakna

b
Oto¢ny buben, na ktery se ukladaji viakna

Ukladani vlaken

Obr. 1.2: Vertikalni (A) a horizonalni (B) elektrospinning [11]

Vertikalni pristup (viz. Obr. 1.3 ) je méné narocny, ale vldkna nemaji jednotné
usporadani, zatimco pristup horizontalni je vyhodny hlavné diky linedrnimu uspo-
radani vlaken, i kdyz navic vyzaduje tocici se valec, na ktery je polymer zachycovan

a kde vznikaji nanovldkna.



Electrospinning s zivymi bunkami

Electrospinning s zivymi bunkami je mozny, i kdyz pomérné narocny. Zaprvé je
nutné udrzovat bunky v dobrém prostiedi, aby ,nevyschly“, a proto je béhem sbi-
rani vlakna valec namacen do média. Je potieba myslet i na velikost prochéazejiciho
proudu a uzpusobit cely systém tomu, aby bunky elektricky proud nezabil. Dalsim
rizikem je roztrhnuti vlakna v misté bunky kvtli rozdilné hustoté. Na otacejicim se
valci by také mohlo dochéazet k ,odpadavani® bunék, a proto je dobré mit na jeden

valec vedeno vice vlanek pod ruznym thlem. [12]

16



1.6 3D biotisk a jeho technologie

3D biotisk je 3D tiskem s pouzitim ,naplni® z biologického materialu a bunék, a to v
nékolika moznych technologiich a variantach. Diky 3D biotisku miizeme vyrabét jak
nosice, tak i nosice s bunkami, a to riznych materiali, a jak homo, tak heterologni.
Pro 3D biotisk je pottfeba, stejné jako u klasického 3D tisku, mit vyrobenou pred-
lohu v CAD (Computer Aided Design) systému v pocitaci, kterd je pak softwarem

prevedend na kod udavajici tiskarné instrukce nutné k tisku a pohybu tiskové hlavy.

3D inkjet

Tuto technologii jsem uvadél uz vyse, protoze je Siroce vyuzivana i co se tyce 2D
tisku. Jeji naro¢nost s pridanim tieti dimenze roste, je potieba aby hydrogel rychle
polymerizoval, a tak mohly byt dalsi kapky pridany do rostouci struktury, a to bez
hrozby jeji zhrouceni nebo ztraty kvality tisku (tiskového rozliSeni). Vyssi slozitost
se samozrejmé tyka i tiskového planu modelu, kdy je pro 3D tisk potfeba mnohem

vvvvvv

technologie odparovani, tak piezoelektricka.

Laserem asistovany biotisk

Tato metoda 3D biotisku byla ptivodné vyvinuta pro upravu kovii pii vyrobé mikro-
¢ipt, a to hlavné kvili svému vysokému rozliseni, ale rychle si nasla uplatnéni ve sfére
tkdnového inzenyrstvi, a to i na bunécéné trovni. Na rozdil od ostatnich neni ptilis
vhodné pro tisk nosice i s bunkami, ale naopak je velmi dobra pro osazeni jiz vy-
tvoreného nosi¢e bunécnou strukturou. Celé technologie je zalozena na smérovaném
pulzujicim laserovém paprsku, ktery osvétluje sklenénou desku. Na spodni strané
této desky je nanesena transportni vrstva (napr. zlato, titan), na niz je aplikovan
biologicky materidl (v ptipadé biotisku). Ve chvili ozéfeni sklenéné desky laserem
je energie foton predana skrz sklo na transportni vrstvu, ktera energii pohlti, za-
hieje se a v biovrstvé se vytvori kapka materidlu. Ta se poté oddéli a dopadne na
podlozku. Pohybovat se muze jak laser, tak deska nebo podlozka. Biologicka vrstva
muze byt tvorena biopolymery nebo proteiny a muze obsahovat i bunky. [7]
Vyhodou této technologie je absence trysky, takze nehrozi ucpani, jako je tomu
jinde. Diky tomu lze k tisku vyuzivat mnohem Sirsi spektrum materialt a jiz se
nemusime omezovat napt viskozitou. Diky transportni vrstvé se nemusime bat ani
snizeni viability bunék kvili ozareni laserem. Rozliseni samoziejmé zavisi jak na vl-
nové délce, tak na modulaci laseru, ale zaroven i na materialu, ktery jsme na desku
nanesli. V ramci biovrstvy jsou faktory ovliviiujici rozliseni hlavné hydrofilni/hydro-

fobni vlastnosti a hustota bunék. [7] Svij vliv ma rozhodné i vzdalenost k podlozce,
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Obr. 1.3: Laserem asistovany biotisk [13]

kdy s rostouci vzdalenosti rozliseni klesa.

Nevyhodou je potom mnozstvi tisténého materidlu, nutnost pripravy skel a cena
celé soustavy. Je samoziejmé mozné tisknout i s vice pripravenymi skly, které se
pti tisku jen vyméni (z duvodu ,vycerpani zasob“ biovrsty), ale tato metoda v

soucasném stavu neni uréena pro tisk vétsich objemt.

1.6.1 Extruzivni 3D biotisk

V klasickém 3D tisku je dnes asi nejpouzivanéjsi metodou FDM - Fused Deposition
Modeling. Princip je jednoduchy. Plastové vldkno je v tiskové hlavé taveno a poté
pokladéno vrstvu po vrstvé. Diky tomu na podlozce postupné roste 3D objekt. [14]
Biologickou obdobou FDM je pravé tisk extruzi (vylacovanim) - v angli¢tiné
LExtrusion Based Deposition“. Narozdil od FDM neni potreba nic tavit, biomaterial
(v nasem pripadé hydrogel) prichazi do trysky a poté je pokladan na zékladé pohybu
tiskové hlavy. Hydrogel muze byt do trysky tlacen pistem, sSroubem anebo tlakem
vzduchu. I kdyz nedosahuje takového rozliSeni, jako Inkjet nebo Laserem asistovany
biotisk - rozliSeni se uvadi kolem 200 pm [7], tak je vyrazné rychlejsi nez obé uvedené
technologie. Navic neméa problém pracovat s vétsimi objemy tisknutého materialu.
Hydrogel je nutné smérem k trysce néjak pohanét, pricemz nam zaroven zalezi

na minimalnim smykovém napéti, vysoké ovladatelnosti - kviili presnému davkovani

~~~~~

Snekovy systém

Jak je patrné z ndzvu, snekovy systém vychazi ze Sneka (Sroubu), ktery je umis-
tén nad tryskou a svym otacenim zene hydrogel dale. Vyhoda tohoto systému je ve
vysoké ovladatelnosti a dobré funkénosti i pti vyssi viskozité. Slabym mistem sneko-
vého sytému je tisk hydrogelu s rozptylenymi burikami, protoze (zv1asté v blizkosti
trysky) muze dochazet k velkym tlakim a napétim na burky, které mohou vytstit
az k smrti bunky. [7] S naristem zajmu o 3D biotisk se zac¢inaji objevovat i specialni

sneci, které toto riziko minimalizuji.
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Obr. 1.4: Vytlacovani pomoci sroubu [13]

Pistovy systém

Zde lze nalézt vysokou podobnost se systémem sroubovym. U pistu vSak dosahujeme
mirné nizsi moznosti kontroly, navic pistovy systém nepracuje tak dobte s materialy
s vyssi viskozitou. Na druhou stranu dosahuji pistové systémy vyssiho procenta

prezivsich bunék.

E%
@J

Obr. 1.5: Vytlacovani pomoci pistu [13]

Pneumaticky systém

Nevyhodou tohoto systému je urcité zpozdéni mezi zvySenim tlaku a samotnym
vytlacenim materidlu z trysky. Je to zpusobeno hlavné tim, Ze je nejprve nutnd
komprese plynu samotného, ktery pak muze dal hnat materidl z trysky ven. Na
druhou stranu je velkou vyhodou moznost pouziti jak nizko, tak vysokoviskézich
hydrogelti. Samotny systém vytvarejici pneumaticky polstar pak mize byt ulozen
mimo tiskovou hlavu, ¢imz se snizuje fyzicka zatéz hlavy a jeji vibrace, coz ma
prirozené kladny dopad na kvalitu tisku a stavi pneumaticky systém nad systémy

pouzivajici sroub nebo pist.
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Obr. 1.6: Vytlacovani pomoci pneumatického sytému [13]

1.7 Vybaveni pro 3D biotisk

Nez prejdu k praktické ¢asti mé bakalarské prace, chtél bych se jesté zminit o ideal-
nim vybaveni pro 3D tisk biologickych struktur. Vzhledem k tomu jak siroky pojem
,»,3D biotisk® je, tak i idealni vybaveni bude pro jednotlivé technologie a materialy
rozdilné. Proto se budu primarné zamérovat na 3D biotisk nizkoviskéznich hydro-
geltl technologii extruze, ale obcas si dovolim i poznamku k jinym materialim a

technologiim.

1.7.1 Extruzivni metoda

Za nejlepsi v poméru cena/vykon pro praci s nizkoviskéznimi hydrogely povazuji
prave tuto technologii/metodu. Je to z nékolika divodi. Prvnim je cena - jak Inkjet,
tak Laserem asistovany biotisk jsou mnohem nakladnéjsi jak na porizeni, tak na
provoz. Navic tato technologie dosahuje vyhodného poméru co se tyce prostorového
rozliseni vs. mozného tiskového objemu, takze jsme schopni vytisknout i vétsi casti
tkané, a neni potreba tisk prerusovat. Dalsim dtivodem je moznost tisknout jak nosic¢
samotny, ktery pozdéji osadime bunkami, tak i prfimo nosi¢ s bunkami v jednom
tisku. Oproti Inkjetu pak tato metoda umoznuje lépe ménit velikost trysky, coz miize
byt vyhodné (napr. pokud zrovna tiskneme nosic¢ - pouzijeme tedy vétsi trysku - pro
bunky potom mensi). Tato technologie mé také nizs$i naroky na piipravu tisku. Na
rozdil od laseru neni nutno pripravit desku s biovrstvou, desinfekce a ¢isténi tiskové

hlavy je zase o mnoho jednodussi nez u Inkjetu, k cemuz se jesté dostanu.

1.7.2 Tiskova podlozka

Biotisk samotny probiha na podlozku, ktera by méla udrzovat teplotu vhodnou pro
tisk - co se tyCe prostorového rozliseni materidlu (podle typu hydrogelu, a jeho
sitovaciho ¢inidla), ale i co se tyce bunék samotnych, které samoziejmé v idedlnim
pripadé vyzaduji fyziologickou teplotu 37 °C. K idedlni tiskové teploté je jesté nutné

podotknout, ze by méla reflektovat teplotu bunék pred tiskem samotnym. Pokud
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by totiz rozdil teplot pred a pfi tisku dosahoval moc vysokych hodnot, mize to
vyvolat teplotni stres bunék, coz opét nepriznivé ovlivni viabilitu systému. I kdyz
tisk samotny vétsinou probiha do laboratorni misky, je mozné tisknout i na zivy
preparat - naptiklad tisk fibroblasti pfimo na laboratorni mys, jako naptiklad v
tomto vyzkumu [15]. Je také mozny tisk do gelu, pripadné do jiného média, a to z
ruznych diavodi - napr. lepsi sitovani, okamzity pristup zivin k bunkiam, zvysena

poréznost hydrogelu atd.

1.7.3 Systém extruze

Jak jsem psal vyse, existuji tii hlavni systémy extruze, a to Snekovy, pistovy a pne-
umaticky. Za nejlepsi z nich povazuji pneumaticky, protoze nam umoznuje umistit
pohon systému mimo tiskovou hlavu, coz snizuje jeji vibrace a zatizeni. Nevyhodou
tohoto systému je casova odezva jak u spusténi, tak u zastaveni tisku. Nepfijemné
je to zvlasteé v pripadé zastaveni tisku, kdy dochazi k vytisténi vice materialu, nez je
zamysleno. S tim souvisi vliv gravitace, kterd muze ,odkap“ jesté zvétsit. Tento pa-
tologicky artefakt lze eliminovat pouzitim zpétného chodu, ne vzdy je to ale tspésné.
Zpétny chod je dalsi z vyhod pneumatické metody, kdy mizeme hydrogel nejdiive
nasat do tiskové hlavy a pak z néj tisknout, neni nutné jej ,loadovat“ do tiskové

hlavy jinudy ani fesit jeho transport ze zasobniku.

1.7.4 Vyzvy 3D tisku
Tryska

Tryska je sice nezbytnou, zato velmi problémovou soucasti 3D tiskarny. Zaprvé jde
o jeji problematické ¢isténi a idrzbu. Proto je dobré trysky s kazdym tiskem ménit,
miniméalné je vsak nutna desinfekce a proplachnuti. Vzhledem k sitovani hydrogel
se tryska muze ucpavat, coz zpusobuje chyby tisku. Tryska musi byt dostatecné
velka, aby ji prosly bunky a nenicila je, zaroven ale dost malé, abychom dosahovali

dobrého rozliseni tisku.

Tisk nizkoviskéznich hydrogelt

Nizka viskozita tisténého materidlu ma svoje vyhody i nevyhody. Mezi vyhody ur-
¢ité patii nizké smykové napéti béhem pohybu hydrogelu v tiskové hlave, stejné
jako mensi Sance ucpani trysky. Hlavnim diavodem pro tisk z hydrogeli s nizkou
viskozitou je idealni tuhost pro kultivaci bunék. Nevyhody jsou v heterogenité smési
hydrogelu a bunék, po prichodu tryskou se tato smés miize v misté bunky kvili roz-
dilné hustoté roztrhnout. Proto je potfeba optimalizovat tiskovy proces a presnou

koncentraci vsech obsazenych latek. Velkou vyzvou je samovolné vytékani z trysky v
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zavislosti na jejim primeéru a povrchovém napéti materialu. To znehodnocuje findlni
struktury a navic zvysuje spotfebu materialu, jelikoz se pracuje s desetinami az de-
sitkami mikrolitru bunécné suspenze. Dalsi zasadni nevyhodou je, Ze tyto materialy
nedrzi po tisku tvar.

Jak samovolné vytékani, tak zachovani tvaru lze ovlivnit zménou teploty hlavy
a tisknutého materidlu pri tisku, coz vsak nékteré komercéné dostupné tiskarny ne-

nabizeji. Tim se také budu zabyvat v praktické casti své prace.
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1.8 Cile prace

Mym tkolem v ramci této bakalarské prace bylo vhodné modifikovat a rozsitit vy-
baveni laboratoi{ Ustavu histologie a embryologie Lékatské fakulty Masarykovy uni-
verzity. Ustav disponuje biotiskdrnou GeSim - BioScaffolder. Tato tiskdrna vyuzivé
extruzivni metody tisku, kterou jsem jiz popisoval. Samotna extruze probiha na pne-
umatickém principu a tiskova hlava nabizi tisk az tii na sobé nezavislych materidli.
Tiskarna je vSak vhodna zejména k tisku materialt s viskozitou nad 10 mPas a tim
padem pri tisku nizkoviskéznich hydrogeltt dochézi k vyraznému poklesu prostoro-

vého rozliseni.

Obr. 1.7: GeSim BioScaffolder

1.8.1 Definice problému

Pro nami vyzadovany tisk je potieba tiskarnu modifikovat tak, aby zvladala tisknout
dostatecné presné nizkoviskézni hydrogely, navic v malych objemech (jde o pritok
radové v ul/min), a to bez odkapavani béhem tisku. Pro lepsi sitovani je navic
vhodné pouzit hydrogely, které sifuji jak chemickou, tak i fyzikalni cestou. Tedy
za pouziti sitovaciho ¢inidla a zmény teploty zaroven. Proto bude nutné do hlavy
zakomponovat i chlazeni. Mimo to je potifeba vytesit pohonny systém hydrogelu.
Tiskarna vyuziva pneumaticky systém a ten by bylo vhodné vyuzit ho pro spinani
naseho systému.

Tomuto problému se jiz diive vénoval Ing. Mario Kandra[l7], ale jeho feSeni
nedosahovalo pozadovanych vysledki. Pokusil jsem se proto poucit z jeho chyb a tesil
jsem cely problém odlisnym zptsobem. Ackoliv jeho systém skytd nékolik vyhod,
béhem provozu byly odhaleny nékteré nevyhody pro nizkoviskézni materidly, a to
zejména projeveni vlivu vibraci (zptisobenych motorem) na tisk samotny a ndhodné

nekompatibilita se systémem tiskarny.
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2 PRAKTICKA CAST STUDENTSKE PRACE

2.1 Reseni tiskové hlavy

Na zakladé literarni reserse jsem se rozhodl navrhnout feseni nastavbou soucasné

hlavy pomoci insertu, ktery bude vlozen do tiskové kazety soucasné tiskové hlavy.

Externé pak bude umisténa hydraulickd pumpa, ktera tlaci hydrogel do insertu.
Kompletni design insertu by meél zahrnovat také moznost chlazeni hydrogelu a

bunék, avsak jeho realizace je v pripravé a bude uskuteénéna v ramci navazujici DP.

Hydraulicka pumpa

k: Chlazeni

Tiskova hlava

Obr. 2.1: Blokové schéma celého systému

Samotny hydrogel bude tlaceny kapalinou, jde tedy o hydraulicky systém vycha-
zejici z pneumatického. Vyuziva vyhod obou systémt. Toho je docilenou vytvarenim
tlaku na kapalinu, ktera je oddélena vzduchovou bublinou od samotného hydrogelu.
Kapalina, a diky tomu sekundarné i hydrogel samotny, je tlacen pistem. Proto jde o
kombinaci pneumatického a pistového systému extruzivniho 3D biotisku. Pro lepsi
prostorové rozliSeni (a zaroven abychom predesli hmotnostnimu zatézovani hlavy)
je vhodné umistit pohon pneumatického systému mimo tiskovou hlavu. Moje feseni
sestava z hydraulického pohonného systému. Tim je pumpa s pistem, do které se da
vlozit injekéni strikacka velikosti 1 ml a 5 ml. Pumpa je fizena mikrokontrolérem
Arduino a jeji pohyb zajistuje krokovy motor. Pro zamezeni odkapu a jednodussi
zavadéni hydrogelu tato pumpa disponuje i zpétnym chodem. Celd pumpa je vlastni

vyroby a plastové soucasti jsou vyrobeny na 3D tiskdrné. Pumpu lze ovladat pomoci

24



sériové linky z pocitace, ale elektronika je rozsititelna o pneumatické ¢idlo, které by
prevadélo impulzy z tiskarny na zmény napéti, coz by pumpu zaclenilo do systému
celé tiskarny.

Jednim z hlavnich vyhod celého systému je jeho vysoka modularita a (diky vy-
robé na 3D tiskdrné) moznost upravovat jednotlivé dily, a tim stéle zlepSovat systém
tisku. Moznost tisknout z vice hydrogelti zaroven je v originalnim feseni tiskarny
umoznéna dvéma zasobniky na hlavé tiskarny. Pokud tedy chceme tuto moznost za-
chovat i pro nasi modifikaci, stac¢i pouzit inserty dva, kazdy do jednoho zasobniku,

a k nim dvé hydraulické pumpy, které budou systém pohanét.
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2.2 Hydraulicka pumpa

Ukolem hydraulické pumpy je tlacit smés hydrogelu a bunék. To se déje diky kro-
kovému motoru, ktery otaci trapézovym sroubem. Na sroubu je umistén pist, ktery
se posouva na zakladé otaceni Sroubu. Toto jsou pevné soucasti pumpy, ale pumpa
samotnd nabizi moznost modifikace, a to podle toho, jestli je do ni vlozena jedno,
nebo péti mililitrova injekéni stiikacka. Ta je naplnéna kapalinou, ktera slouzi k

vytlacovani samotného hydrogelu s bunkami.

2.2.1 Konstrukce

Zakladem hydraulické pumpy je plastova kostra, kterd byla vytvorena v CAD soft-
ware a nasledné vytisknuta na 3D tiskarné. Celkové tato kostra prosla 4 modifi-
kacemi, kdy jsme postupné optimalizovali jednotlivé parametry. Kostra umoznuje
uchyceni krokového motoru, trapézového sroubu a dvou nerezovych vodicich ty¢i,
které jsou v konstrukci zahrnuty kvili snizeni zatéze na trapézovy sroub, a dohro-
mady s nim tvori linearni vedeni, po kterém se pohybuje pist pumpy. V téle pistu
je umisténa matka pro pohyb po sroubu a dale dvé loziska, také tisknutd na 3D

tiskarné, ktera zajistuji hladky a stabilni pohyb po vodicich tycich.

Obr. 2.2: Navrh pumpy v CAD softwaru 123D Design

V horni ¢asti pistu pumpy najdeme otvor pro uchyceni injekéni stiikacky, kterou
lze déle upevnit pridavnou zaklopkou. V pravém hornim rohu je otvor pro neo-
dymové magnety. Pokud je pist posunuty do ,minimani“ pozice - tedy nejblize
motoru, jak jen to jde - nasedaji tyto magnety primo na kvadr vystupujici ze zadni
casti kostry. Ve frontalni ¢asti tohoto kvadru je totiz umisténa Hallova sonda, ktera
detekuje magnetické pole. Pokud se hodnota magnetického pole dostane mimo po-
voleny rozsah, fizeni pumpy vyhodnoti, Ze pist je ve své minimalni poloze, a motor
prestane otacet Sroubem. Tim je zajistén pohyb pistu jen do pozice, kdy neni vytva-
fen tlak na konstrukci samotnou, coz Setii vSechny dil¢i prvky pumpy, od motoru

po plastovou kostru.
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Obr. 2.3: Posledni prototyp hydraulické pumpy

2.2.2 Zapojeni

Hlavnim fidicim prvkem systému je Arduino Nano. Na Arduino je ditigalnich PWM
pinech pripojen driver krokového motoru DRV8825 od spolec¢nosti Pololu. Driver
méni signaly Arduina na povely pro civky krokového motoru a zaroven i krokovy
motor napaji. A to diky dvéma oddélenym internim okruhtim, jednim s napétim
5.5V, které si bere z Arduina, a druhym 12V, které si bere ze zdroje. K motoru je
poté pripojen ¢tyrmi vodici, dvéma ke kazdé dvojici civek, protoze jde o bipolarni
motor.

O kontrolu vzdalenosti se stard Hallova sonda, ktera je napajena z Arduina a data
odesila na analognovy pin, kde se z velikosti napéti prepocitava sila magnetického
pole.

Po domluvé s vedoucim préce (a vzhledem k tomu, ze v préci na projektu budu
pokracovat v ramci Teseni prace diplomové) jsem celé zapojeni provedl pouze na
nepajivé pole, a to pro ovéreni funkénosti. K zapojeni byly pouzity tyto soucastky:

e Arduino Nano

e Stepper Motor Driver DRV8825

 Laboratorni zdroj napéti 12V DC/20A

o Krokovy motor NEMA 17 od firmy Microcon

o Hallova sonda 4935L

o Rezistor 100k2

o Kondenzator elektrolyticky 100uF'

2.2.3 Rizeni

Rizeni pumpy probiha pomoci mikrokonroléru Arduino, a to v zapojeni popsaném
vyse. V Arduinu samotném je nahrany muj vlastni kod (pfilozeny k praci na CD).
P1i spusténi systému dojde nejprve k preméreni magnetického pole. Pokud hodnota

pole prevysuje hodnotu v kédu uvedenou, je spusténa smycka ve které motor toci
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Obr. 2.4: Schéma zapojeni

sroubem a posouva pist pumpy dozadu o pevné dany pocet kroki. Poté dojde k
preméteni magnetického pole. Tato smycka se opakuje az do chvile, kdy je namérena
hodnota pole mensi nez hodnota zadana v kédu. Tim je, jak jsem jiz popisoval
vyse, zabezpecena minimalni poloha pistu. Aby nedochézelo k obdobnému problému
v predni ¢asti pumpy, je soucasti kodu proménnd ,position®, do které se pricita
pohyb pistu. Tato proménna je nulovana pri nastaveni minimalni pozice. Maximélni
hodnotou je pak 55 000 krokt, coz odpovida pozici pistu u predni hrany pumpy.

Ovladéani probiha pres sériovou linku, zobrazovanou v softwaru Arduino na PC.
Pomoci funkce ,serial monitor® lze zadavat prikazy pro pohyb pumpy, a to dvojim
zpusobem. Prvni moznosti je zadat ¢iselnou hodnotu poc¢tu kroku, které ma pumpa
vykonat. Pokud je zamyslen pohyb dozadu, tedy smérem k minimalni pozici pistu, je
potieba zadat zapornou hodnotu. Po vykonani pohybu dojde automaticky k vypisu
aktudlni pozice. Pokud by pozice prekracovala rozmezi hodnot 0 - 55 000 v proménné
position, pak tento pohyb neni vykonan.

Druhou moznosti ovladani je ovladani prikazy. V pripadé zadani prikazu ,back®
dojde k pohybu pistu na minimalni pozici s hodnotou proménné position rovné
nule. Pfesnym opakem je poté ptikaz ,front“, kdy dojde k pfemisténi pistu z pozice

aktualni do pozice se souradnici 55 000.

2.2.4 Kalibrace pumpy

Pro pouziti pumpy v praxi, to je v ramci tisku urcitého objektu, je pocet kroki
motoru naprosto vzdalena a nicnerikajici veli¢ina. Proto bylo potfeba vytvorit ka-
libra¢ni krivku, diky které bude moznost prepocitat pocet krokl na vytlaceny objem.

K méreni jsem pouzival vahu s presnosti £1ug, na které byl umistén savy papir.
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Obr. 2.5: Screenshot serial monitoru

Vytlaceny objem destilované vody byl nasan papirem, coz vyvolalo zménu vahy, kte-
rou jsem odecetl a zaznamenal. Destilovana voda byla zvolena kviili jednoduchému
prevodu mezi hmotnosti a objemem, kdy se 1 mg vody rovna 1 ul.

Meéreni jsem vypracoval pro injekéni stiikacky o objemech 1 ml a 5 ml, na které
je pumpa urcena a které budou pouzivany pro tisk samotny. Pro kazdy pocet krokt
jsem meéreni provadel trikrat, resp. u 5 ml stiikacky 4x, pro zlepsSeni presnosti vy-
sledki. Vychézel jsem z predpokladu, ze u 5 ml stitkacky je pro vytlaceni stejného
objemu potifeba mensi pocet krokt, coz miize vést k vétsim nepresnostem, a to vzhle-
dem k nutnosti prekonat odporové sily na zacatku pohybu. Dalsim prvkem zkresleni
je pruznost gumy na pistu stiikacky, ktera zpusobuje setrvacnost pohybu. Pocet
krokt byl u obou méreni koncipovan tak, aby se zac¢inalo na minimalnim rozliSeni
vahy a déale pokracovalo v nasobcich. Posledni tfi méreni vzdy probihala pro vyssi
pocty kroki, a to z divodu lepsiho prolozeni primkou.

7 grafu mizeme vidét, Ze jde opravdu o linedrni zavislost, kterou mtzeme dale
vyuzit pro samotny tisk.

Graf opét potvrzuje linearni zavislost, v tomto pripadé vidime vétsi odskok na
hodnoté 300 krokt, coz muze byt zptisobeno necistotou na sroubu nebo Spatnym

promazanim.
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Tab. 2.1: Vysledky méteni kalibrac¢ni kiivky pro stiikacku 1 ml

Strikacka 1 ml

Kroky | Objem [ul] | Objem [ul] | Objem [ul] | Arit. p. [ul] | o
300 1 1 1 1 0,00
600 ) 4 5t 4,67 0,58
900 9 10 9 9,33 0,58
1200 10 11 9 10,00 1,00
1500 13 15 17 15,00 2,00
1800 19 18 18 18,33 0,58
2100 21 23 22 22,00 1,00
2700 28 27 28 27,67 0,58
3300 34 37 32 34,33 2,51
3900 39 42 38 39,67 2,08

Kalibrace pumpy 1 ml

50

40 /
30
Objem [pl] /‘; 0,0108x- 1,5396

20

10

0 T T T 1
0 1000 2000 3000 4000

Kroky [-]

Obr. 2.6: Kalibrac¢ni ktivka pro stiikacku o objemu 1 ml
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Tab. 2.2: Vysledky méteni kalibrac¢ni kiivky pro stiikacku 5 ml

Strikacka 5 ml

Kroky | Objem [ul] | Objem [ul] | Objem [ul] | Objem [ul] | Arit. p. [pl] | o
50 1 4 4 2 2,75 1,50
100 6 8 5 ) 6,00 1,42
150 9 10 8 8 8,75 0,96
200 11 12 13 13 12,25 0,96
250 16 16 16 19 16,75 1,50
300 22 25 25 27 24,75 2,06
350 25 25 28 26 26,00 1,42
400 28 28 29 31 29,00 1,42
500 37 37 43 38 38,75 2,82
600 46 47 A7 44 46,00 1,42

Kalibrace pumpy 5 ml
50
40 Z /
3 30
g y =0,081x- 2,3884
Z 20
10
0 : : : : :

100 200

300
Kroky [-]

400

500

600

Obr. 2.7: Kalibrac¢ni ktivka pro stiikacku o objemu 5 ml
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2.3 Tiskovy insert

Tiskovy insert jsem se rozhodl zasadit do kazety tiskarny, kvili jeji dobré tepelné

izolaci, které mohu vyuzit k zmirnéni narokt na vykon chladiciho okruhu. Vzhledem

k rozsahu prace jsem zatim vyrobil plastovy prototyp.

I

}

R,

\ij ;

Obr. 2.8: Tiskovy insert, modelovdno v Autodesk Fusion 360

Insert samotny vypada jako valec se spirdlovitou drazkou pro hadicku po svém
obvodu a se zavitem pro uchyceni trysky pro tisk na spodni strané. Uvniti téla
insertu je dutina, ve které cirkuluje chladici kapalina. Do drazky na obvodu se uchyti
hadicka, do které bude pred zacatkem tisku (za pomoci zpétného chodu) natazena
tiskova smés. Diky tomu, Ze hadicka nebude pevnou soucasti insertu, 1ze hadicku
vymeénovat, ¢imz odpada problémova desinfekce a ¢isténi. Koncovou ¢asti insertu
je napojeni na trysku, a to systémem Luer lock. Tiskdrna Gesim ma& na tiskové
hlavé dvé mista pro kartus s tiskutym materialem a obé tyto kartuse jsou tepelné
izolované, proto je idealni do nich inserty vlozit. Pouzitim jedné nebo obou kartusi
lze volit mezi jedno nebo vice materidlovym tiskem.

V soucasnosti je optimalizovan vhodny material a modifikace designu insertu pro
optiméalni tepelnou vyménu a realizaci. Navrh a modelovani insertu jsem provadél
sam, a to za pomoci CAD programu Fusion 360. Diky tomu bylo mozné vymodelovat

presné rozméry, které potrebujeme, abychom dosahli funkcénosti celého systému.
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2.4 Chladici okruh

Mimo rozsah zadani bakalarské prace jsem vypracoval funkéni model chlazeni ce-
lého systému, ktery sestava z chladici jednotky - Peltierova ¢lanku, napojeného svoji
horkou stranou na aktivni chlazeni ventilatorem a svoji chladnou stranou na radi-
ator, kterym zene cerpadlo chladici kapalinu. Z radidtoru tato kapalina pokracuje
pravé do tiskového insertu, kde chladi tisknuty hydrogel. Samoziejmosti je propo-
jeni jednotlivych ¢asti hadickami. Navic je soucasti i expanzni nadoba, ktera slouzi
k uvolnéni vzduchovych bublin z obéhu. Toto chlazeni umoznuje vyssi variabilitu v
modifikaci hydrogelu, ¢imz lze dosdhnout lepsiho tisku, a to jak ze strany biologické,
tak co se tyka rozliseni.

Chladici jednotka se skladd z radiatoru, tedy hlinikového boxu, kterym protéka
chladici kapalina. Radiator, resp. chladici kapalina v ném, je chlazena Peltierovym
clankem. Peltieruv ¢lanek vytvari teplotni rozdil mezi teplou a chladnou stranou.
Rozdil teplot jednotlivych stran je urcen jak clankem samotnym, tak napétim, které
je na néj pripojeno. Podle datasheetu by mél byt tento rozdil u ¢lanku, ktery pou-
zivame, cca 50°C - pro napéti 12V.

Pokud tedy chceme dosahnout co nejnizsich teplot na chladné strané, je dilezité
chladit stranu teplou. Proto jsem se rozhodl na ¢lanek pripojit rozmérny chladic¢ se
systémem heat-pipes, ktery je navic doplnén ventilatorem s frekvenci 1700 otacek
za minutu. Diky této sestavé je mozné se na chladné strané Peltierova ¢lanku dostat
i na teploty kolem 0°C.

Pozadovana teplota chladici kapaliny je v rozmezi 0-4°C, protoze hydrogel sa-
motny je pro dosazeni idedlnich vlastnosti potteba chladit pod 8°C.

Posledni c¢asti sestavy je mikrocerpadlo, které pracuje v rozmezi 3-12V. Regu-
lace otacek cerpadla probihd pravé zmeénou napéti, proto jsem se pred cerpadlo
rozhodl zaradit kombinaci potenciometru a MOSFETu, kdy potenciometrem mé-
nim napéti na MOSFETu, ktery méni napéti na pumpé samotné. V pripadé pouziti
pouze potenciometru, napriklad v déli¢i napéti, by potenciometrem prochazely prilis
velké proudy. Na druhou stranu je MOSFET vykonova soucastka, ktera je k velkym
proudliim uzpusobena a v kombinaci s pasivnim chladi¢em neni problém dlouhodo-
bého pouzivani i pri vyssich proudech.

Pro ovéreni funkénosti celého principu chladicitho okruhu jsem provedl méreni.
To spocivalo v nastaveni minimalnich otacek, tj. napéti 3V na vstupu cerpadla, a
poté méfeni teploty v expanzni nddobé v intervalech pil minuty.

Namérené vysledky jsem zpracoval do grafu ktery znazornuje po-
stupné klesani teploty s pribyvajicim ¢asem meéreni. Ke konci méreného tiseku mu-
zeme vidét urcitou stabilizaci na teploté okolo 12°C. To je pro nase ucely bohuzel ne-

dostacujici. Proto navrhuji zvysit chladici vykon zdvojenim celého chladiciho bloku,
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Obr. 2.10: Graf popisujici chlazeni systému
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tj. umisténi Peltierova c¢lanku s aktivnim chlazenim z obou stran radidtoru.

PUMPA-2 =t
PUMPA-1 ==
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|-h|wN|—l

Obr. 2.11: Schéma zapojeni regulatoru napéti pro ovladani otacek pumpy
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2.5 Diskuze vysledku

Mjym tkolem bylo navrhnout a realizovat jak tiskovou hlavu pro tisk vice hydrogela
v jedné uloze, tak elektronickou c¢ast pro ovladani hlavy.

Vzhledem k tomu, Ze modifikovana tiskdrna ma dvé nezavislé hlavy, rozhodli
jsme se pro navrh a realizaci inserti, které lze do hlav implementovat. Do mnou
navrzeného insertu je hydrogel nasdvany a vytlacovany pomoci hydraulické pumpy;,
kterd je umisténa mimo tiskovou hlavu. Tim je eliminovana zatéz na pohyb tiskové
hlavy a mozné vibrace (zpusobené motorem pumpy) pii vytlacovani materidlu. Do
systému byla zatrazena také moznost chlazeni hydrogelu, coz rozsituje spektrum po-
uzitelnych materidli pro 3D biotisk. Zejména se jednd o materidly, u kterych se
viskozita zvysuje s teplotou. Vyhodou tohoto systému je modularita jednotlivych

dild, které lze zaménit, ¢i upravit.
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3 ZAVER

V této bakalafské praci jsem nejprve kratce rozebral problematiku 3D biotisku pro
tkanové inzenyrstvi, jednotlivé hydrogely ze kterych je mozné tisknout, stejné jako
rozdily mezi pfimou a neprimou metodou tisku. Poté jsem se zaméril na vysvétleni
tiskovych technologii.

V dalsi ¢asti jsem poté rozebiral vybaveni pro 3D biotisk a poukazal na nej-
vétsi vyzvy pro tisk hydrogeli s nizkou viskozitou. Vhodnou technologii byla zvola
extruze, také s ohledem na soucasné dostupné vybaveni.

Praktickd ¢ést za¢ind ndvrhem vhodného vylepseni 3D biotiskdrny Ustavu histo-
logie a embryologie, a to modifikaci stavajictho vybaveni. Jde predevsim o vytvoreni
insertu tiskové hlavy a pneumaticko-pistovym systémem pohonu hydrogelu.

Nad ramec zadani prace jsem vytvoril koncepci a realizoval pocatecni fazi reseni

chlazeni tiskové hlavy.
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