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Metody 3D tisku biologickych materiala pro tkanove inzenyrstvi

3D Printing Methods of Biological Materials used inTissue
Engineering

Ales Gregor

Abstrakt: Fibrin je zakladnim fyziologickym biopwlgrem gsobicim pi zasta¥ krvaceni a diky jeho
vlastnostem biodegradability je v s@snosti Siroce vyuzivan ve tidvém inzenyrstvi jako stavebni prvek pro
tvorbu biologickych struktur (scaffalil Implementaci vhodnych kmenovychdkudo #chto scaffold a jejich
rizenym #istem vznikd postupnnova tkdé predem pozadovanych tvara vlastnosti. Fibrin lze ziskat
v laboratornich podminkach smichanim dvou k@medostupnych biologickych slozek, protefibrinogenu a
trombinu. Fedpoklada se, Ze nedaleké budoucnosti bude teimaiprvyuzivanym progdkem pro mnoho
oblasti mediciny, kde je nutna nahrada nebo obrjakéhokoli druhu tkd# Sowasny vyzkum v této oblasti
smeruje Kk vyvoji principu tvorbyéthto struktur metodou 3D tisku a tdeplevSim na bazi technologie ink-jet

printing.

Klicova slovabiologické mikrostruktury, fibrin, scaffold, 3D ksink-jet printing, tisk vrstvy po vrstv

Uvod

Primarnim cilem tk#ového inZenyrstvi je obnova nebo nahrada tkani garbr
poSkozenych onemoénim, zragnim nebo vrozenou anomalii. V sasné dob tato
védecka disciplina vyuziva mimo jiné pro opravu pasko/ch tkani a orgdanumelé
podpirné struktury scaffolds (z anglického scaffold n&wukce, kostra, leSeni), které slouzi
k uchyceni bugk a tizeni jejich fistu. Dle dosavadnich poznatkveSkera vyzkumna
pracovidé v Ceské republic&esi tuto otazku pouze z biologické podstaty. Tonmad, Ze
jejich asili je snéfovano spiSe k postupnému experimentalnimu vyzkumdmjnek, za
kterych by se doséhlo nejvhagich parametr biologickych struktur v souvislosti s jejich
cilenou implementaci do Zivého organismu.[1] Napehu se v sotasné dob v tuzemsku
dle dostupnych &deckych zdraj a publikaci Zadné pracowStnezabyva konkrétnim
vyzkumem a vyvojem technologické tvorby biologichystruktur pomoci metod 3D tisku.
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V zahranti se v této otazce obzvldst poslednich letechédecké zdroje a publikace
zminuji o vyzkumu &chto struktur jak z pohledu experimentalniho v dgatké rovirg, tak i
z hlediska jejich technologické tvorby a to zejm@oeanoci metod technologie inkoustového
tisku. Z tohoto pohledu se ovSem dlouho#igednalo o experimenty, ve kterych nebylo
prozatim dosaZzeno adekvatnich vysledia jejichz zaklatglby tato metoda byla v nejblizSich
letech aplikovatelnd do Klinické praxe. [2],[3]J&] V prosinci roku 2009 nastal v této
oblasti pfilom. Spolénost ORGANO, zabyvajici se tk@vym inZenyrstvim spolu
s technologickou spataosti INVETECH a Universitou v Missourigdstavily prvni prototyp
komegkni bio-tiskarny pro tvorbu tkévych struktur. Eistroj pracuje na principu tisku vrstvy
po vrst¥ s vyuZitim dvou tiskovych hlav s tryskami. Prvnirgsek zajiguje deponovani
burgk a druha pak hydrogelu, ktery slouzi jako pirthd matrice pro uchyceni béka Prvnim
verejné predstavenym biologickym produktem této technologi&qgpie lidské Zzily. Tato Zila
byla vytvaena deponovanim jednotlivych kikndo kruhového tvaru mezi specialni, taktéz
tisttné hydrogelové biomatrice vytiené z agorazového gelu(viz. obr.1). Tyto matrice
postupi v pribéhu sikstani bugk degraduji a nasledmmizi. Vrstvenim &hto kruhovych
buréénych struktur vznikd vélec — Zila, ktera ma velnlizke biologické i mechanické
vlastnosti jako pivodni Zila. [6],[8]

obr. 1 — deponovani jednotlivych kitrmezi hydrogelové matrice, zdroj http://inhabitatn

Zasadnim Ukolem ip vyvoji tohoto Fistroje, jak sami autd zminuji, bylo zajistni
opakovaneho precisniho polohovani davkovaci kapi&édech mikrometr.

Sowasny vyzkum v této oblasti na fakulé strojni CVUT a jeho vysledky

Na Ustavu pistrojové aridici techniky fakulty strojnCVUT ve spolupraci s Ustavem
Biofyziky 1. Lékarské fakulta UK a Ustavem experimentalni medicinyadémie \&d
v Praze byl v minulych letech proveden soubor expanmti, které se obecrabyvaly
moznostmi pichodu tiznych tymi tiskovych medii BZnymi typy tiskovych hlav &etn
proteinovych slozek fibrinogenu a trombinu. Zgrié slozky jsou zakladnim stavebnim
prvkem pro tvorbu fibrinového gelu, ktery je mimiog také vyuzivan jako konstréki hmota
proteinovych biologickych struktur (scaffdld Pouzito bylo vice druhtiskovych hlav od
dvou vyrobd@ Hewlett-Packard a Epson. Provedené experimentyagedy moznost vyuZiti
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relativre Siroké Skaly tekutin pro proces tisku v tiskovydavach, které byly pouzity. Bylo
zjisteno, Ze zasadnimi kritérii pro G&my tisk jsou hustota a viskozita tiskoveho media a
obou vyuzitych technologii inkoustového tisku. Ktal vysledki u experiment

s proteinovymi slozkami (fibrin, trombin) byl@zanoroda v souvislosti s pouZzitou technologii
a typem tiskové hlavy. Obegtee fici, Ze vyuziti dané technologie pro aplikaci bgitkych
materiali je zcela jist mozna, nicméh pro stabilni a kvalitni vysledky by byla nutni
technologicka uprava tiskové hlavy a trysek. [7]

V sowtasné dob je na Ustavu fstrojové afidici techniky CVUT zcela novym
piistupemieSeni 3D tisku biologickych struktur pomoci dispmuozUItimus 2400 (obr. 2),
kde hnacim médiem je pouze tlak vzduchu.

Zakladni parametry ptistroje

Tlakovy rozsah: 0 — 7 bar

Frekvence davkovani: 0,0001 — 999,9999s
Nejmensi vnini pramér trysky: 0,1mm

Pristroj dale disponuje funkci #mé tvorby
vakua v trysce, které zafidje vySSi pesnost
davkovani, kdy nadbyt@é mnozstvi davky je
vtaZzeno zpt do trysky.

Pristroj umouje vstikovani ze dvou trysek
zarovei.

Obr. 2 — dispenzor Ultimus 2400, zdroj http://wwia-gic.com

Vzhledem k vySe uvedenym parantetr piistroje je ¥ejmé, Ze se svymi vlastnostmi
davkovani blizi parameir davkovani inkoustového tisku. Zcela zasadni vyhbodéto
technologie je fedpoklad, Ze samotny tlak vzduchu nema Zadny nedatiiv na biologické
vlastnosti pouzitych material Navic gistroj sam o sabje natolik sofistikovany, Ze Uprava
vlastnosti vdgikovani media se fize libovolrgé v Siroké Skale moznosti upravovat bez
jakychkoli technologickych zasahdo gistroje. Tento fakt je nespornou vyhodou oproti
pouZziti inkoustovych tiskovych hlav. Aktu&nbude proto vyzkum zatten na vyuZiti
zmirgného dispenzoru.

Prozatim byly na dispenzoru provedeny pouzei déxperimenty pichodnosti
proteini fibrinogenu a trombinu. Bylo zji&o, Ze vhodné parametry pro dosazeni nejmensi
opakovatelné davky tadech stovek mikromeifpramér kapky) jsou nasledujici:
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. Frek. Nastaveni
Medium davkovani (s) | |2k (ban) vakua (in H;0)
Voda 0,005 0,1-0,15 25-3
Trombin 0,005 0,1-0,15 25-3
Fibrinogen 0,005 0,2-0,25 25-3

tab.1 — parametry ¥#ovani pro dosazeni nejmensi davky

RozséahlejSi metodické experimenty budou provedeny‘ipravku, jehoz schéma je
uvedeno na obr.3.

Technicky popis fipravku:

Pripravek se sklada z manualnihegného polohovaciho mechanismu uitiziho pohyb

v osach XYZ. Resnost pohybu ve vSeclreth osach je zaji&ta mikrometrickymi
hlavicemi(1) s rozsahem pohybu v délce 25mm a msabi Fesnosti 0,005mm.ipravek
dale umo#uje uchopeni dvou trysek dispenzoru(2), které olohovatelné kolem své osy
vroving YZ s moznosti svislého posunu v uchytném ramenietate polohy uhlového
nataeni ramen je zaji§ha Kidlatym Sroubem(4). Aretace posunu trysky v ramgni
zajisStna sta¥cim Sroubem(5). Kazda z trysek zéjife davkovani jedné ze slozek fibrinogen,
trombin.

obr. 3 - experimentalnifpravek
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Metodicky popis experimet

Experimentald budou zjis&ny vlastnosti jednotlivych davek v zavislosti ®Wase,
tlaku, Uhlu, a vzdalenosti ¥gtovani. Zkoumana bude dale schopnost smichanbjiadych
slozek deponovanim jedné kapky do druhé v soutiskavedenymi parametry tak, aby
vytvorili tuhnouci strukturu poZzadovanych tuar

Zaveér

Na zaklad vysledki experimeni budou dale prace zaeny na sestaveni prototypu
pristroje, ktery by zajifoval automatizovany tisk.iRtroj by ne€l zajis’ovat pohyb tiskove
hlavy(hlav) ve tech osach tak, aby bylo moZné realizovat tisk 3Dk&ir poZadovanych
tvani. Pro tyto @ely bude vyuzita 3D (rapid prototyping) tiskarnagRMan 3.1(obr. 4).

Obr. 4 - RAP MAN 3.1, zdroj http://www.easycnc.cz

Toto zd&izeni zajiSuje fizené polohovani véedch osach sipsnostmi wadech desitek
mikrometii. Dale umo#uje v ramci svého softwarového vybaveni okamzitomiunikaci
s bzné dostupnymi grafickymi aplikacemi pro jednoducheghod od navrhu k readlnému
produktu. Diky ¢mto dispozicim bude mozné saiestit se ve vyzkumu pouze na oblast
propojeni a synchronizaci trysek dispenzoru s tim@tzenim, pipadré na vyvoj vhodnych
konstruknich parameftr trysek a tiskovych hlav. Naslegiroudou zkoumany podminky
tvorby biologickych struktur ifp pohybu trysky a hledani optimélnine@Seni pro zdarné
vysledky.

Ve treti fazi bude vyzkum zaen na moznosti implementace kmenovych daun
V sowasnosti se ff@dpoklada tisk fimo do roztoku, ve kterém budou konkrétni kmenové
buiky obsazeny, a tim bude zafi8a jejich samovolna implementace do struktury. Jina
metoda niZze byt zaloZena na soi#mém vstikovani roztoku s btkami mezi jednotlivé
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vrstvy. V posledni fazi bude projekt za&fen na sestaveni sofistikovggino
automatizovanéhoifstroje stizenymi polohovacimi mechanismy wedh osach.
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