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ABSTRAKT
V tejto diplomovej práci sa venujeme využitiu 3D biotlače v tkanivovom inžinierstve.
Popisujeme využitie biomateriálov pri stavbe tkanivových nosičov a aplikáciu kmeňových
buniek v 3D biotlači. V závere teoretickej časti špecifikujeme najpoužívanejšie techniky
3D biotlače so zameraním sa na vytlačovaciu techniku. V praktickej časti navrhujeme
metódu 3D biotlače cievneho tkaniva. Ďalej realizujeme prototyp tlačovej hlavy, jej ná-
vrch a 3D tlač jednotlivých dielov. K mechanickej časti vytvárame riadiací systém pre
kontrolu tlače. Na záver si pomocou programových modulov viazualizujeme usporiadanie
buniek.

KĽÚČOVÉ SLOVÁ
3D biotlač, tkanivové inžinierstvo, tlačová hlava, tkanivový nosič, kmeňové bunky

ABSTRACT
In this diploma thesis we are discussing about using 3D bioprinting in tissue engineering.
We are discribing using biomaterials for construction scaffolder and aplication stem cells
in 3D bioprinting. Last section of theoretical part deals with very often used techniques
of 3D bioprinting and we are focused on extrusion technique. In the practical part we
propose a method for print vasculars structures. We realized prototype of print head,
her design and 3D printing of individual parts. To mechanical part we create a control
system for printing control. At the end we visualize the organization of the cells using
program modules.

KEYWORDS
3D bioprinting, tissue engineering, scaffolder, extruder, extrusion, stem cells
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ÚVOD
Počas posledných desiatich rokov aditívne spracovanie bio materiálov pre výrobu
zdravotníckych pomôcok prešlo od využívania neklasickej techniky k bežne dostup-
nej technike. Táto moderná technológia umožňuje presne kontrolovať štruktúru a
vlastnosti materiálu v troch rozmeroch. 3D tlač umožňuje prispôsobiť sa unikátnym
anatomickým a fyziologickým podmienkam získaných pomocou počítačovej tomo-
grafie, alebo magnetickej rezonancie.

Prvé trojrozmerné technológie tlače využívali metódy postupného ukladania ta-
veniny(FDM) a laserovú sinitráciu kovov. Avšak tieto metódy sú obmedzené v práci
s veľmi mäkkými materiálmi, ako napr. elastoméry, gély a hydrogély. Tieto mate-
riály sú neoddeliteľnou súčasťou moderných lekárskych prístrojov a sú nevyhnutné v
tkanivovom inžinierstve a regeneratívnej medicíne. Napríklad biologické hydrogély,
zložené z polysacharidov alebo proteínov, sú náročne na 3D tlač. Počas výrobného
procesu tieto hydrogély musia byť v forme gélu a po aplikácii nesmie dochádzať k
samo poškodeniu, resp. samo deformácii tiažou uloženého materiálu. Využívanie tzv.
nosičových materiálov je badateľná aj v iných oblastiach. Nevýhodou ich aplikácie je
dodržanie špecifických tepelných, mechanických a chemických podmienok. V súčast-
nosti je pozorovaný obrovský pokrok v 3D tlači pomocou biologických hydrogélov,
no ich aplikácia je oklieštená technickými nedostatkami, ktoré je nutné odstrániť.

V prvej (teoretickej) časti diplomovej práci sa venujeme popisu a charakteristike
dnes dostupných a v minulosti využívaných technikách 3D biotlače. Hlavne po-
pisu techniky založenej na báze vytláčania. V druhej(praktickej) časti sa zaoberáme
samotnou 3D biotlačou a biotlačiarňou, ktorá je limitovaná technickými nedostat-
kami. Niekotré nedostatky sme sa v tejto práci pokúsili odstrániť. Postupne sme
navrhli tlačovú hlavu, realizovali ju a nakoniec vytlačili kmeňové bunky, ktoré sme
vizualizovali. Prínosom tejto práce je návrh úpravy 3D tlačiarne pre manipuláciu s
hydrogélmi rôznych hustôt.
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1 TEORETICKÁ ČASŤ ŠTUDENTSKEJ PRÁCE

1.1 Trojdimenzionálna tlač v tkanivovom inžinier-
stve

1.1.1 Tkanivové inžinierstvo

Tkanivové inžinierstvo je multidisciplinárny obor, ktorý aplikuje princípy technic-
kých oborov a prírodných vied. Snaží sa porozumieť vzťahu medzi štruktúrou a
funkciou v normálnom a patologickom tkanive cicavcov[1]. Ďalej zahŕňa vývoj bio-
logických náhrad na obnovu, zachovanie a zlepšenie funkcie tkanív, prípadne orgá-
nov. V obore sa aplikujú poznatky nielen z nonatechnológií, ale aj molekulárnej a
bunečnej biologie, najmä pri kolonizácií nosiča. Jedným z cieľov je pomocou bioma-
teriálov vytvoriť plne funkčnú náhradu ľudského tkaniva. Tkanivové modely majú
rôzne využitie v toxikológii a farmaceutických štúdiách, za účelom náhrady priro-
dzených tkanív a orgánov. Pri experimentoch sa snaží minimalizovať počet ľudských
subjektov a pokusných zvierat[2].

1.1.2 3D tlač

V dnešnej dobe je 3D tlač bežne využívanou výrobnou technológiou a používa sa
v rade priemyslových odvetví. Pre svoju presnosť, jednoduchosť a rýchlosť výroby
sa využíva vo vojenskom, automobilovom či kozmickom priemysle. 3D tlač sa v
odborných kruhoch označuje ako aditívna technika výroby. Produkovaný objektu
rastie po vrstvách pridávaním materiálu až kým nedostaneme finálny tvar [3].

Pre vývoj nových prototypov 3D modelov sa využíva technológia označovaná ako
Rapid Prototyping. Technológia je tvorená troma základnými procesmi, tj. prípravná
fáza (Pre-processing), hlavná fáza (Processing) a konečná fáza (Post-procesing).
Prípravná fáza začína vymodelovaným modelu pomocou softvéru. Vymodelovaný
objekt je transformovaný do formátu STL. Jednoduché geometricky objekty s ho-
mogénnou štruktúrou sú v dnešnej dobe ľahkým orieškom pre dostupné 3D tlačiarne.
Avšak so zložitosťou geometrických tvarov a vnútornych štruktúr produktov rastie
nielen veľkosť STL súboru, ale aj ich prevedie sa stáva komplikovanejším [4]. Ná-
sledne musí byť 3D model rozdelený na 2D vrstvy o hrúbke v rozmedzí od 0.01
mm do 0.7 mm v závislosti na použitej technológii tlače. Niektoré modely 3D tlače
potrebujú, aby bola 3D tlač prevedená, vytvorenie podpornej konštrukcie. Vo hlav-
nej fáze dochádza k samotnej produkcii prototypu, ľudovo označovanej ako tlačenie
3D modelu. Obvykle tlačiareň buduje model vrstvu po vrstve. Vo konečnej fáze je
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prototyp vybraný z 3D tlačiarne, prípadne je odstránená podporná konštrukcia. Nie-
ktoré prototypy môžu vyžadovať očistenie a finálne úpravy. Medzi finálne úpravy
patrí opieskovanie, lakovanie, brúsenie a atď. Tieto úpravy zlepšia vzhľad a životnosť
modelu [5].

Rapid Manufacturing je technológia, ktorý vychádza z Rapid Prototyping. Bol
vyvinutý pre skrátenie času, ktorý je nutný pre navrhnutie a výrobu jednotlivých
častí. Je to proces, pri ktorom nie sú potrebné nástroje k výrobe. Umožňuje vy-
robiť výrobky zo zložitou geometriou, ktoré sa nedajú vyrobiť napríklad lisovaním,
obrábaním, brúsením[6].

Rapid tooling je zameraný na výrobu foriem a nástrojov, ktoré sú využívané v
ďalšej výrobe. Tento proces je najpomalší a najdrahší, pretože musí byť zaručená
vysoká kvalita nástrojov[6].

1.1.3 Pohyb tlačovej hlavy

Pre vygenerovanie pohybu tlačovej hlavy sa využíva samostatná aplikácia s náz-
vom slicer alebo krájač. Táto aplikácia vezme 3D model a rozsekne ho do vrstiev
vhodných pre 3D tlač. Tento proces vytvorí kód, ktorý hovorí tlačiarni kde sa ma
pohybovať tlačová hlava, kedy a ako dlho tlačiť materiál. Tieto príkazy alebo G-code
sú odosielané zo softvéru, ktorý ho generuje. Inštrukcie sú čítané firmvérom, ktorý
je zodpovedný za ovládanie motorov, hláv, prípadne ohrievačov. Pre pochopenie ako
vyzerá dráha hlavy si vezmeme jeden rez modelu vygenerovaný slicerom (obr1.1)[4].

Obr. 1.1: Jeden rez modelom[7].

Línie predstavujú cestu hlavy, keď tlačiareň bude tlačiť túto vrstvu. Šípky nazna-
čujú smer pohybu hlavy. Krátka vyznačená línia na obrázku v ľavo hore sa generuje
z nasledujúceho riadku kódu:
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793 𝐺1 𝑋 − 5.5075 𝑌 3.8282 𝑍1.8 𝐹744.0, (1.1)

Číslo 793 predstavuje konkrétny riadok kódu. G1 informuje firmvér o vykonaní
riadeného presunu na súradnice X,Y a Z. Napríklad X-5.5075 presúva hlavu v ne-
gatívnom smere pozdĺž osi x. Posledná hodnota špecifikuje ako rýchlo sa pohybuje
hlava v milimetroch za minútu. Pre každú čiaru zobrazenú na obrázku 1.1 exis-
tuje riadok G-codu, ktorý je podobný riadku 1.1. Takto je generovaný kó pre každú
vrstvu modelu, ktorý chem vytlačiť[7].

Aby bol slicer schopný generovať tieto nakrájané vrstvy potrebuje niekoľko vše-
obecných informácii o tlačiarni a vlákne. Napríklad priemer vlákna, výšku vrstvy
alebo priemer trysky. Samozrejme potrebuje aj niekoľko špecifických informácii, ako
sú množstvo na vyplnenie vrstvy alebo rýchlosť tlače pre rôzne časti modelu. Nie
všetky slicere môžu byť integrované so všetkými aplikáciami ovládania tlačiarne. Vo
veľmi zriadkavých prípadoch G-code nemusí byť kompatibilný s konkrétnym firmvé-
rom. G-code je štandardný kód, takže je možné použiť viacero nástrojov na krájanie
v závislosti od okolností. Momentálne sa sa používa mnoho slicerov, avšak my sa
medzi tie najpouživanejšie patria Slic3r, Cura a Simplify3D[5].

STL formát

STL formát je štandardný počítačový súbor, ktorý obsahuje informácie o 3D mo-
deli. Neobsahuje informácie, ktorá sa týkajú textúry alebo farby povrchu modelu.
Formát predstavuje zápis trojdimenzionálneho objektu zloženého z trojuholníkovej
siete. Každá plocha je tvorená troma vrcholmi a normálou, ktorá udáva orientáciu
plochy.[8]

1.1.4 Využitie 3D tlače v tkanivovom inžinierstve

Aplikácie 3D tlačiarní v tkanivovom inžinierstve otvára novú éru v návrhu a výrobe
medicínskych produktov. Tkanivo je produkované ako nosič buniek, ktorý sú naná-
šané pomocou aditívnej techniky. K finálnej transformácií nosiča buniek k skutoč-
nému tkanivu dochádza postupným množením buniek nosiča. Pri aditívnej technike
biomateriály sú uložené v distribučnej jednotke, odkiaľ sa dostávajú na presne de-
finované body v priestore, za vzniku nosiča[9]. Trojrozmerná biotlač je používaná
pre budovanie tkanivových konštrukcií pre svoju opakovateľnosť a vysokú presnosť
v mikroskopickom prostredí. Najčastejšie techniky 3D tlače sú postupné modelova-
nie ukladaním (FDM), extrusion deposition, laserove sintrovanie, trojdimenzionálna
biotlač a selektívne laserové sinitrovanie (SLA), ktoré sú používane na výrobu bio-
logicky aktívnych tkanivových konštrukcií[10]. Pri týchto technikách dochádza k
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náhrade biologických materiálov biokompatibilným materiálom ako napr. polyméry,
keramické materiály alebo biodegradatívne kovy. Aplikácia 3D tlače do tkanivového
inžinierstva prináša jedinečné schopnosti v rýchlej výrobe tkanivových nosičov. U
nich môžeme kontrolovať pórovitosť, vnútornú architektúru, mechanické a štruk-
turálne vlastnosti. Pre dosiahnutie skutočne prepojenej vnútornej architektúry pre
rast a proliferáciu buniek je vnútorná štruktúra vytvorená ukladaním mikrofilamnet
paralelne k sebe v každej vrstve[2].

1.2 Tkanivový nosič
Využitie tkanivového nosiča je dôležitý a významný koncept v tkanivovom inžinier-
stve. Tkanivový nosič sa všeobecne označuje ako vysoko porézny trojrozmerný sub-
strát. Je tvorený bunkami, ktoré boli odobraté, rozmnožené a následne umiestnené
do priestoru tkanivového nosiča. Ten poskytuje pre bunky mechanickú podporu a
vytvára prostredie pre adhéziu, rast a proliferáciu. Následne stimuluje k produkcii
vlastného extracelulárneho matrixu[11]. Správanie a zdravie buniek nasadených vo
vnútri tkanivového nosiča sú kontrolované nielen konštrukčným materiálom ale aj
vnútornou architektúrou, tj. rozmermi pórov, stien a kanálov. Je nevyhnutné, aby
bunky boli počas svojho života a rastu zásobované kyslíkom a živinami. To je dosia-
hnuté použitím vysoko poréznej otvorenej štruktúry umožňujúcej neprerušený tok
kultivačnými médiami, ktoré majú prístup k tkanivovému nosiču v bioreaktore[12].

Technická zložka tkanivového inžinierstva spočíva v navrhnutí a výrobe tkani-
vového nosiča. Tkanivový nosič je vytváraný z biologicky kompatibilných materiá-
lov. Je možné konštruovať nosič pozostávajúci z biomimetických komponentov pre
riadenie bunkového prostredia. Dôležitou vlastnosťou nosiča je jeho schopnosť bio
degradácie, teda nosič musí byť nahradený finálnym tkanivom bez nutnosti jeho
chirurgického odstránenia[13]. Rada techník pre výrobu nosičov bola vyvinutá za
posledných 50 rokov. Materiály, zvyčajne polyméry, sú spracovávané a tvarované do
rôznych štruktúr v závislosti na konkrétnych aplikáciach v tkanivovom inžinierstve.
Vlastnosť nosiča ako je napríklad mechanická pevnosť, pružnosť, alebo pórovitosť
môže byť ovplyvniteľná voľbou materiálu, komponentami nosiča alebo technikou
zhotovenia[14].

Hlavnou prioritou aplikácie tkanivových nosičov je pacientova bezpečnosť. Tá
je dosiahnutá správnou voľbou nosiča tak, aby bol biodegradovateľný a produkty
biodegradácie musia byť biokompatibilné. Taktiež technika spracovania musí byť
zvolená tak, aby nemala dopad na biokompatibiltu nosiča. Používaný nosič degra-
duje postupne v určitom čase, tj. nosič je postupne nahradzovaný rastúcim tkani-
vom. Nosič by mal byť navrhnutý, tak aby riadil bunkový rast a migráciu buniek
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na presné miesto v štruktúre[15]. Pri konštrukcii nosiča je potrebné nezabúdať na
výskyt bioaktívnych molekúl, ako napríklad DNA, proteíny a extracelulárny matrix.
Je nutné zvoliť takú výrobnú technológiu, ktorá ich neaktivuje, prípadná aktivácia
týchto látok by mala dopad na adhéziu a dodávku liečiv. Taktiež pri voľbe nosiča
by sa mali brať do úvahy aj náklady a čas na zhotovenie nosiča. Dnes sú najčas-
tejšie preferované dve spôsoby výroby tkanivového nosiča a celkovej konštrukcie.
Či už plynová pena, alebo formovanie rozpúšťadlom a vymývanie častíc (SCPL) sú
chemicky riadené procesy. SCPL je počítačom riadená výroba. Aplikácia prvého,
resp. druhého spôsobu výroby tkanivového nosiča musí byť starostlivo vyberaná na
základe požiadaviek tkaniva, ktoré chceme vyrobiť. Migrácia, proliferácia a diferen-
ciácia buniek je významne podporovaná dodávaním liečiv a génu, čo zvyšuje kvalitu
regenerácie tkaniva[16][1].

1.3 Biomateriály
Biomateriály sa obvykle sa používajú v terapeutických a diagnostických systémoch,
ktoré sú v kontakte s tkanivom. Boli vyvinuté za účelom nahradenia funkcie biolo-
gických materiálov. V prípade biotlače slúžia biomateriály ako umelý extraceluárny
matrix. Predstavujú súbor jedinečných vlastností, zahrňujú základne fyzikálne, che-
mické, mechanické, elektrické a dokonca aj biologické vlastnosti[17]. Biomateriály,
ktoré sú používane pre biotlač musia mať špecifické vlastnosti, a rovnako aj proces
používaný na ich výrobu musí spĺňať vlastný súbor požiadaviek. Najčastejšie po-
užívanými biomateriálmi pre biotlač sú hydrogély. Najvýznamnejším odôvodnením
ich aplikácie je vysoká podobnosť prirodzenému extraceluárnemu matrixu v našom
tele. Vzhľadom k vysokému obsahu vody, sú schopné chrániť bunky a krehké liečivá.
Tieto polyméry môžu byť modifikované s lignandami pre lepšiu adhéziu buniek.
Dalšie používané biomateriály sú polyméry, keramika a sklo[1][2].

1.4 Hydrogély
Hydrogély sa stali atraktívnym médiom pre implementáciu buniek. Ich hydrofília a
schopnosť zapuzdriť bunky či bioaktívne molekuly sa podobá vlastnostiam prírod-
ného extracelulárneho matrixu. Hydrogél je vlastne trojrozmerná sieť z radu hyd-
rofílnych polymérnych reťazcov, ktoré sú spojené prostredníctvom fyzikálnej alebo
chemickej väzby. Polymérne reťazce, ktoré sú tvorené chemickými väzbami, sú trvalé
a nevratné[18]. Narozdiel od nich reťazce, ktoré sú vytvorené prostredníctvom fy-
zikálnych interakcií, sú vratné za určitých podmienok. Samozrejme hydrogél môže
byť vytvorený kombináciou dvoch alebo viacerých interakcii. Polyméry, ktoré tvoria
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chrbticu hydrogélu zvyknú byť prirodzene odvodené proteíny, glykosaminoglykány
alebo syntetické polyméry. Hydrogély sa často charakterizujú ako vysoko kompati-
bilné systémy, ktoré majú dobrú pórovitosť pre difúziu kyslíka, živín a metabolitov.
Taktiež sú veľmi prispôsobivé pre technológie 3D tlače a tkanivové inžinierstvo[12].

Existuje niekoľko kritérií, ktoré sú dôležité pri vytváraní hydrogélu vhodného pre
vývoj tkaniva. Mali by byť biokompatibilné, netoxické pre bunky, takmer žiadna
imunitná odpoveď po implementácii. Samozrejmosťou sú priaznivé biodegradačné
kinetika, ktoré podporujú schopnosť buniek produkovať tkanivo a jeho špecifický
extracelulárny matrix. Taktiež by mali vykazovať určitý stupeň biomikriky pre určitý
typ tkaniva[19]. Implantovaná konštrukcia plní dočasné funkcie, pokiaľ sa bunky
nevyvinú do plne funkčného tkaniva. Hydrogél mal by mať dostatočné štrukturálne
a mechanické vlastnosti. Tieto vlastnosti držia jeho 3D štruktúru a objem v priebehu
času kým sa tkanivo neregeneruje. Ďalšie požiadavky zahŕňajú reologické vlastnosti,
ako je viskozita, pseudoplasticita a mechanizmus, vďaka ktorému je zasieťovaný v
tvare matice. Biotlač ako aditívna technika vyžaduje, aby hydrogély mali relatívne
vysokú viskozitu a k spojeniu aplikovanej vzorky so zvyškom nosiča by malo byť v
čo najkratšom čase. Tieto požiadavky umožňujú výrobu objemných konštrukcii[20].

Počas výroby je hlavnou funkciou hydrogélov definovať trojdimenzionálny pries-
tor, v ktorom sa bunky nachádzajú, rozmnožujú a transformujú nosič na tkanivo.
Väčšina hydrogélov na trhu je získaná z prírodných extracelulárnych matrixov, ako
napr. kolagén, želatína, fibrín, alginát, agaróza a ďalšie. Ako prirodzene sa vysky-
tujúce materiály, podporujú zachytávanie buniek, proliferáciu, degradujú a meta-
bolizujú v tele[21]. Avšak majú aj viaceré obmedzenia. Tieto materiály môžu byť
odmietnuté telom, alebo môže sa objaviť imunitná reakcia. Okrem toho sú spájané s
rýchlou dobou degradácie a zlými mechanickými vlastnosťami. Riešením viacerých
týchto nedostatkov sú syntetické hydrogély. Postupnými zásahmi sa dá dosiahnuť
čiastočné, alebo aj dlhodobé odstránenie vyššie spomínaných nedostatkov. Aj na-
priek snahe sú syntetické hydrogély biologicky inertné a nebiodegradatelné, čo zne-
možňuje ich rozšírenú aplikáciu. Budeme sa zaoberať viacerými hydrogélmi, ktoré
sú doporučované k bunkám pre biotlač[14].

1.4.1 Prírodné hydrogély

Kolagén

Kolagén je proteín najviac sa vyskytujúci v ľudských tkanivách. Je často použí-
vaný v biomedicínskych aplikáciach vďaka tomu, že je hlavnou zložkou prírodného
extracelulárneho matrixu. Viaceré typy kolagénu majú rovnaké štruktúry, ktoré sa
skladajú z troch polypeptidových reťazcov. Tieto tri reťazce sa ovinú okolo seba a
vytvoria lanovú štruktúru. Pramene sú držané pohromade kovalentnými väzbami.
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Mechanické vlastnosti môžu byť zvýšené pomocou karbodiimidu a glutaraldehydu.
Kolagén je prirodzene degradovatelný metaloproteázami, teda degradácia môžeme
byť kontrolovaná[16].

Želatína

Polymér na báze proteínov, získaný čiastočnou hydrolýzou koloagénu. Želatína má
nižšiu antigenicitu v porovnaní z kolagénom. Pri zmene teploty sa stáva gélom.
Pomocou skupinu metakrylátu je upravená na fotopolymerizovatelný hydrogél[1].

Fibrín

Biopolymér vytvorený z fibrinogénu, ktorý je štiepený trombínom. Takto vznikne
spontánne spojený a nerozpustný monomér fibrínu. Hlavnou výhodou je získavanie
fibrínu z plazmy, čo znižuje riziko reakcie na cudzie teleso. Okrem toho fibrín ma
dobré schopnosti čo sa týka priľnavosti materiálu[20].

Alginát

Prírodný polymérny materiál získaný z hnedých rias a baktérii. Je to polysacha-
rid, ktorý patrí do skupiny lineárnych, neopakujúcich sa kopolymérov. Genetické
a proteinové inžinierstvo umožňuje prípravu bakteriálneho alginátu podľa potreby.
Dokážeme ovplyvniť zasieťovanie a teda aj výsledne mechanické vlastnosti. Pou-
žíva sa na celý rad lekárskych aplikácii, najmä pri stabilizácii a doručovanie liečiv.
Taktiež má dobré viskózne a želírovacie vlastnosti[22].

Kyselina Hyalurónova

Lineárny polysacharid zložený z opakujúcich sa disacharidových jednotiek. Priro-
dzene sa vyskytuje v živých organizmoch. Môže viazať vodu, čím vzniká viskózny
systém podobajúci sa želé. Pre svoje adhezívne vlastnosti skúmaný ako nástroj pre
cielenú distribúciu liečiv. V zmesi s kolagénom sa využíva pre regeneráciu chrupav-
kového tkaniva[23].

1.4.2 Syntetické hydrogély

poly(2-hydroxidethylmethakrylát)

HEMA je jedným z najdôležitejších a široko používaným hydrogélovým materiá-
lom. Je syntetizovaný a vlastnosti hydrogélu sú závislé na metóde syntézy, obsahu
polyméru, stupni sieťovania, teplote, poréznosti a finálnom aplikačnom prostredí.
Výsledný hydrogél po polymerizácii je biologicky inertný ale relatívne slabý. Taktiež
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odolný materiál na adsobciu proteínov a bunkovú adhéziu. Avšak bolo zistené, že
HEMA implantáty môžu kalcifikovať[22].

poly(vinylalkohol)

Tento hydrogél sa pripraví čiastočnou hydrolýzou polyvinyl acetátu. PVA môže byť
zasieťovaný na gél pomocou chemických alebo fyzikálnych metód. Je to elastický
materiál, čo môže podporiť syntézu matrixu alebo orientáciu buniek. PVA hydro-
gély sú neutrálne a nepriľnavé na proteíny a bunky. Majú nízky koeficient trenia
a ich štrukturálne vlastnosti sú podobné chrupavke. Sú silnejšie ako väčšina iných
syntetických gélov a preto je dôležitý pre avaskulárne tkanivá[24].

1.5 Kmeňové bunky pre 3D tlač
Kmeňové bunky sú skupinou buniek, ktorých výnimočnosť spočíva v schopnosti
vlastnej regenerácie a diferencovať sa na rôzne bunečné typy. Z kmeňových bu-
niek vznikajú základy jednotlivých tkanív a v dospelosti tieto bunky udržujú tka-
nivovú homeostázu a obstarávajú regeneráciu poškodeného tkaniva. Tieto funkcie
plnia kmeňová bunky vo všetkých fázach vývoja organizmu. Počas vývoja organizmu
vzniká celá hierarchia kmeňových buniek lišiaca sa vojim diferencičným potenciálom.
Kmeňové bunky sa dajú rozdeliť do troch základnýchy skupín[25].

1.5.1 Embryonálne kmeňové bunky

Kmeňové bunky vznikajúce z titopotentných buniek na počiatku embryonálneho vý-
voja nazývame embryonálne kmeňové bunky(ESCs). Tieto bunky sú pluripotentné,
takže môžu diferencovať na akýkoľvek typ somatickej bunky pomocou rastových fak-
torov a vhodného kultivačného prostredia. Vďaka vysokej aktivite telomerázy majú
neobmedzený replikačný potenciál. Originálny zdroj buniek je z vnútornej bunkovej
hmoty embrya. Ale bez imunitnej komplikácie a etického sporu, ktorý je u embryo-
nálnych kmeňových buniek.[26]

1.5.2 Somatické(dospelé) kmeňové bunky

Tieto bunky označujeme ako multipotentné, keďže majú obmedzený diferenciačný
potenciál. Na základe rôznych signálov sa môžu premeniť len na niektoré bun-
kové typy. Sú prítomné vo všetkých tkanivách dospelého organizmu. Schopnosť,
zvaná plasticita im umožňuje opravu poškodených častí tela, obnovy funkcie or-
gánov a správny priebeh imunitných reakcií organizmu. Všeobecne sú označované
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podľa tkanivového pôvodu. K somatickým kmeňovýcm bunkám patria hematopo-
etické,mesenchýmové a iné.[25]

1.5.3 Indukované pluripotentné kmeňové bunky

Kedže získavanie ľudských ESCs z ľudkých embryí čelí etickým a imunologickým
problémom začínajú sa používať indukované pluripotentné bunky(iPS). Ďalšou me-
tódou k zisku pluripotentných buniek je indukcia pluripotentných buniek z tkanív,
ktoré sú už diferencované a plne fungujúce. Úspešne reprogramovaním diferencova-
ných somatických buniek na bunky pluripotentné by mohlo umožniť získanie pluri-
potentných buniek priamo z pacienta.[25]

1.5.4 Niche

Populácia kmeňových buniek sa nachádza v niche. Jedná sa o špecifické mikropro-
stredie, ktoré reguluje, ako sa budú kmeňové bunky podieľať na generovaní, údržbe
a oprave tkanív. Niche poskytuje prostredie pre presné vyváženú produkciu kmeňo-
vých buniek a chráni ich pre vyčerpaním. Súhra medzi niche a kmeňovými bunkami
vytvára dynamický systém, ktorý je dôležitý pre udržanie fyziologického stavu tka-
nív a tak i celého organizmu[26].

Využitím kmeňových buniek sa zaoberajú hlavne regeneratívna medicína a tka-
nivové inžinierstvo. Čiastočná diferenciácia a následná aplikácia týchto buniek sa
využíva u pacientov s degeneratívnym ochorením, nádorovými chorobami a pri akút-
nom poškodení či strate tkaniva[27].

1.6 Spracovanie buniek pre biotlač
V biotlači je potrebné veľké množstvo buniek pre výrobu alebo tlač biologických
štruktúr. V priebehu rokov boli vymyslené rozdielne prístupy pre bitolač buniek.
Bunky môžu byť vytlačené vo forme suspenzie(jednotlivé bunky v hydrogély) alebo
z buniek sformované sféroidy vmiesané do hydrogélu. Koncentráciou buniek v hydor-
géloch je možné riadiť ich vzdialenosť. Obrázok 1.2 predstavuje variácie bunkových
formátov pre biotlač[1].
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Obr. 1.2: Formáty buniek pre biotlač zahrňujúc individuálne bunky alebo sféro-
idy. Rozdielne formáty buniek môžu byť vytlačené v roztoku alebo zapúzdrené v
hydrogély[1].

1.6.1 Individuálne bunky pre biotlač

Sú zavedené rôzne suspenzie buniek:

Bunky v hydrogély alebo prekurzore

• Progenitorové bunky chrupavky sú vytáčané do roztoku alginátu sodného,
tvoria kvapôčky bunkovej suspenzie, ktoré sú neskor zosieťované pomocou pri-
daného chloridu vápenatého po tlači[28]

• Bunky sú suspendované v zmesi GelMA(želatina methacrylol), fotoiniciátory
a rastové médium. Svetlo selektívne osvetľuje kadičku v ktorej je suspenzia a
formujú sa bunky zapúzdrene v hydrogély

• Pred pripravený gél z nebunkového extracelulárneho matrixu, ktorý obsahuje
kmeňové bunky získané z ľudského tukového tkaniva alebo mezenchýmove
kmeňové bunky[29]
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Bunky v médiu

• Bioatrament obsahujúci bunky v médiu je uložený v poli pomocou techniky
na báze elektromagnetického ventilu[30]

• Vrstva bunkového atramentu obsahujúceho bunky kostnej drene v bunkovom
médiu je rozprestrený na LAB doske. Kvapky bunkovej suspenzie je nanášaná
na biopapier, ktorý je umiestnený pod vrstvou bioatramentu[31]

1.6.2 Bunkové sféroidy pre biotlač

Bunkové sféroidy boli použité ako in vitro 3D model system v biomedicínskom vý-
skume niekoľko desaťročí. Dve primárne požiadavky musia byť splnené, aby sa sfé-
roidy mohli aplikovať pri biotlači:

• Bunkové sféroidy by mali obsahovať dostatočné množstvo a hustotu buniek[47].
• Vlastnosti bunkových sféroidov by mali byť dobre charakterizované aby sa dali

použiť pri danom type biotlače[28]

Charakteristika bunkových sféroidov

Bunkové sféroidy vznikajú kultiváciou buniek na neadherentným povrchu, alebo vo
visiacej kvapke(hanging drop). Následne sa bunky spoja dohomardy. Tieto sféroidy
sa následne vmiešajú do hydrogélu a tlačia.
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1.7 3D biotlač
Trojdimenzionálna tlač buniek je technológia, ktorá je používaná pre návrh a budo-
vanie 3D štruktúry buniek potrebnej k transplantačným terapiám. Táto technológia
umožňuje vytvoriť 3D štruktúru so živými elementami[34]. 3D biotlač je proces
automatického nanášania biologických molekúl na substrát. Údaje pre nanášanie
získavame s digitálneho modelu funkčnej štruktúry buniek. Materiál použitý v bio-
tlači, často pozostáva z kombinácie živých buniek, polyméru, chemických faktorov
a biologických molekúl za vzniku 3D štruktúry. Substrát je typicky rovinný pevný
povrch, ako Petriho misky, sklíčka alebo jamky kultivačných platničiek[32]. Samoz-
rejme koncept môže byť rozšírený na nerovný, kvapalný, plynný alebo iný flexibilný
substrát. Najväčšie výhody biotlače sú tvorba jednovrstvovej a 3D štruktúry, priame
implementovanie dvoch alebo viacerých rozdielnych typov buniek do jednej štruk-
túry a použitie jedného viacerých typov trysiek alebo tlačových hláv pre dosiahnutie
homogénnej štruktúry[2].

1.7.1 Technika 3D biotlače

Tkanivový nosič v tkanivovom inžinierstve zahŕňa zhotovenie nosiča, po ktorom
nasleduje implementácia buniek. Nakoniec úprava v bioreaktore pre dosiahnutie pri-
meranej proliferácie a funkcie buniek[33].

Tradične postup vytvorenia nosiča a pridania buniek boli dve vzájomne odlišné
kroky pracovného cyklu, ktoré sa neprevádzali súčasne. Medzi hlavné nevýhody
tohto postupu je nedostatok bunkovej penetrácie a vysoko variabilná distribúcia
buniek vnútri nosiča.Tieto obmedzenia vyplývajú z dôvodu nízkej účinnosti "sia-
tia"buniek v počiatočnom štádiu. Ďalším dôvodom je nízka proliferácia hlboko v
štruktúre nosiča primárne spôsobená poklesom živín v jadre nosiča. Pre zmiernenie
týchto nevýhod bol vyvinutý bioreaktora. Avšak použitie bioreaktora je vhodné len
pre malé rozmery[46].

Narozdiel od tradičných postupov 3D biotlač v podstate kombinuje oba procesy,
stavbu nosiča a umiestňovanie buniek, do jedného kroku. Táto technika umožňuje
súčasne budovanie nosiča, implementáciu buniek a pridávanie všetkých potrebných
látok. Ďalšou výhodou je kontrola 3D architektúry a umiestnenia buniek, čo umož-
ňuje aby koncový produkt sa podobal prirodzeným tkanivám. Väčšina spomenutých
výhod spočíva v kontrole množstva materiálu vytlačeného z tlačovej hlavy. Archi-
tektúru biotlačiarne popisuje obr. 1.5[16].
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Obr. 1.3: Základná architektúra mechanizmu biotlače[16]

Procesy biotlače vychádzajú z procesov klasických 3D tlačiarní1.1.2. Začínajú
s digitálnou definíciou bunkovej a tkanivovej architektúry modelu, ktorý ma byť
vytvorený. Toto digitálne modelovanie sa vykonáva v návrhovom softvéry. Vonkaj-
šia a vnútorná architektúra môže byť navrhnutá podľa výstupných dát získaných z
CT alebo MRI snímok pacienta. Nástroje v softvéry umožňujú identifikáciu rozdiel-
nych materiálov, ktoré určujú matrix, biologické molekuly a živé bunky. Príslušný
algoritmus dokáže kovertovať digitálny model na jednotlivé inštrukcie nevyhnutné
k chodu hardvéru[33]. Vyslaný signál pre tlač aktivuje súčiastky tvoriace tlačiacu
hlavu a riadi pohyb celého systému hardvérových komponentov. Celá konštrukcia
nosiča je produkovaná postupnými vrstvami buniek z ktorých sa stane štruktúra so
špecializovanou funkciou. Celý proces sa vykonáva v sterilných podmienkach aby sa
zabránilo kontaminácii[34].

Vzhľadom k tomu, že bunky sú zapojené do výrobného procesu, je nevyhnutné
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dbať na celkovú dobu potrebnú na vytvorenie konštrukcie. Čas na vytvorenie kon-
štrukcie je rôzny a závisí na type buniek. Pre zachovanie živých buniek v dobrej
kondícií je nutné zabezpečiť, aby čas na výrobu konštrukcie neprekročil jednu ho-
dinu. Dlhšia doba bude mať za následok zhoršenú životaschopnosť buniek a vyšší
bunkový stres. Pre rôzne typy buniek sú doporučované rôzne techniky biotlače, no
my sme sa rozhodli charakterizovať tie najčastejšie využívané pre biotlač[1].

1.7.2 Ink-jet biotlač

Bezkontaktná technológia, ktorá pozostáva z presného ukladania kvapiek tlačeného
biomateriálu na substrát, u bežných 3D tlačiarni nazýva ink-jet. V odbornej ter-
minológií sa kvapky biomateriálu označujú ako bioatrament. Pre biotlač sa využíva
princíp drop-on-demand (DOD). Kvapôčky bioatramentu sú uvoľňované z tlačovej
hlavy tak, aby dopadli na presne definované miesto na tlačenom povrchu[35]. Táto
technológia je v biotlačení veľmi žiadaná, najmä pre pulzný charakter tlače. Táto
technológia využíva dve rozdielne metódy na ovládanie mechanizmu tlačenia, bud
tepelné alebo piezoelektrické ovládanie. V tepelnom ovládaní elektrický impulz ak-
tivuje tepelný element, na ktorom sa rýchlo odparuje malá kvapka atramentu[36].
Výsledná bublina vytvára tlak, ktorý tlačí kvapôčky atramentu cez trysku na sub-
strát. Pri elektrickom ovládaní pulzné napätie spôsobí expandovanie prevodníka a
takto vytvorený tlak vypudí kvapky[16].

Obr. 1.4: Ink-jet technika tlače. V ľavo tepelné ovládanie v pravo piezoeletrkické[16]
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1.7.3 Laserom asistovaná biotlač (LAB)

Laserom asistovaná biotlač (LAB) je priama technológia, ktorá využíva pulzný lase-
rový lúč na uloženie biologického materiálu na substrát. Väčšina LAB systémov je
tvorená troma komponentami, tj. laserový lúč, bioatrament pokrytý ”doskou” a sub-
strát. Doska je sklenená lebo kremenná doska, ktorá je priepustná pre vlnové dĺžky
laserového žiarenia. Jedná strana je pokrytá tepelno senzitívnym bioatramentom[37].
V závislosti na optických vlastnostiach atramentu a vlnovej dĺžke lasera môže obsa-
hovať aj medzivrstvu. Táto vrstva absorbuje laser medzi doskou a atramentom tak,
aby bunky prežili prenos. Prijímací substrát je potiahnutý pásom biopolyméru alebo
médiami bunkovej kultúry pre udržanie bunkovej adhézie a trvalý rast buniek[38].

Obr. 1.5: Laserom asistovaná technika tlače[16]

1.7.4 Biotlač pomocou elektromagnetického ventilu

Mikro dávkovanie pomocou elektromagnetického ventilu sa využíva v rôznych ob-
lastiach. Systém umožňuje aj tlačenie živých buniek, tlač kmeňových buniek do
jamkových platničiek a tlač konštrukcií. Kompletný systém sa skladá zo zásobníka
tekutiny, solenodiu, topného telesa, prípojky pre pneumatickú riadiacu jednotku a
zdroj inertného plynu. Pre zlepšenie výroby viacnásobné tlačové hlavy môžu byť
usporiadané dohromady[39]. Objem vytlačených kvapiek je riadený tlakom vzdu-
chu a frekvenciou pohybu elektromagnetického ventilu. Elektrické impulzné signály
odoslané z počítača môžu zapnúť alebo vypnúť elektromagnet, čo ovplyvní vypu-
dzovanie kvapiek z trysky. Rôzne priemery trysiek môžu byť pripojené k tlačovej
hlave, aby sme mohli dodávať rôzne množstvá materiálu[16].

[2].
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Obr. 1.6: Technika tlače pomocu elektromagnetického ventila[16]

1.8 Biotlač založená na vytláčaní (extrusion ba-
sed bioprinting)

Tlaková metóda alebo metóda založená na vytlačovaní, bola pomerne dlho využívaná
pre rôzne procesy ako napr. tvarovanie kovov a plastických hmôt. V neskorých 90 ro-
koch 20 storočia bola vyvinutá metóda fused-deposition modeling, výrobná metóda
založená na vytláčaní. Vytláčacia metóda umožňuje vytvoriť 3D zložitú štruktúru s
poréznou architektúrou. Postupné vylepšovanie tejto techniky a znižovanie nákladov
umožnilo aplikáciu tejto metódy v tkanivovom inžinierstve. Biotlač založená na vy-
tláčaní (extrusion based bioprinting) sa vyznačuje tlačením bioatramentu v podobe
hydrogélu do kvapalného média[40].

Táto technika je kombináciou plynulého dávkovacieho systému a automatického
robotického systému. Poskytuje lepšiu konštrukčnú celistvosť v dôsledku kontinuál-
neho ukladania vláken. Počas biotlače sa bio atrament dávkuje podľa vylučovacieho
systému, ktorý je pod kontrolou počítača1.7. To má za následok presne ukladanie
buniek podľa požadovaného 3D modelu. Zvyčajne bioatrament pozostáva z buniek
a hydrogélu o príslušnej viskozite, ktorý je vytláčaný pod tlakom cez mikro trysku
alebo mikro ihlu. Vytláča sa pri teplotách okolo 37 stupňov, aby bola zachovaná ži-
votaschopnosť buniek[41]. Mechanickú pevnosť vytlačených štruktúr ovplyvňujeme
pomocou tepelného alebo chemického zosieťovania(spojenia). Hydrogél je uložený v
kovových, plastových alebo sklenených striekačkách a dávkovanie bioatramentu je
zabezpečené pomocou pneumatickej alebo mechanickej metódy na substrát. Sub-
strát môže byť pevný, kvapalný alebo na báze gélu. Celý systém je v sterilnom a
klimatizovanom prostredí, vhodnom pre bunky citlivé na teplo. Reologické vlast-
nosti materiálu, teplota tlače, typ trysky a pôsobiaci tlak sú kritické parametre

26



ovplyvňujúce fyzikálne a biologické vlastnosti[22].

Obr. 1.7: Vytláčacia technika tlače[16]

Vďaka univerzálnosti, dostupnosti a možnosti tlače poréznej konštrukcie je vytlá-
čanie často využívanou metódou. Vytláčanie umožňuje tlačiť tkanivá, tkanivové kon-
štrukcie a orgánové moduly. Dodnes bola široká škála tkanív úspešne konštruovaná,
ako napr. tkanivá chrupavky, ciev, kosti, kože, pečene a srdca. Metóda vytláčania
je súčasťou rôznych oblastí výskumu, najmä v spojení s onkologickými ochoreniami,
testovaniu vplyvu drôg na živý organizmus a transplantáciou kože. Biotlač na báze
vytláčania je najperspektívnejšia metóda, vďaka dosahovanej presnosti pri zhoto-
vovaní štruktúr. Výsledne produkty nielen svojou veľkosťou ale aj štruktúrou sú
najpodobnejšie reálnym tkanivám[1].

Bunečná smrť po tlači je najkritickejšie obmedzenie vytláčacieho systému. Smrť
buniek nastáva hlavne počas procesu nanášania. Je to spôsobene vysokým tlakom a
zvýšením šmykového napätia. Mechanické pôsobenie na vytlačené bunky môže vyvo-
lať iné typy poškodenia buniek. Sú to fenotypové zmeny buniek a strata funkčnosti
bunky[16].

Obrovská výhoda vytláčania oproti ostatným technikám spočíva v rýchlej apli-
kácií bioatramentu. Hardverové súčiastky potrebné ku konštrukciu biotlačiarne na
báze vytláčania sú cenovo dostupné, poprípade celá technológia je komerčne do-
stupná. Umožňuje tlač širokej škály bioatramentov, vrátane bunkových agregátov,
buniek v hydrogéloch, mikronosičov a nebunkových matrixových komponentov. Os-
tatné techniky umožňujú tlač buniek v hydrogéloch[2].

Biotlač s vysokou hustotou buniek je zatiaľ možná len pomocou techniky EBB.
Táto technika zabezpečuje minimálne poškodenie buniek. Práca s technickými sú-
čiastkami biotlačiarne nie je náročná a môže byť ovládaná aj menej technický zdat-
ným pracovníkom. Najdôležitejšou výhodou je, že technika EBB umožňuje biotlač
automaticky korektných poréznych konštrukcií, čo je u iných techník veľmi náročné.
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Avšak aj napriek jej univerzálnosti má aj radu nevýhod, najmä rozlíšenie imple-
mentovania bioatramentu je veľmi obmedzené. Čo spôsobuje, že bunky nemôžu byť
presne vzorkované a organizované. Taktiež nároky na gelovatenie a tuhnutie v pro-
cese obmedzuje používanie určitých typov hydrogélov v technike EBB. Šmykové
napätie na špičke trysky spôsobuje výrazný pokles počtu živých buniek[22].

Pneumatický systém

Proces vytláčania bioatramentu môže byť riadený pneumatický systémom, na ria-
denia sa využíva stlačený vzduch bez ventilu (obr.1.8 časť A1) alebo s ventilom
(obr.1.8 časť A2). Riadenie pomocou otvoreného ventilu je veľmi častou používanou
formou riadenia, vďaka svojej jednoduchosti. No metóda uzavretého ventilu môže
byť vhodnejšia, najmä kvôli kontrolovateľnosti tlaku a pulzná frekvencie[22]. Veľmi
často spomínaným nedostatkom pneumatického systému sú oneskorené dávky kvôli
stáčaniu plynu. To je dôvodom aplikácie pneumatického systému riadenia pri vysoko
vyskózných roztavených polyméroch. Paradoxne tento nedostatok umožňuje väčšiu
kontrolu nad tokom hydrogélu do trysky[42].

Obr. 1.8: Pneumatický systém: A1 bez ventila, A2 s ventilom[22]

Mechanický systém

Okrem vzduchom riadených systémov sa v praxi uplatnili aj mechanicky riadené
systémy, jedná sa o usporiadanie hardvérových súčiastok, tak aby proces vytláčania
bol riadený mechanickou súčiastkou, ako napr. skrutka, piest a pod. Mechanický
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vytláčací systém využíva piestovú alebo skrutkovú konfiguráciu 1.9. Piestová kon-
figurácia poskytuje lepšiu priamu kontrolu nad tokom bioatramentu cez trysku[43].
Zatiaľ čo skrutková konfigurácia dáva lepšiu priestorovú konfiguráciu a je užitočná
pre dávkovanie bioatramentu s vyššou viskozitou. Pri riadení pomocou skrutky sa
vytvára väčší pokles tlaku pozdĺž celej trysky, čo môže poškodiť bunky. Tento ne-
dostatok je možné odstrániť starostlivo navrhnutým ozubeným kolieskom. Obidva
typy mechanického vytláčania môžu pracovať spoločne, ako napríklad keď skrutka
riadi topenie polykaprolaktónu pred ukladaním a striekačka na báze piestu vytláča
hydrogél[44].

Skrutka poskytuje väčšiu priestorovú kontrolu a taktiež pracuje dobre s vysoko
viskóznymi hydrogélmi. Jeden z problémov skrutky je pokles tlaku v tryske, čo
môže mať negatívny dopad na zapuzdrenie buniek. Dnes dokážeme tento problém
odstrániť špecifickým dizajnom skrutky pre biotlač[45].

Obr. 1.9: Mechanický systém: B1 piestový, B2 skrutkový[22]

Pneumatický systém v porovnaní z mechanickým má jednoduchšie komponenty,
čo spôsobuje väčší rozsah tlaku vytláčania. Tryska neni zaťažená vibráciami hrotu,
ktoré vychádzajú od motora a preto ma presnejší profil tlačenej línie. Avšak, me-
chanický systém všeobecne poskytuje väčšiu kontrolu nad vytláčaním materiálu.
Zabraňuje oneskorenému vytláčaniu, ktoré je spôsobené stláčaním plynu v pneuma-
tickom systéme. Taktiež je vhodnejší pre tlač vysoko viskóznych materiálov[22].

29



1.8.1 Techniky tlačenia hydrogélov

Biotlač na založená na vytláčaní je univerzálna technológia a umožňuje použitie
rôznych typov bioatramentov, tj. hydrogélov, mikronosičov, bunkových paliet a ne-
bunkových matrixových komponentov. Táto všestrannosť vzniká v dôsledku použitia
rôznych typov trysiek. Používanie trysiek umožňuje uložiť stavebné bloky do kva-
palného média, alebo vytlačiť bioatrament v blízkosti pevnej základne. Biotlač hyd-
rogélov využíva najmä riadenie tlače pomocou pneumatického systému. Narozdiel
od hydrogélov mechanický systém riadenia sa často vyskytuje pri biotlači pomocou
agarózu a želatíny[40].

Alginát

Pri biotlači použitím alginátu ako bioatramentu sa využíva viacero techník biotlače.
Prvá technika sa nazýva bioplotting (obr.1.10 časť B1). Bunky, umiestnené do hyd-
rogélu, sú extrudované do vytlačovacieho média. Tlačený nosič zostáva vo vnútri
média, pokiaľ nie je proces vytlačovania ukončený. Hustota tlačeného bioatramentu
je vždy väčšia ako hustota média, do ktorého sa tlačí. Ukladanie je ľahko ovládateľné
pomocou zmeny teploty a viskozity média. Inou technikou tlačenia alginátu je na-
nášanie, alebo sprejovanie sieťovacého roztoku na hydrogél pomocou druhej trysky.
Rotácia trysky môže byť ovládaná pomocou motorizovaného systému (obr.1.10 časť
B2) [43]. Tretia technika tlačí hydrogél pomocou koaxiálnej trysky (obr.1.10 časť
B3). Hydrogél je tlačený jadrom trysky, kým sieťovací roztok je nanášaný vonkajším
krytom plášťa trysky. Kryt plášťa je predĺžený, čo umožňuje väčšiu kontrolu nad
tlačením bioatramentu. Technika tlačenia vopred pripraveného zosieťovaného hyd-
rogélu je používanou technikou pri biotlači hydrogélu. Aplikovaný sieťovací roztok je
malej koncentrácie. Hydrogél poskytuje dostatočnú kvalitu uloženia bioatramentu a
štrukturálnu integritu nosiča. V poslednej fáze tlačenia je nosič vystavený sieťova-
cému roztoku s vysokou koncentráciou. Pri tejto technike je možné dosiahnuť lepšie
mechanické vlastnosti ako pri iných technikách, no tlak pri tlačení je vyšší, čo vý-
razne zaťažuje vopred pripravený hydrogél. (obr.1.10 časť B4)[12]. Pri inej technike
sieťujeme pomocou aerosolového roztoku. Hydrogél je tlačený na substrát a vypa-
rovanie sieťovacieho roztoku je zabezpečené pomocou ultrazvukového zvlhčovača.
Narozdiel od predchádzajúcej techniky, táto technika vytvára malé rovnomerne roz-
delené kvapôčky po celej štruktúre. (obr.1.10 časť B5) [47].

30



Obr. 1.10: Rôzne typy tlače alginátu[22]

Želatína a kyselina hyalurónova

Prí práci s biomateriálmi ako želatína a kyselina hyalurónová sa využíva pneuma-
ticky riadený extrúder vybavený UV zdrojom 1.11. Tlačiteľnosť je závislá na kon-
centrácii gélu, dobe expozície UV žiarenia. Trvanie a intenzita vytvrdzovania bio-
materiálu pomocou UV môže mať vplyv na životaschopnosť buniek, hustotu gélu
a tvrdosť. Počas tlače môže želatína skvapalniť, je to spôsobené kultiváciou pri
teplote 37°C, čo zanechá voľné a priechodné kanály. Takéto štruktúry obsahujúce
fluídne siete umožňujú prúdenie kultivačného média, kyslíka, liečiv cez konštrukciu
nosiča[48].

Obr. 1.11: UV integrovaný systém[22]
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Agaróza

Najvhodnejšia agaróza pre metódu vytlačovania je s nízkou teplotou gelovatenia
a nízkou teplotou topenia (nízkou taviteľnosťou -> neviem čo to je). Hovoríme o
teplotách pohybujúcich sa v rozmedzí od 26°C až 30°C. Agaróza je vytláčaná v
kvapalnom stave a rýchlo tuhne pri kontakte z mrznúcou základňou 1.12 [49].

Obr. 1.12: Tepelne kontrolovaný systém[22]

Kolagén a fibrín

Konfigurácia pri tlačení použitím kolagénu je znázornená na obr. 2.1. Bioatrament v
kvapalnom stave je vložený do zásobníka v tvare valca. Ak je teplota topenia nižšia
ako teplota okolitého prostredia je držaný v chladiacej komore. Kontrolu teploty
tlače zabezpečuje vykurovacia jednotka dávkovacieho hrotu. Takto môžeme tlačiť
kolagén v pevnej forme. Plné zosieťovanie alebo prepojenie kolagenóvých vláken v
inkubátore dosiahneme približne po 30 minútach[50].

Niekedy sa fibrín tlačí v spojení s trombínom. Na to sa používa multikomorová
metóda. Oba komory sú spojené jednou tryskou, v ktorej sa spoja obe substancie[37].

Obr. 1.13: Tepelne kontrolovaný systém a multikomorový sytém[22]
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2 PRAKTICKÁ ČASŤ ŠTUDENTSKEJ PRÁCE
V rámci praktickej časti práce popíšeme technologické vybavenie laboratória Ústavu
histológie a embryológie. Charakterizujeme 3D tlačiareň a následne sa budeme ve-
novať návrhu tlačovej hlavy pre mechanický vytláčací systém. Ďalej tento návrch
realizujeme a experimentálne zistíme paramtre tlačovej hlavy. Nakoniec sa venujeme
vizualizácii vytlačených kmeňových buniek.

2.1 Laboratórne vybavenie
Laboratórium disponuje komerčne dostupnou biotlačiarňou, ktorá je rozšírená o vy-
bavenie pre aplikáciu vo výskume. Jedná sa o biotlačiareň (BioScaffolder) značky
GeSim. Je postavená na metóde vytlačovania. Jedná sa o najuniverzálnejšiu a naj-
rozšírenejšiu metódu biotlače. Vzhľadom k jej rozšírenosti a ľahkej dostupnosti je
jednoduché nadobudnúť rôzne vylepšenia a úpravy v prípade vyskytujúcich sa ne-
dostatkov v jej aplikácii. Vďaka čomu má táto metóda širokú škálu aplikácie v
našom odvetví. Ďalšou výhodou sú nízka cena zariadenia v porovnaní s dostupnými
podobne vybavenými zariadeniami ako napríklad laserovo asistovaná alebo soleno-
idovou tlač. V porovnaní s Ink-jet je hardvér nízko nákladový a ľahko rozšíriteľný o
rôzne úpravy a vylepšenia. Ako bolo spomenuté už vyššie najvýznamnejšou výhodu
tejto metódy je korektnosť poréznych štruktúr.

BioScaffolder

Tento produkt firmy GeSim, je nastaviteľná platforma, ktorá obsahuje 4 nezávislé vy-
tlačovanie systémy. Je schopná tlačiť nosiče, biopolyméry, biokompatibilné silikóny,
kostné pasty a živé bunky. BioScaffolder poskytuje piezoelektrický a pneumatický
mechanizmus vytláčania. Tlačová hlava pracuje s troma pneumatickými kazetami
pre tlačenie vysoko viskózneho materiálu. Nezávisle jednotky sú schopné tlačiť mate-
riál bez výmeny náplni. Hlavné aplikácie zahrňujú: tlač živých buniek, produkovanie
implantátov mäkkých tkanív, tlačenie foto senzitívnych materiálov a výroba senzo-
rov z vodivých polymérov.
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Obr. 2.1: 3D biotlačiareň BioScaffolder

Nevýhodou nášho zariadenia sú limity pri budovaní rôznych mikroštruktúr, alebo
častý výskyt 3D anizotropie. No jedným z najvýznamnejších nedostatkov tejto bio-
tlačiarne je aplikácia rôznych druhov hydrogélov. Je to všeobecný problém, ktorý
sa netýka len BioScaffoldera. Konkrétne sa jedná o problém s tlačou nízko a vy-
soko viskóznych materiálov. Pri práci s materiálom o nízkej viskozite prístroj stráca
svoju presnosť tlače. Tlak vytváraný pri tlači je príliš veľký s následným usmrťením
buniek a vysoká viskozita spôsobuje veľké šmikové napätie, ktoré vedie k nízkej via-
bilite buniek. Naopak nízka viskozita vedie u pnemuatických systémov k vytekaniu
biomateriálu z trysky.

2.2 Návrh riešenia problému s hustotou aplikova-
ných hydrogélov

Nedostatok spojený s hustotou aplikovaných hydrogélov sme sa rozhodli vyriešiť po-
mocou návrhu prototypu tlačiacej hlavy, ktorá bude implementovaná do tlačiarne.
Pri mechanickom prevedení sme sa rozhodli pre prototyp hlavice na báze striekačky,
resp. piestu. Riadenie hlavice môže byť prevedené buď nezávisle, alebo závisle na
biotlačiarni. Nezávislé riadenie je jednoduchšie na realizáciu. V prípade závislého
riadenia je nutné vyvinúť hardvérové, ako aj softvérové rozšírenie nezávislého ria-
denia. Pri oboch prípadoch riadenia hlavy využívame externý softvér, ktorý nie
je súčasťou biotlačiarne. Pri nezávislom riadení je hlava ovládaná podľa potrieb
užívateľa. Avšak nezávislé riadenie zhoršuje kvalitu výsledného produktu a znižuje
presnosť vytláčania. Dajú sa očakávať problémy s načasovaním pohybov tlačiarne
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voči rýchlosti vytláčania hlavy. V prípade závislého riadenia, tj. pri rozšírení riadia-
cej jednotky o prepojenie s pneumatickým systémom biotlačiarne, bude problém s
načasovaním odstránený. Závislým riadením je zaručené presné vytláčanie bioatra-
metu. Pre riadenie nášho prototypu sme sa rozhodli pre závislé riadenie prepojené
s pneumatickým systémom biotlačiarne. Proces vytláčania je zabezpečený pomo-
cou mechaniky prototypu, tj. pohyb piestu je poháňaný krokovým motorom. Motor
je riadený pomocou driveru. Hardvérové prepojenie pneumatického systému biotla-
čiarne a prototypu hlavice je zabezpečené pomocou mikrokontrolóra, ktorý súčasťou
platformy Arduino. Kontrolór vyhodnocuje signály z tlakového senzora napojeného
na pneumatický systém biotlačiarne. Z konečného hľadiska je pohyb hlavice ovlá-
daný riadiacim systémom biotlačiarne. Náš prototyp umožňuje výmenu striekačiek
podľa potreby tlačenia. Je možné použiť viacero typov striekačiek.

2.3 Realizácia tlačovej hlavy
Náš model sme vytvárali s ohľadom na cenovú dostupnosť, funkčný dizajn, možnosť
výmeny striekačiek a jednoduché ovládanie.

Vyberali sme s rôznych typov návrhov. Prvým návrhom bol tzv. stojan na vy-
tláčanie striekačky(obr.2.2). Ide o typ hlavy kde motor je uložený nad striekačkou.
Vytláčanie je spôsobené otáčaním závitovej tyče. Vďaka tomu sa pohybuje násta-
vec, na ktorom je uchytená striekačka. Tento návrh nebol vybraný na základe jeho
veľkosti a robustnosti.

Obr. 2.2: Stojan na vytláčanie striekačky. Model prveho návrhu tlačovej hlavy[51].

Druhý návrh spočíval v návrhu umiestnenia vytláčacieho systému hlavy mimo
pohybujúcu sa časť tlačiarne. Na pohybujúcu sa časť tlačiarne by bola upevnená len
ihla, ktorá by bola spojená hadičkou s vytláčacím systémom. Tento model vyžaduje
konštrukciu pre uchytenie ihiel a upevnenie k tlačiarni, ktoré sme v tej dobre nemali
k dispozícii.

Posledný návrh bola tlačová hlava, ktorú navrhol Thomasa J. Hinton. Funkčnosť
tohto návrhu bola overená, čo bolo výhodou. U tohto typu bola veľkosť a možnosť
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výmeny rôznych druhov striekačiek rozhodujúcim faktorom. Ďalšou výhodou tohto
návrhu bolo, že na jeho realizáciu nám stačila 3D tlačiareň na tlač plastov. Všetky
podstatné súčiastky hlavice boli tlačené použitím najuniverzálnejších tlačových ma-
teriálov, ktoré sú biologicky rozložiteľné. Jedná sa o látku označovanú ako polylactid
(PLA).

2.3.1 Mechanická časť tlačovej hlavy

Prototyp tlačovej hlavy pozostáva z extrúdera, krokového motora a striekačky. Ex-
trúder pozostáva z troch častí, tak aby bolo možné ich poskladať pomocou spojova-
cieho materiálu. Jednotlivé časti extrúdera sú základňa, pohybová časť a uzamykací
systém. Základňa extrúdera (Obr. 2.3 ) je najpodstatnejší prvok extrúdera, lebo
spája prototyp hlavy do funkčného celku. Pripája sa k nej krokový motor, ktorý
pohybuje s pohybovou časťou extrúdera. Zo spodnej časti sa vkladajú adaptéry, na
ktorých sú umiestnené striekačky.

Obr. 2.3: Vľavo základňa extrúdera z predu, vpravo základňa z boku.

Pohybová časť extrúdera (Obr. 2.4) pozostáva z ozubeného kolesa, trapézovej
skrutky a piestu, ktorý bude tlačiť na striekačku. Všetky súčasti pohybovej časti sú
upevňované na základňu extrúdera.
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Obr. 2.4: Pridaná pohybová časť k základni

Uzamykací systém extrúdera (Obr. 2.5) upevňuje pohybovú časť tak, aby držala
pohromade a piest pôsobil na striekačku v správnom mieste a správnym smerom. V
našom prototype hlavy sú používané mikrostriekačky značky Hamilton, ktoré patria
k najrozšírenejším striekačkám na našom trhu. Majú široké možnosti uplatnenia a
sú vhodné na tlač rôznych hydrogélov s možnosťou opakovanej sterilizácie.

Obr. 2.5: Pridaný uzamykací systém. Vľavo uzavretý, v strede a vpravo otvorený
systém.

Poslednou mechanickou časťou prototypu tlačovej hlavy je krokový motor typu
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NEMA-17. Konkrétne sa jedná o motor značky micron a radu SX. Zvolili sme práve
tento typ krokového motora, či už pre jeho rozmery, hmotnosť.

Ako bolo uvedené vyšie všetky časti tlačovej hlavy boli tlačené na 3D tlačiarni
ústavu Biomedicínskeho inžinierstva. Jednalo sa o 3D tlačiareň značky Felix. Para-
metre tlače su zobrazené v tabuľke2.1.

Tab. 2.1: Parametre 3D tlače

Teplota hlavy 195°
Teplota podložky 50°
Typ vlákna PLA
Hrúbka vlákna 1.75 mm
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2.3.2 Riadiaca časť tlačovej hlavy

Z dôvodu kontroly pohybov krokového motora potrebujeme riadiaci systém, ktorý
bude vyhodnocovať získané informácie z biotlačiarne. Celé vytláčanie bude riadené
na základe informácií z pneumatického systému biotlačiarne. Riadiaci systém bude
obsahovať tlakový senzor ktorý bude sledovať zmeny tlaku v pneumatickom sys-
téme biotlačiarne. Takto získané informácie bude vyhodnocovať riadiaca jednotka
a následne bude riadiť pohyby krokového motora, teda aj celý proces vytlačovania
kmeňových buniek v hydrogély. Využitím časového intervalu signálu je riadená dĺžka
tlače. Schéma zapojenia riadiaceho systému tlačovej hlavy je na obrázku 2.6. Táto
časť je pôvodná navrhovali sme ju sami pre používaný typ tlačiarne Bioscaffolder.

Obr. 2.6: Schéma riadiaceho obvodu tlačovej hlavy

Na základe tejto schémy bola vytvorení doska plošných spojov, do ktorej sa
zasadili jednotlivé diely riadiaceho systému. Ten pozostáva z:

• Arduino Nano V3 ATmega328
• Pololu drvier A4988. Modul, ktorý umožňuje riadiť rýchlosť a smer otáčania

jedného bipolárneho krokového motora.
• Zdroj napätia
• Kondenzátoru s kapacitou 100 𝜇F
• Operačný zosilovač
• Trimr
• Senzoru tlaku SPD100G. Meria tlak vzhľadom k atmosferickému tlaku
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(a) (b)

Obr. 2.7: Riadiací systém tlačovej hlavy

Tlak je privádzaný hadičkou, ktorá je súčasťou pneumatického systému jednej z
tlačových hláv. Tlak je snímany senzorom a vytvorené rozdielové napätie je zosilo-
vané prístrojovým zosilovačom a následne privádzané na pin arduína. Trimr upra-
vuje zosilnenie podľa požiadaviek. Následne bol v programovacom prostredí Arduina
vytvorený program, ktorý umožňuje spracovanie zosileného napätia z tlakového sne-
zora a následne riadenie krokového motora pomocou driveru. Arduino prepočítava
vstupné zosílené napätie na rýchlosť krokového motora. Rýchlosť motora je braná
ako kroky za sekundu. Driver je ovládaný dvoma výstupnými pinami arduina Step
a Dir. Impulz na Step pine znamená, aby sa na výstupoch krokového motora vytvo-
rila taká kombinácia polarit napätia, ktorá pootočí motorom o 1 krok. Smer je daný
pinom Dir, ktorý zmení poradie a polaritu pripojenia vinutia k zdroju. Samotný
motor je ovládaný a napájaný pomocou driveru.

2.3.3 Nasadenie tlačovej hlavy

Ďalším krokom po otestvaní funkčnosti tlačovej hlavy bolo jej vsadenie do 3D bio-
tlačiarne. Tlačová hlava mala nahradiť jednú z originálnych tlačových hláv, ktoré
boli súčasťou 3D biotlačiarne(Obr.2.8).
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Obr. 2.8: Originálne tlačové hlavy na BioScaffoldery

Aby sme tlačovú hlavu mohli nasadiť bolo potrebné vytvoriť nástavec, ktorým
sa pripevnila tlačová hlava k Biotlačiarni. Vyvíjali sme viacero pracovných verzií
nástavcov. Najposľahlivejší nástavec bol aplikovaný pri vkladaní do biotlačiarne.

Obr. 2.9: 3D návrh poslednej verzie stojanu pre tlačovú hlavu
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Následne sme nástavec s celou tlačovou hlavou nasadili na 3D biotlačiareň. Na
obrázkoch2.11 a 2.10 je vidieť ako vyzerá prototyp tlačovej hlavy pripevnený k 3D
tlačiarni.

Obr. 2.10: Celkový pohľad na 3D tlačieren s našim prototypom tlačovej hlavy
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Obr. 2.11: Pohľad z predu na pripevnenú tlačovú hlavu.

2.3.4 Navrhnutý algoritmus pohybu tlačovej hlavy

Algoritmus pohybu musí splňovať určité požiadavky aby sme mohli tlačiť hydrogély
po prípade hydrogély s uloženými bunkami. Rýchlosť pohybu hlavy má vplyv na
viskozitu a množstvo vytlačeného bioatramentu.

Súčastné metódy nanášania hydrofóbnych materiálov pri metóde na báze vy-
tláčania nemajú potrebnú geometrickú presnosť pri zachovávaní vlastností okrajov.
Väčšinou je pohyb hlavy zaokrúhlený pri kontinuálnom ukladaní materiálu. Integ-
ráciou viacerých atramentov do jediného vlákna ma za následok zvýšenú ostrosť na
okrajoch segmentu. To znamná, že dráha hlavy nebude ovplyvňovaná hranami mo-
delu aby sa zachovala geomterická presnosť modelu. Táto metóda zlepšuje rozlíšenie
vzorov a zachováva štrukturálnu integritu susedných segmentov. Samozrejme toto
vylepšenie závisi od geometrie vzoru. S tout metódou pohybu úzko závisi viskozitou
hydrogélov. Viskozita hraje rozhodujúcu úlohu pri kontrole rozhrania prechodu.

Pohyb hlavy v prípade jednoduchých štrutkúr by algoritmus závisel na tvare
štruktúry. Termínom jednoduché štrutkúry máme na mysli štruktúry, ktorých tvar
je tlačený na základe geometrického tvaru. Pozostáva z jednej alebo minimálneho
počtu štruktúr.

Ďalšiu významnú rolu pri navrhovaní algoritmu pohybu zohrala možnosť tlačiť
komplexné štruktúry. Máme na mysli viacvrstovú štruktúru, ktorá pozostáva buď to
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zo samotného tkanivového nosiča, bioatrmanetu alebo ich kombináciou. Pri tlačení
týchto štruktúr je potrebná pauza medzi vrstvami aby sa vrstva stabilizovala a zosie-
ťoval sa hydrogél. Inač môže dôjsť k deformácii a kolapsu celej štruktúry. Taktiež je
potrebné meniť smer tlače jednotlivých vrstiev aby bola zaistená stabilita štruktúry.
Napríklade tlačiť vrstvy v smere osi x a následne v smere osi y. Pri tlačení kom-
binovanej verzie(tkanivový nosič a bioatrment) je potrebné mať dve tlačové hlavy.
Pohyb jednej hlavy je ovplyvňovaný pohybom druhej hlavy. Je tu možnosť kontinu-
álne pohybu obdivoch hláv naraz alebo striedavého pohybu. V prípade tlače dvoch
materiálov o rozdielnej viskozite, algoritmus músí riadiť rychlosť pohybu hlavy aby
nedošlo k deformácii celej štruktúry. Kontilnuálny pohyb je náročnejší na riadiací
algoritmus keďže je vyhodnocovaná poloha druhej hlavy. Ak cheme tlačiť kombi-
novanú verziu štruktúry s jednou hlavou, algoritmom musí byť zaistená presnosť
pohybu.

Algoritmus pohybu sa musí prispôsobiť podmienkam tlače a 3D modelu, ktorý
chceme vytlačiť. Pri tlačení hydrogélov nesmieme zabudnúť na elasticitu a viskozitu
hydrogélov. To znamená, že pro ukončení tlače línie je potrebné dostatočne nadvi-
hnúť ihlu aby sa hydrogél odpojil od ihly. Ak algoritmus nezabezpečí tento pohyb,
"ťahaním"hydrogélu za ihlov môžeme dôjsť k deformácii štruktúry. Je tu snaha o
zmenšenie časovej náročnosti tlače. Dráha tlače sa vypočíta na základe tvaru tla-
čenej vrstvy. Ak je to možné tlač novej línie začína čo najbližšie k bodu ukončenia
predchádzajúcej línie. V prípade podpory pre štruktúru je cesta vytváraná na zá-
klade obrysov vzorku.

Na základe týchto informácii sme volili algoritmus pohybu tlačovej hlavy. Vybe-
rali sme medzi voľne dostupnými a komerčnými algoritmami.

Cura

Prvým algoritmom je Cura, ktorý je najvyužívnejším slicerom na svete. Podporuje
formáty ako STL, 3MF a OBJ. Tento open source softvér je kompatibilný takmer
s každou 3D tlačiarňou. Je to jednoduchý slicer ideálny pre začiatočníkov ale aj s
možnosťou nastavenia expert. Limitáciu algoritmu cura je tlač premostení. Výhoda
spočíva v rýchlom narezaní objektu. Jednotlivé vrstvy sú po tlači uniformnejšie.

Slic3r

Slicer open source je veľmi silný nástroj s veľa funkciami a možnosťami. Avšak kom-
plikovanejší na použivanie. Na výber z dvoch verzií jednoduchá a expert. Jednoduché
je pre nenáročnú tlač so základným nastavením. Expert, ide o tlač kde je užívateľ
dostane veľké množstvo možnosti tlače, čo sa týka rýchlosti, premostenia, nasta-
venie prvej a poslednej vrstvy. Výhodou je možnosť tlače mikrovrstiev, nastavenie
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chladenia a práca s viacerými tlačiarňami zároveň. Algoritmus dokáže kvalitne tlačit
jemné štruktúry.

Simplify3D

Simlify3d je jeden z najrýchlejších slicerov, ktorý umožňuje opakovanie vykreslenie
a nakrájanie. Podpora produktu je kvalitná a rýchla. Má viac funkcii ako cura ale
nie je dostatočne kvalitný ako slic3r. Nevýhoda je cena softvéru. Naopak vyhoda
je v kvalitnej tlači podpory modelu. Taktiež výpočet času, materiálu a ceny pred
tlačením.

Repetier Host

Repetier host, je to jednoduchý softvér, ktorý je kompatibilný s väčšinou firmvérov.
V základnej verzii si môžete zvoliť Slic3r, Skineforge alebo curu. Dokáže ovládať 16
extrúderov s rôznymi vláknami. Po nakrájaní je možnosť vidieť predpokladaný po-
hyb hlavy a podporné štruktúry. Je možné skontrolovať celý model, vybrané miesta
alebo vrstvy a rozoznať potenciálny problém pred tlačou. Ďalej je tu možnosť tlačiť
viacero modelov naraz.

Výber a overenie algoritmu

V prípade jednoduchých štruktúr (polygony,meande a kruhové štruktúry) sme vy-
užívali implementovaný algoritmus tlačiarne, ktorý bol dostatočný. V prípade tlače
komplexnejších štruktúr z STL modelov, komerčný softvér nepoužíva ideálny algo-
ritmus pre niekotre typy štruktúr (napr. tubulárni) a neumožňuje nastavenie tisku.
Preto sme sa rozhodli na preklad 3D modelov do G-codu využiť algoritmy, ktoré
boli voľne dostupné. Pracovali sme v softvéri Repetier Host. Po navrhnutí modelu
sme vytvorili G-code, ktorý obsahoval trasu pohybu hlavy. Avšak Biosfcaffolder sa
riadi vlastným G-codom, takže vytvorenú trasu sme previedli do jazyka tlačiarne.

2.3.5 Realizácia tlače

Pred samotnou tlačou kmeňových buniek bolo dôležitým overiť kľúčové vlastnosti
tlačovej hlavy. Aby sme vedeli nastaviť 3D tlač potrebovali sme zistiť ako reaguje
riadiací systém tlačovej hlavy na tlak, ktorý sníma senzor tlaku. Taktiež bolo nutné
určiť závislosť množstva vytlačeného materialu od počtu krokov motora.

Vytlačený objem na základe krokov

V tomto meraní sme študovali závisloť množstva vytlačeného objemu od počtu kro-
kov motora. Pracovali sme s váhou, ktorá určovala množstvo vytlačenej destilovanej

45



vody. Ako pracovný materiál bola zvolená destilovaná voda z dôvodu, jednoduchej
konverzie medzi jednotkami váhý a objemu materiálu. Pri prepočítaní pomocou hus-
toty vody 1 mg odpovedá 1𝜇l. Pri experimente sme využívali striekačky s objemom
1 a 3 ml. S rovnakými typmi striekačiek sa budú tlačiť kmeňové bunky. Meranie
sme opakovali 4-krát. Výsledne hodnoty objemov sú v tabuľke 2.2 a 2.3.

Tab. 2.2: Tabuľka nameraných hodnôt pre striekačku s objemom 1ml

Poč. krok. Objem[𝜇l] Objem[𝜇l] Objem[𝜇l] Objem[𝜇l] Arit.p. Smer. odch.
1000 4.9 5 5.2 5.2 5.07 0.15
2000 8.9 9.6 8.6 8.8 8.97 0.43
3000 14 14.2 14.1 13.9 14.05 0.12
4000 17.6 17.9 17.8 17.5 17.70 0.18
5000 24.2 24.2 23.1 23.6 23.77 0.53
7000 33 34.6 31.9 32.8 33.07 1.12
9000 41.8 42.6 42.3 43 42.42 0.50
10000 47.6 46.5 47.5 46.9 47.12 0.51
12000 55.1 56.3 56.1 56.4 55.97 0.59
15000 69.9 71 69.7 70.2 70.20 0.57
17000 80.7 80.9 80.8 80.5 80.72 0.17
19000 88.4 88.7 88.6 88.9 88.65 0.2
20000 95 94.8 94.2 94.2 94.55 0.41
25000 119.6 119.7 118.9 118.9 119.27 0.43
50000 235.2 234.6 234.8 234.3 234.70 0.33

Z nameraných hodnôt pre striekačku s objemom 1 ml sme si vypočítali arit-
metický priemer a smerodajnú odchýlku. V tabuľke je možné si všimnúť, že okrem
situácie pri 7000 krokoch smerodajná odchýlka rádovo pohybuje v desatinách mik-
rolitra. Spočítané hodnoty aritmetického priemeru sme preložili krivkou a vytvorili
graf 2.12.
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Obr. 2.12: Graf závislosti objemu na počte krokov pri použitej striekačke o objeme
1ml. V grafe je vynesená premierná hodnota a smerodatna odchýlka.

Či už z tabuľky, ale aj z grafu je možné si všimnúť lineárnu závislosť. Pomocou
lineárnej regresie sme určili hodnotu smernice a konštanty priamky. Výsledna rovnica
2.4 nám umožňuje určiť množstvo vytlačeného materiálu zo známeho počtu krokov
motora pri použití striekačky s objemom 1 ml. Podobne sme postupovali v prípade
použitia striekačky s objemom 3 ml.
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Tab. 2.3: Tabuľka nameraných hodnôt pre striekačku s objemom 3ml

Poč. krok. Objem[𝜇l] Objem[𝜇l] Objem[𝜇l] Objem[𝜇l] Arit.p. Smer. odch.
1000 16.4 15.6 16.4 16.1 16.12 0.37
2000 35.4 35.8 36.1 35.5 35.70 0.31
3000 52.1 48.2 52.5 50.5 50.82 1.95
4000 64.3 68.7 63.4 65.8 65.55 2.32
5000 78.6 79.2 79.9 78.9 79.15 0.55
7000 121.8 119.9 119.7 119.3 120.17 1.11
9000 156.5 155.2 156.9 155 155.90 0.94
10000 174.4 174 173.2 170 172.90 1.99
12000 207.6 207.4 207.3 207 207.32 0.25
15000 259.5 263.1 261 255 259.65 3.43
17000 294.4 293.9 292.9 292.8 293.50 0.77
19000 322.4 330 326.6 326 326.25 3.11
20000 345.6 344.4 344.1 344.5 344.65 0.65
25000 427.1 431.5 431.4 427.5 429.37 2.40
50000 869 865.7 868.3 865.4 867.10 1.81

Na základe porovnania hodnôt medzi tabuľkou 2.3 a tabuľkou 2.2 dokážeme
povedať, že zmenou objemu striekačky sa zmenila aj študovaná závislosť. V prípade
striekačky s väčším objemom je vytlačený objem je približne štvornásobne vyšší
ako u striekačky s menším objemom. Je to spôsobené väčšou plochou piestu, ktorý
vytláča materiál. Taktiež smerodajná odchýlka je váčšia v porovnaní so menšou
striekačkou ale stále zanedbateľná. Aj v tomto prípade sme si hodnoty graficky
znázornili 2.13.
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Obr. 2.13: Graf závislosti objemu na počte krokov pri použitej striekačke o objeme
3 ml. V grafe je vynesená premierná hodnota a smerodatna odchýlka.

Pri spracovaní hodnôt a následnom vyhodnotení sme postupovali rovnako ako
v prípade striekačky s menším objemom. Hodnoty aritmetického priemeru spolu
so smerodajnou odchýlkou boli preložené priamkou. Z lineárnej regresie sme určili
rovnicu priamky.

Snímanie tlaku

Ako už bolo naznačené predtým, snímacia časť riadiaceho systému pozostáva zo sen-
zoru tlaku, prístrojového zosilovača a arduina. Rozdielové výstupne napätie je zosilo-
vané prístrojovýcm zosilovačom a privádzané na vstup arduina. Rozdielové výstupné
napätie je zosílené a optimalizované pomocou trimru(R9 zo schémy 2.6) na rozsah
napätia od 0.5 do 4.4 V. Zapojili sme zostavu a privádzaním tlaku sme zisťovali
pracovný rozsah riadiaceho sýstému. Uskutočnili sme 3 merania, kde sme postupne
zvyšovali tlak. Tlak bol v každom meraní nastavený rovnako, avšak reálna hodnota
na výstupe pneumatického systému kolíše. Je to spôsobené nekonštantným, resp.
kmitajúcim tlakom v pneumatickom systéme tlačiarne, hlavne pri nastavení nízkeho
tlaku. Napätie nebolo merané externým zariadením ale samotným arduínom, ktorý
bol pripojený k počítaču. Tabuľka 2.4 poskytuje informácie o veľkosti privádzaného
tlaku a výstupneho zosilňeného napätia, ktoré je čítané vstupným pinom arduina.
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Tab. 2.4: Tabuľka nameraných hodnôt pre tlak a napätie.

Merani č.1 Merani č.2 Merani č.3
Tlak[kPa] Napätie[V] Tlak[kPa] Napätie[V] Tlak[kPa] Napätie[V]

9 0.6 9 0.6 9 0.61
16 0.77 16 0.77 20 0.83
27 1 27 1 29 1.06
37 1.22 36 1.22 38 1.28
48 1.45 46 1.45 50 1.53
57 1.72 57 1.72 59 1.78
66 1.96 66 1.96 67 2.02
76 2.19 76 2.19 78 2.26
86 2.42 86 2.43 87 2.49
96 2.65 96 2.66 98 2.71
105 2.89 105 2.89 107 2.94
117 3.11 117 3.12 117 3.17
126 3.34 126 3 126 3.39
136 3.55 136 3.56 138 3.61
145 3.78 146 3.79 147 3.84
156 4.01 155 4.01 158 4.05
165 4.22 164 4.23 166 4.26
176 4.4 175 4.4 175 4.41

Z tabuľky je zrejmé, že pracujeme v rozsahu nastavenom podľa trimru. Tento
rozsah sme si zvolili na základe skuseností z predchádzajúcich experimentálnych
meraní. Pre lepšiu interpretáciu výsledkov sme zostavili graf2.14, ktorý vyjadruje
závislosť napätia na tlaku.
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Obr. 2.14: Graf závislosti zosileného napätia na tlaku dusíka, ktorý je privádzaný
na snímač. Namerané hodnoty preložené trendovou líniou.

V grafe su vynesené všetky tri merania. Opäť je možné pozorovať lineárnu závis-
losť. To nám umožňuje s dostatočnou presnosťou nakalibrovat rozdielové výstupné
napätie na arduine voči tlaku. Experimentálne hodnoty boli preložené priamkou a
následne pomocou lineárnej regresie sme určili rovnicu priamky.
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Nastavenie tlače

Pred samotnou tlačou je potrebné poznať závislosť vytlačeného množstva materiálu
od tlaku. Z tohto dôvodu je nutné poznať závislosti výstupného napätia od tlaku
a závislosť vytlačeného objemu od počtu krokov. Ak budeme poznať rýchlosť mo-
tora v jednotkách krok za sekundu, tak budeme schopný uviesť závislosť množstva
materiálu od tlaku. Pre použitý motor je limitom hybný moment motora, ktorý je
0.3Nm a ten určuje rýchlosť otáčok. Tie sme u našej zostavy určili experimentálne
s hodnotou 4000 krokkov za sekundu pri vytláčaní vody. Keďže počítame s pou-
žitím viskóznych tekutín, maximálna pracovná rýchlosť motoru bola nastavená na
polovičnú hodnotu. Pri najvyšom vstupnom napätí pôjde maximálnou rýchlosťou a
pri najmenšom vstupnom napätí zase minimálnou. Preto sa musí vstupné napätie
prepočítavať podľa hraničnej rýchlosti.

Z rovnice 2.1, ktorú sme dostali určením smernice z grafu2.14 vieme určiť napätie
𝑈𝑎𝑟𝑑[V], ktoré vstupuje do arduina:

𝑈𝑎𝑟𝑑 = 0.023291 * 𝑝 + 0.399002, (2.1)

kde 𝑝 je vstupný tlak. Napätie určuje rýchlosť motora 𝑣𝑚𝑜𝑡𝑜𝑟𝑎 nasledovne:

𝑣𝑚𝑜𝑡𝑜𝑟𝑎 = (𝑈𝑎𝑟𝑑 − 𝑈𝑚𝑖𝑛)
(𝑈𝑚𝑎𝑥 − 𝑈𝑚𝑖𝑛) · (𝑣𝑚𝑎𝑥 − 𝑣𝑚𝑖𝑛) + 𝑣𝑚𝑖𝑛, (2.2)

kde 𝑣𝑚𝑜𝑡𝑜𝑟[kroky/s] je rýchlosť motora, 𝑈𝑚𝑎𝑥, 𝑈𝑚𝑖𝑛 sú počiatočná a koncová hod-
nota zo zvoleného rozsahu vstupného napätia, 𝑣𝑚𝑎𝑥 a 𝑣𝑚𝑖𝑛 sú hraničné rýchlosti
motora.

Dosadením do rovnice 2.3 určíme rýchlosť motora:

𝑣𝑚𝑜𝑡𝑜𝑟 = (1.96 − 0.6)
(4.4 − 0.6) * (4000 − 200) + 200 = 1560𝑘𝑟𝑜𝑘

𝑠
(2.3)

Zo spočítaných závislostí vytlačeného množstva materiálu od počtu krokov pre
striekačky s objemom 1 ml 2.12 a 3 ml 2.13 dostávame konečnú závislosť vytlačeného
množstva materiálu za jednotku času:

Pre striekačku s objemom 1 ml:

𝑉1𝑚𝑙 = 0.004709 * 𝑣𝑚𝑜𝑡𝑜𝑟 + 0.052973, (2.4)

kde 𝑉1𝑚𝑙[𝜇l/s] je vytlačený objem materiálu za sekundu strekačkou s objemom 1
ml.

Pre striekačku s objemom 3 ml:

𝑉3𝑚𝑙 = 0.001736 * 𝑣𝑚𝑜𝑡𝑜𝑟 − 2.014509, (2.5)
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kde 𝑉𝑚𝑙3[𝜇l/s] je vytlačený objem materiálu za sekundu striekačkou s objemom
3 ml.

2.4 3D analýza mikroskopických obrazov
Pomocou ihly o priemri 400 𝜇𝑚 boli vytlačené čiary hydrogélu so sféroidami. Čiary
boli dlhé 3cm. Po 24-70 hodinách kultivácie boli sféroidy spracované(fixovane,kontrastovane)
pre elektrónovú mirkoskopiu v laboratóriu Ústavu histológie a Embryológie.

2.4.1 Realizácia obrazov

Obrazy boli získané rastrovacím elektronovým mikroskopom(SEM) MAIA3 XMU s
integroavným Gatan ultramikrotomom(Tescan,Brno). Sféroidy boli snímane metó-
dou Serial Block-face(SBF-SEM). Táto metóda slúži na generovanie trojrozmerných
obrazov s vysokým rozlíšením z malých vzoriek. Vo vnútri vákuovej komory SBF-
SEM mikroskopu je namontovaný ultramikrotom. Vzorky sú fixované aldehydom a
po prípade zafarbené ťažkými kovmi. Po preskenovaní povrchu vzorku sa ultramik-
rotomom odreže veľmi malá vrstva a povrch vzorku sa skenuje znovu. Týmto spô-
sobom sme získali set s tisíckou obrzov zo sféroidu o veľkosti 100𝜇𝑚. Tieto obrazy
sme následne spracovali pre 3D vizualizáciu pomocou voľne dostupných softwérov.

2.4.2 Fiji a TrakEM2

Fiji je programový balík na spracovanie obrazu, ktorý je súčasťou ImageJ. Fiji ob-
sahuje množstvo pluginov pre spracovanie a analýzu obrazov. Súčasťou tohto balíku
je aj plugin TrakEM2. Využíva sa pre hĺbkovú anaýzu dát, trojdimenzionálne mode-
lovanie a spracovanie obrazov. Funkcie pluginu zahŕňajú segmentáciu, meranie, 3D
vizuálizáciu pomocou pluginu 3D Viewer, registráciu a anotáciu obrazov [52]. Pre
prácu s 3D vizuálizáciou sme pracovali s verziou Fiji 1.6, ktorá využíva platformu
Java 6. Táto platforma bola zvolená z dôvodu kompatibility s Java3D. V novších
verziách Javy nie je zaručená funkčnosť 3D Vieweru .

2.4.3 Blender

Blender je otvorený softvér pre modelovanie a vykreslovanie 3D počítačovej grafiky
a animácii s využitím rôznych techník. Vlastne rozhranie je vykreslované pomocu
knihovny OpenGL. Jeho hlavnou devíziou je plne prenastaviteľná pracovná plocha
a rozvrhnutie jednotlivých okien. Animačné možnosti nie sú obmedzene len na jed-
noduché kľúčovanie objektov a ich tvarov. Umožňuje animovať objekty pomocou
armatúr. Ďalej ma implementované rôzne ďalšie systémy[53].
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2.4.4 Príprava sekvencie obrazov

Pred samotnou segmentáciou sme si sekvenciu obrazov potrebovali pripraviť. Praco-
vali sme so sekvenciami, ktoré obsahovali veľké množstvo obrazov. Predspracovanie
jednotlivých obrazov by trvalo príliš dlho, takže sme sa snažili o komplexnú úpravu
obrazov. Jedinou úpravou bolo zlepšenie kontrastu. Obrazy sme zvýraznili pomocou
ekvalizácie histogramu.

2.4.5 Poloautomatická 3D segmentácia

Po predspracovaní sme dostali sekvenciu obrazov, ktorú sme si načítali v plugine
TrakEM2(Obr.2.15).

Obr. 2.15: Načítaná sekvencia obrazov do plugin TrakEM2 a zobrazený jeden rez
sekvencie

Poloautomatická segmentácia spočíva vo vybratí oblasti záujmu. My sme chceli
odlíšiť jednotlivé bunky sféroidu, ich jadrá a jadierka. Zvolili sme si farby pre jed-
notlivé oblasti a vyznačili ich(Obr.2.16).

54



Obr. 2.16: Vyznačené jednotlivé oblasti sféroidu

Plugin TrakEM2 pracuje s vyplnenými plochami, takže sme jednoducho vyplnili
vyznačené plochy(Obr.2.18).

Obr. 2.17: Vyplnené jednotlivé oblasti sféroidu

Keďže sa jedná o poloautomatickú segmentáciu, museli sme vyznačiť oblasti vo
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viacerých rezoch. Následne sme interpolovali, čo znamená že postupne sa nám vy-
značovali oblasti v jendotlivých rezoch.

Takto vyznačené oblasti sme si vizualizovali v 3D. Najprv to bola vyzualizácia
v plugine od Fiji s názvom 3D Viewer.

Obr. 2.18: 3D model sféroidu zobrazený v 3D Viewer

Tento plugin slúži len na zobrazenie 3D objektu a analýza bola obmedzená. Avšak
jednou z možnosti bol export dát kompletného sféroidu alebo vybranej organely.

Následne sme vyexportované dáta spracovávali vo programe Blender. Tento voľne
dostupný sofvér je vhodnejší a ponúka viacero možností pri analýze a následnej
vizualizácii.

2.4.6 3D vizuálizácia sféroidu kmeňových buniek

Do Blendra bol importovaný STL model sféroidu. Po vložení sme mohli pracovať s
celým modelom alebo jeho jednotlivým časťami, tak ako ich vysegmentovali v soft-
véry TrakEM2. Upravili sme veľkosť a jemne vyhladili povrch sféroidu. Na obrázku
č.2.19 je zobrazený celý 3D model sféroidu zo všetkými bunkami.
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Obr. 2.19: 3D vizuálizacia sféroidu kmeňových buniek. Pohľad na celý sféroid a jeho
bunky

Po importovaní dát do Blendru sme dostali celý sféroid rozdelený tak ako sme
ho segmentovali. To znamená, že môžeme upravovať jednotlivé časti zvášť. To sme
využili aby sme dostali lepší prehľad o štruktúre sféroidu. Postupne sme odoberali
cytoplazmy a jadrá jednotlivých buniek(Obr.2.20, Obr.2.21, Obr.2.22).

Obr. 2.20: 3D vizuálizacia sféroidu kmeňových buniek. Pohľad do vnútra sféroidu.
Odobrané cytoplazmi niektorých buniek.
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Obr. 2.21: 3D vizuálizacia sféroidu kmeňových buniek. Odobrané cytoplazmi všet-
kých kmeňových buniek. Pohľad na priestorové rozloženie jadier a jadierok.

Ako je vidieť z obrázka 2.21 a 2.22 jadrá jednotlivých buniek sú bližšie k centru
sféroidu. V niektorých jadrách sú prítomne dve jadierka a pozdĺžny tvar jadra,čo
môže naznačovať konečnú fázu delenia bunky a teda telofázu s následnou cytokiné-
zou. Jedna z buniek neobsahuje jadro respekíve jadierko čo môže značiť apoptózu
bunky.

Obr. 2.22: 3D vizuálizacia sféroidu kmeňových buniek. Pohľad na celý sféroid s prie-
hľadnými cytoplazmami.
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Software umožňuje pre bližšiu morfologickú analýzu zobraziť bunky jednotlivo(Obr.2.23,
Obr.2.24).

Obr. 2.23: 3D vizuálizacia jednej bunky sféroidu.

Ako bolo spomenuté vyšie v blendri sú všetky vysegmentované časťi uložené ako
jednotlivé štruktúry. To nám dovoľuje si vybrať jednu kmeňovú bunku sféroidu a vi-
dieť ako je uložená vo sféroide(obrázok 2.23). Zobrazili sme si kmeňovú bunku(Bunka
8 v tabuľke 2.6 a 2.5), ktorá je v záverečnej fáze mitózi. Vidime že aj cytoplazma sa
prisposobila tvaru bunky a jej väčšinová časť je na vonkajšej strane sféroidu(obrázok
2.24).

Obr. 2.24: 3D vizuálizacia jednej bunky sféroidu.
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2.4.7 Morfologická charakteristika buniek sféroidu

Jednou z výhod pluginu TrakEM2 je, že z vysegmentovaných buniek dokáže vy-
počítať ich objem a povrch. Avšak vypočítane hodnoty sú v jednotkách pixelov.
Takže sme ich prepočítali na mikrometre a výsledne hodnoty vložili do tabuľky pre
povrch(tab.2.5) a objem (tab. 2.6).

Tab. 2.5: Povrchy jednotlivych blasti

Povrch[𝜇m2] Cytoplzma Jadro Jadierko
Bunka 1 1168,19 500,21 159,95
Bunka 2 584,76 260,42 86,95
Bunka 3 819,75 391,69 132,95
Bunka 4 1296,27 563,18 168,16
Bunka 5 1301,9 654,89 192,11
Bunka 6 885,91 412,52 96,63
Bunka 7 1258,72 569,42 168,51
Bunka 8 1135,05 535,63 149,54
Bunka 9 954,36 393,53 89,76
Bunka 10 1168,19 0 0

Tab. 2.6: Povrchy jednotlivych oblasti

Povrch[𝜇m3] Cytoplzma Jadro Jadierko
Bunka 1 1950,38 1005,07 142,56
Bunka 2 865,93 337,98 35,15
Bunka 3 1393,02 598,56 74,10
Bunka 4 2144,40 1034,05 133,88
Bunka 5 2362,30 1082,44 157,81
Bunka 6 1473,98 576,02 59,85
Bunka 7 2529,31 1067,78 148,20
Bunka 8 2107,54 947,88 125,68
Bunka 9 1749,80 531,73 41,45
Bunka 10 1950,38 0 0

Vyššie bolo spomenuté, že obrázok 2.24 bunky 8 môže naznačovať že sa bunka
delí. Ak porovnáme jej objem z tabuľky 2.6 a povrch 2.5, vidíme že sa približuje
bunkam 1,4,5 a 7. Keď sme si každú z týchto buniek vizualizovali samostatne, každá
z týchto buniek obsahovala dve jadierka. U týchto buniek je viditeľný vyšší objem
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všetkých organel ako u ostatných bunkách. Naopak zvýšený objem bez prítomnosti
jadra a jadierka u bunky 10 môže naznačovať apoptózu bunky. Keď už je rozpadnuté
jadro a nasleduje rozpad bunky.

2.5 Diskusia dosiahnutých výsledkov
V tejto práci sme sa pokúsili navrhnúť prototyp tlačovej hlavy, ktorý by dosahoval
nami požadované vlastnosti a bol dostatočnoým doplnkom pre komerčnú tlačiareň
vyiužívajúcej na pneumatickú extruziu a umožňoval tak tisk materiálov s nízkou a
vysokou viskozitou. Pre mechanickú extrúziu, tlač pomocou piestových striekačiek,
sme zvolili model hlavy, ktorý je flexibilný a umožňuje upevnenie rôznych veľkostí a
typov striekačiek. Výhodou vybraného modelu bolo rozdelenie celej hlavy ne jednot-
livé diely a nízkonákladová výroba. Všetky diely sme tlačili pomocou 3D tlačiarne,
takže nebol problém upravovať a meniť dizajn dielov.

Riadiací systém tlačovej hlavy sa prispôsoboval mechanickému systému tlačo-
vej hlavy. Keďže celkové vytláčanie je poháňané krokovým motorom, potrebovali
sme elektroniku na jeho ovládanie. Na druhej strane tlačovú hlavu sme chceli riadiť
pomocou 3D biotlačiarne a jej implementovaného softvéra. Najjednoduchšou mož-
nosťou bolo riadenie pomocou stlačeného dusíka, ktorý bol súčasťou pneumatického
systemu biotlačiarne. Na základe týchto informácii sme vytvorili riadiací systém,
ktorý je postavený na riadení pomocou arduína. Samozrejme arduino sme mohli
nahradiť mikroprocesorom, ktorý by stačil na analýzu vstupných dát s nasledným
riadením krokového motora. Avšak my sme chceli jednoduchý prístup a programo-
vacie prostredie, ktoré je nenáročne pre užívateľa s otvorenou možnosťou upraviť
ovládací kód podľa potreby.

Celkovo je prototyp tlačovej hlavy funkčný a podľa nastavenia tlaku si vieme
vypočítať objem vytlačeného materiálu za sekundu. Táto informácia je dôležitá z
pohľadu nastavenia tlače, kde rozhoduje veľkosť a architektúra tlačenej štruktúry.
Výhodou tejto tlačovej hlavy je možnosť použitia rôznych druhov striekačiek. To
je zabezpečené pomocou adaptérov, ktoré sa vložia do spodej časti základne. Ne-
výhodou je robustnosť tlačovej hlavy a váha. Pri uzamykaní striekačky je potreba
pomalého pohybu aby sa zabezpečila optimálne poloha striekačky. Motor musí byť
pevne upevnený aby pri pohybe bola zabezpečená presná tlač. V prípade plasto-
vých ozubených kolies, je po čase potrebná výmena z dôvodu opotrebenia. Určite by
bolo možné navrhnúť kovové ozubené kolieska, ktoré by tento problém odstránili.
Taktiež bol problém v nedoliehaní kolies do seba. Tento problém sme vyriešili nato-
čením celej základne. Ako je vidieť z obrázkov, hlava je väčšia ako originálne hlavy
biotlačiarne. To má vplyv na inicializáciu tlače a nastavenie počiatočnej polohy ihly.
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V tomto prípade bolo potrebné dodatočné nastavenie polohy ihly.
Čo sa týka 3D vizualizácie obrazov, snažili sme sa o jednoduchú 3D vizualizáciu s

určením základnych morfologických črtov. Nejednalo sa o ťažiskovú časť tejto práce.
Sme presvedčený, že je možné dosiahnuť plne automatickú segmentáciu usporiada-
nia buniek a vybraných organel, ale táto pre svoju náročnosť nebola realizovateľná.
V prvom rade šlo o využitie snímkov, ktoré sme dostali pomocou SBF-SEM me-
tódy. Táto metóta má možné využitie pre 3D analýzu bunkových a tkanivových
štruktúr. V druhom rade bolo úlohou nájsť softvérové riešenie spolu s elegantným
a užívateľsky nenáročnym postupom k 3D vizualizácii. Stretli sme sa s množstvom
aplikácii, ktoré sa zaoberajú 3D vizualizáciou. My sme sa rozhodli pre TrakEM2,
pre jeho množstvo funkcií a podrobným manuálom. Pomocou jednoduchých krokov
sme zo snímkov dostali 3D model sféroidu. 3D vizualizácia pomocou 3D Vieweru
nie je najlepšia, najmä kvoli je výpočetnej náročnosti. V priebehu spracovania 3D
modelov sa nám pravidelne objavovali určité nedostatky. Jedná sa najmä o zamŕza-
nie 3D Vieweru a pomalej práci s týmto softvérom. Preto sme pre 3D vizualizáciu
použili Blender, ktorý je určený k tomuto účelu. Z viacerých obrázkov je zrejmé,
že je oveľa lepší pre prácu s 3D modelom ako TrakEM2. Oba z týchto softvérov sú
voľne dostupné, ktoré spolu prinášajú porovnateľné výsledky ku komerčne dostup-
ným softvérom. Z celkového pohľadu na 3D vizualizáciu treba povedať že splnila
počiatočné očakávania.
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3 ZÁVĚR
Cieľom tejto diplomovej práce bolo predstaviť aplikáciu 3D biotlače v tkanivovom
inžinierstve, konkrétne biotlač na báze vytláčania. Hlavnou úlohou bolo vybrať a
realizovať prototyp tlačiacej hlavy pre biotlačiareň ústavu histológie a embryológie
Masarykovej univerzity. Ďalším bodom bola tlač a následna vizualizácia usporiada-
nia buniek a vybraných organel pomocou programových modulov.

V prvej časti sa práca zaoberala aplikáciou trojdimenzionálnej tlače v tkani-
vovom inžinierstve a regeneratívnej medicíne, najmä využitím biotlače. Zaoberali
najdôležitejšími zložkami biotramentu, čo sú kmeňové bunky a hydrogély. Následne
charakterizujeme najpoužívanejšie hydrogély a typy kmeňových buniek.

Druhá kapitola popisuje samotnú biotlač. Hlbšie sme rozoberali princíp bitolače
a najčastejšie využívané techniky biotlače. Zamerali sme sa najmä na vytlačovaciu
techniku biotlače s porovnaním pneumatického a mechanického riadenia. Nakoniec
sme predstavili techniky vytláčania hydrogélov.

V praktickej časti sme zvolili techniku pre 3D tlač. Následne sme vybrali dizajn
prototypu tlačovej hlavu. Mechanická časť tlačovej hlavy bola realizovaná 3D tla-
čiarňou pre tlač plastov. Bol navrhnutý riadiaci systém tlačovej hlavy, ktorý ovládal
samotné vytláčanie. Otestovali sme funkčnosť prototypu tlačovej hlavy a vyjadrili
závisloti, ktoré su dôležité pri nastavovaní biotlačiarne. Ďalej sme navrhli a overili
vhodný algoritmus polohovania tlačovej hlavy.

Kmeňové bunky sme vytlačili a následne previedli 3D analýzu buniek. Pomocou
polo-automatickej segmentácie sme dostali tvary buniek a ich organely. Na záver
sme vytvorili 3D model sféroidu a vizualizovali si všetky jeho vysegmentované časti.
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