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ABSTRAKT

Optimalizaci dispenzoru bioinkoustu pro 3D biotisk na plo$Sné substraty.

UCelem této prace bylo experimentalné ovéfit moznosti technického vylep3eni
3D biotisku, vyuzivajiciho prostorového tisku pro tvorbu trojrozmérnych objektl
pfi vytvafeni umélych tkanovych nahrad a pfi optimalizaci procesu davkovani bunécné
suspenze, tedy tkanim podobného materidlu nazyvaného bioinkoust. Jelikoz tvorba
kvalitniho bioinkoustu je pomérné slozita a nakladna zalezitost, ma racionalizace jeho
vyuziti a davkovani v procesu biotisku zasadni vyznam. Kromé hlediska hospodarnosti,
ma spravné davkovani bioinkoustu zna¢ny vyznam i z hlediska zajisténi uspé$né
proliferace davkované bunécné kultury a homogenity jejiho rozprostfeni ve tkdnich
pfijemce, v piipadé tohoto experimentu v substritu tvofeném kolagenovymi
nanovlakny. V soucasné dobé nejbéznji pouzivand metoda biotisku, zaloZena
na vytlaCovani bioinkoustu pomoci pneumatického tlaku z davkovace (dispenzoru)
biotiskarny na plo$ny substrat se potyka s nékterymi nedofeSenymi technickymi
moznostmi, jako je nastaveni optimalniho tlaku pii pneumatickém vytlatovani
bioinkoustu z dispenzoru. Optimalni tlak na bioinkoust béhem tisku neni dan jen jeho
viskozitou a dalSimi parametry pouzitého materialu, ale i vlastnostmi davkovace
tiskarny. Tato diplomova prace se snazila dokazat, Ze z hlediska vysledné objemové
ptesnosti tisknutého bioinkoustu se nejoptimalnéjsi variantou davkovani bioinkoustu
jevi exaktni davkovani metodou Sroubového pohybu linedrné krokového piidavného
motoru dispenzoru, zajistujiciho pfesné linearni vedeni pistni tyCe dispenzni injekéni

stitkacky.

O vlastnostech takto nové navrzeného, a vramci diplomové prace vyrobeného

a odzkouseného dispenzoru bioinkoustu je v dalsi ¢asti podrobné pojednano.

Klic¢ova slova:
3D biotiskarna, bioinkoust, dispenzor, ovladaci rozhrani, kapilarni sméSovac, kultivacni
médium, hydrogel, bunénd suspenze, bunécny model, substrat, kmenové buiiky,

kolagenova nanovlékna, proliferace, extruze



ABSTRACT

Optimization of bioink dispenser for 3D bioprint on planar substrates.

The purpose of this work was to experimentally verify the possibilities of technical
improvement of 3D bioprinting that uses three-dimensional printing in order to create
three-dimensional objects of artificial tissue replacements and in optimizing the process
of dosing the cell suspension, i.e. by weaving a similar material called bio-ink.
As the production of high-quality bio-ink is a relatively complex and expensive matter,
the rationalization of its use and dosing in the bioprinting process is of fundamental
importance. In addition to the economy, proper dosing of the bio-ink is of considerable
importance in ensuring the successful proliferation of the dosed cell culture
and the homogenity of its distribution in the recipient tissues, in case of this experiment
in a substrate formed of collagen nanofibers. Currently, the most commonly used
method of bioprinting, based on extrusion of bio-ink by means of pneumatic pressure
from the dispenser of the bioprinter to a flat substrate, faces some unresolved technical
possibilities, such as setting the optimal pressure for pneumatically extruding bio-ink
from the dispenser. The optimal pressure on the bio-ink during printing is not
determined only by its viscosity and other parameters of the material used, but also
by properties of the printer dispenser. This diploma thesis tried to prove that in terms
of the resulting volumetric accuracy of the printed bio-ink, the most optimal variant
of bio-ink dosing appears to be the exact dosing by screw motion of a linearly stepping
dispenser’s auxiliary motor, ensuring precise linear guidance of the dispensing syringe

piston rod.

About the properties of this newly designed, produced and tested bio-ink dispenser

is discussed in detail in next sections.
Key words

3D bioprinting, bio-ink, dispenser, control interface, capillary mixer, cultivation
medium, hydrogel, cell suspension, cell model, substrate, stem cells, collagen

nanofibers, proliferation, extrusion
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Seznam symbola a zkratek

Zkratka Vyznam

CAD Computer aided design

STL Stereolithography file format

MRI Zobrazovani magnetickou rezonanci
CT Pocitacova tomografie

FDM Fused deposition modeling

ECM Extraceluldrni matrix

EDTA Ethylendiaminotetraoctova kyselina
ASC Adipose derived stromal cells
DMEM Dulbeccos Modified Eagle Medium
DISP1 Pilotni varianta dispenzoru

DISP2 VylepSend varianta dispenzoru
DISP3 Zdvojeny dispenzor s kapilarnim sméSovacem
DAPI 4,6-diamidin-2-fenylindol

PBS Phosphate Buffered Saline

FGF Fibroblastovy ristovy faktor

FBS Fetalni sérum




1  Uvod

V poslednich dvou dekadach naseho letopoctu dochdzi ruku v ruce snebyvalym
rozvojem doméci vypocetni techniky také k nebyvalému rozvoji spotiebitelskych
a komercnich pocitacovych tiskaren. Nové tiskarny, na rozdil od phvodnich
pramyslovych bubnovych a znakovych prechazeji k mnohem praktictéjSim,
kompaktnéjSim a uzivatelsky ptiznivéjSim technologiim tisku. Po prvotnich, z dnesniho
hlediska malo ptesnych a hlu¢nych jehlickovych tiskarndch, pfichdzeji na trh tiskarny
termosublimacni. Ty jsou pak nasledné nahrazeny masové rozSifenymi, velmi
sofistikovanymi tiskarnami s vysokym rozliSenim tisku (300 az 1200 dpi), ptipadné
az velmi vysokym rozliSenim (2400 az 4800 dpi), a s velmi nizkymi provoznimi
naklady. Jsou to tiskarny jednak tonerové, piedevSsim laserové, nebo LED-kové
a fadkové, a jednak pribézné se zdokonalujici, relativné levné a jednoduché tiskarny
inkoustové, obvykle termické a piezoelektrické, ale také voskové. Od posledné
jmenovanych voskovych byl uz jen maly kruéek k vyvoji tiskaren prostorovych (3D),
pracujicich na principu vrstveni tiskového materialu (inkoustu) v jednotlivych vrstvach
na sebe, pricemz horizontalni pohyb matrice po osich X a Y zajiStuje podstava

tiskarny, zatimco vertikélni pohyb po ose Z zajist'uje sama tiskova hlavice.

Vyuziti prostorovych 3D inkoustovych tiskdren je neobycejné Siroké. V zavislosti
na pouzitém tiskovém ,,inkoustu® mohou 3D tiskarny nalézt vyuziti jak u domécich
kutilti, pfevazné vSak v oblasti komeréniho modelovani a designu, pfi zavadéni novych
technologii ve vyrobé aprimyslu, a vneposledni fad¢ v oblasti biomediciny
a tkanového inZenyrstvi. Specialné upravené inkoustové tiskarny, zvané biotiskarny,
potom pouzivaji k biotisku zvlastni tiskovy material (bioinkoust), slozeny obvykle

z zivych kmenovych bunék a gelu.

Biotisk tkani, stejn¢ jako biomedicina, jsou pomérné¢ nové obory lékaiské védy,
zaméfujici se na  bunééné  zdklady  Zivota, stavbu  Zivych  tkani
a organil, a na moznosti jejich nahrazovani v ptipadech disfunkci a poskozeni, anebo
zlepSeni jejich funkce. (1) Jednim z uspécht bioinzenyrstvi je zavadéni protetické
vyroby nahradnich tkani za pomoci aditivnich technologii
3D biotiskéaren, o nichz bude v této diplomové praci pojednano. Biotiskarny umoziiuji

vytvoreni tfirozmérné struktury bunécéné stavby lidské tkané s komplexni geometrii,



vytvarené nanaSenim tiskového média, resp. bioinkoustu metodou vrstveni jednotlivych

vrstev (platkl) na sebe. (2)

Vyslednym produktem kladeni stavebnich vrstev (platkll) na sebe se nakonec stava
3D heterogenni struktura, ktera se pfiblizuje svymi vlastnostmi komplexni biologické
struktufe modelového objektu, a to jak z hlediska fyziologického, tak i morfologického.
Diky své flexibilit¢ a pozitivnim vysledkim se 3D biotisk stava v oboru tkanového
inzenyrstvi ¢im dal roz$ifenéj$im a vice pouzivanym. (3)

Limitujicim  faktorem, kterym se musi soucasna transplantacni medicina
pfi transplantacnich operacich zabyvat, je nedostatek disponibilnich lidskych organt
a tkani vhodnych pro uskute¢néni transplanta¢ni operace. Kromé lidskych organt,
respektive jejich ¢asti, se pouzivaji ndhrady dvojiho druhu. Z hlediska ptivodu mohou
byt biologické nebo umélé. Pokud se tykd biologickych nahrad transplantovaného
organu ¢i tkané hovoii se o tkani autologni, pfijaté od samotného pacienta
podstupujiciho transplantaci, dale o alogenni, pfijat¢ od jiného lidského darce,
a o transplantaci xenogenni, kde darcem je zviteci druh. (4) V kazdém piipad¢ je kladen
duraz na pozadované vlastnosti transplantovanych organt z hlediska jejich netoxicity
a nemutagenity na okolni tkan¢, a z hlediska mechanickych vlastnosti, odpovidajicich

puvodni nahrazované tkani. (5)

Nevlastni (neautologni) tkanové nahrady musi spliovat pfisné pozadavky
biokompatibility a nesmi vyvoldvat v pfijemci imunitni odpovéd’, popiipad€ prenést
patogeny. Typy tkani, na které se v soucasné dobé¢ zamétfuje tkanové inzenyrstvi
Z hlediska tvorby umélych tkanovych ndhrad nejvice, jsou kostni a kloubni nahrady,
kozni §tépy a v posledni fadé také cévni ndhrady, poskytnuté z autolognich kmenovych

bunék pifjemce. (1), (4)

Trendy tkanového inzenyrstvi ¢im dal vice vyuzivaji ideédlnich vlastnosti kmenovych
bunék v roli bunééné sloZzky biokompatibilnich nahrad. Kmenové bunky tukové tkané
1ze také s uspéchem vyuzivat a diferencovat do pozadovanych bunécnych typti, dokonce

pro tvorbu cévnich nahrad. (6)

Cilem biomediciny je proto vyvoj zafizeni, které by bylo schopno vytvaret
plnohodnotné nahrady, jeZz by kromé dalSich specifik byly vytvafeny piimo
na miru pro kazdého jednotlivého pacienta. Diky témto vyhledim by bylo mozné

vyznamné eliminovat problémy tykajici se jak biokompatibility, tak i nedostatku darct
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potiebnych organt. Pacientovi, ktery by utrpél uraz, ztratu ¢i selhani urcitého organu,
¢i tkdn€, by bylo mozno vytvorit tkdnovy implantat vymodelovany specificky pro jeho

potiebu. (7)

Potiebné trojrozmérné tkanové implantaty se vétSinou modeluji Vv softwarovém
prostiedi ,,Computer aided design® (CAD) a jsou exportovany do datového formatu
»Stereolithography file format™ (STL). Z takto ziskanych soubort lze v softwarovém
prostiedi tiskarny, v tzv. ,sliceru (platkovaci), vygenerovat strojovy ,,G-kod*, nutny
jak pro urCeni zptsobu davkovani bioinkoustu, tak i pro nastaveni rezim provozu

biotiskarny. (8)

Diky vysokému vykonu dne$ni vypocetni techniky lze s uspéchem rekonstruovat
3D modely budoucich implantitii na zakladé¢ obycejnych 2D fotografii potfizenych
z riznych whll, ptipadné na zakladé pouziti dalSich zobrazovacich technik moderni
mediciny, jakou je napiiklad zobrazovani magnetickou rezonanci (MRI) nebo
poditatovou tomografii (CT). Ulelem je, aby zobrazovaci technikou ziskany
a zrekonstruovany pocitacovy 3D model mohl byt zpracovan fidici jednotkou tiskarny
tak, aby se za pomoci biotiskovych metod vytvofila z zivych bunék bioinkoustu

plnohodnotna tkanova nahrada, nebo dokonce nahradni organ. (8)

V soucasné dobé jiz ma 3D biotisk schopnost vytvaiet trojrozmérné bunécné struktury,
které lze relativné jednoduSe upravovat a organizovat, a z nich pak vytvaret celé ¢asti
tkani 1 organti, jako jsou chrupavky, srdecni chlopné, kosti, tkdn¢ myokardu, krevni

cévy a prudusnice. (9)

11



1.1 Prehled soucasného stavu

Navzdory v§em dosavadnim Gspéchiim biomediciny jsou metody 3D biotisku stale jesté
tak trochu ve fazi experimentalni. Neexistuje stale zadny pevné stanoveny navod, jak
by se mé¢lo ve specifickych situacich standardné postupovat, a to nejen pii pripravé
bioinkoustu, ale ani pfi nastaveni tiskovych parametri. Dulezitym rozhodovacim
prvkem je zejména spravna volba tiskového média, které musi byt plné¢ kompatibilni
s danym typem biotiskdrny a také s imunitni odpovédi organismu piijemce. Nalezeni
navodu na idedlni sloZeni tiskového materidlu je jednim z budoucich cilti tkanového

inzenyrstvi. (10)

Bézné 3D tiskarny, pouzivané mimo oblast biomediciny jsou vétSinou zaloZzeny
na technologii tisku metodou fused deposition modeling (FDM), pouzivajici jako
tiskovy material termoplastickou strunu (filament) navinutou na civce a prochazejici
tiskovou hlavou. V oblasti biomediciny je vSak pouziti této technologie extruze
materialu vylouceno, nebot’ extrudovany pevny termoplasticky material struny musi byt
pii tisku taven do polotekutého stavu za vysokych teplot. Az takto roztaveny a zahtaty
material na vysoké teploty je postupné nanasen na tiskovou podlozku. Pouzité vysoké
teploty v tiskové hlavici tiskarny by vsak meély v biomedicingé katastrofalni vliv

na pieziti pridavané zivé bunécné substance v bioinkoustu. (11)

Podle metody vytlaCovani (extruze) tiskového biomaterialu se z konstrukéniho hlediska
rozliSuji biotiskarny s dispenzory bioinkoustu fungujicimi na principu pneumatického
tlaku, davkujicimi pomoci vngjsiho kompresoru, anebo na presnéjsi z hlediska
rovnomérnosti davkovaného bioinkoustu, jez fungujici mechanicky pomoci ptidavného

motoru.

V tiskové hlavé typické komeréni biotiskarny typu Inkredible+ (Cellink, Goteborg,
Svédsko), kterou vlastni fakulta FBMI, se k extruzi tekutého bioinkoustu pouZiva
jednoduchy davkova¢ (dispenzor), sestavajici z injek¢ni stiikacky a jehly. Tekuty
bioinkoust je z popsaného dispenzoru vytlacovan pneumaticky za pomoci externiho
kompresoru. Homogenita a kvalita vysledného tisku je vtomto piipadé zavisla
na empirickych metodach neexaktniho odhadovani potfebného tlaku, pfitom zavislého
na meénici se viskozité¢ bioinkoustu, ale také na rychlosti posunu tiskové hlavice
a na praméru jehly v dispenzoru, a také na vysce vrstvy jednotlivych nanaSenych vrstev

(platkt) a dalsich faktorech. (12), (10)
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Je ziejmé, ze pii empirickém nastavovani parametrii tiskarny dochdzi k znacnému
plytvani bioinkoustem, jehoz vyroba je nejen financné ndkladnd, ale i z Casového
hlediska naro¢na vzhledem k zdlouhavé dobé kultivace bun¢k. Jedna se tedy o cenny
materidl, a neni tedy zadouci, aby dochdzelo k neefektivnimu plytvani pii kalibraci

dispenzoru nebo na potencialn¢ zmarené vytisky.

Z uvedeného divodu jsou definovany cile diplomové prace tak, aby provétily moznost
maximalni optimalizace metod pfesného davkovani pomérné vzacného tiskového média
pomoci specidlné¢ navrzeného, vyrobeného a odzkouseného linearniho davkovace

bioinkoustu v nékolika variantach.

Komeréné distribuované tiskarny Inkredible+ pouzivaji softwarové prostiredi Heartware,
které neni pro dany ucel dostate¢né vyhovujici ani propracované. Neumoziuje, mimo
jiné navolit, ktera ¢ast modelu se bude tisknout, kterym z moznych dispenzori se bude
tisknout, je-1i jich pouzito vice, ani dalsi potfebné parametry. Proto je nutné standardné
vygenerovany G-kod upravit dle vlastnich specifickych potfeb. Rozsah G-kodu je dan
poctem odskoku dispenzoru ve sméru osy Z o vysky vrstvy naplatkovaného modelu,
coz muze byt v zavislosti na velikosti tiskového modelu v mnozstvi az nékolika desitek
moznych skokl. Z tohoto diivodu by bylo neefektivni upravovat kazdy vygenerovany

G-kdd jednotliveé ru¢né, nybrz bylo téeba najit lepsi zptisob pro generovani G-kodu. (13)
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1.1.1 Technologie Biotisku

Na zéaklad¢ zpiisobu distribuce tiskového materidlu lze biotisk rozlisit na inkoustovy
(inkjet biotisk), biotisk zalozeny na extruzi (extrusion-based), biotisk fizeny laserem
(laser direct writing), biotisk vytvrzovaci (photocuring-based) a cell ball assembling
biotisk. (14)

V ramci diplomové prace se budu zabyvat technologii biotisku zalozené na extruzi,

kterou vlastni fakulta FBMI.

Vyvoj biotiskovych technologii se v soucasné dobé zaméfuje predev§sim na zvyseni
presnosti regulace pokladaciho procesu a distribuce biologického materidlu k tvorbé
3D struktury. Pfestoze se 3D biotisk vyviji velmi rychle, stale se potyka s nevytfeSenymi
problémy v souvislosti se snahou 0 napodobeni jednotlivych propojeni mezi bunikami,

které tvoii celkovy organ. (15)

Biotisk metodou ,,inkjet” ptedstavuje technologii biotisku, kde oddélené kapénky
bioinkoustu jsou pokladany jedna po druhé. Naproti tomu pokladani bioinkoustu
pomoci metody extruze, je zaloZzeno na robotickém vytvafeni souvislé ,,cary*
bioinkoustu v pfedem danych smérech. Vytlatovani raznych druhtt bunék
a biomaterialu ve velkém prostorovém rozlisenim tkanovych struktur ma své klady
a zapory. Na jednu stranu umoziuje tvorbu komplexni, vice bunééné tkanové struktury,
kterou nelze prozatim jinou metodou vytvofit. Na druhou stranu tento proces klade

na buiiky mechanicky, ptipadné teplotni stres. (16)

Inkjet biotisk

Tenchnologie ,.Inkjet biotisku je velmi podobna technologii souvislého davkovani
bioinkoustu pomoci extruze. Pro tuto technologii biotisku se bioinkoust tiskne jako série
za sebou vypuzovanych mikrokapek. Kapky jsou vypuzovany z jehel dispenzoru
piezoelektricky nebo termalné. Vypuzovani jednotlivych kapi¢ek probiha vrstvu
po vrstvé k dosazZeni cilené 3D struktury. Tisk je komeréné pfistupny, levny a je mozné
pomoci vice tiskovych hlavic tisknout rizné typy bunék v ramci jednoho tisku. (17)

Nevyhodou této technologie je jeji omezeni jen na relativné nizkou viskozitu
bioinkoustu v dusledku malé ucinnosti dispenzoru. Je proto omezen na jednoduché
tvary kvali malé strukturalni pevnosti pokladaného tekutého materialu. Nizka viskozita

bioinkoustu omezuje koncentraci bunék v bioinkoustu. Dalsi nevyhodou je potencialni
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poskozovani pouzitych bun€k beéhem tisku vlivem zahtivani a mechanického

poskozovani z divodu smykového napéti. (14)

Extrusion- based biotisk

Jedna se o nejrozsifenéjsi technologii biotisku. Princip metody spociva v souvislém
protlacovani tekutého bioinkoustu jehlou pomoci vzduchového tlaku, nebo pomoci
motoru. Vyhodou je, Ze pomoci tlakove fizeného, poptipad¢ mechanického protlacovani
bioinkoustu skrz jehlu lze pouzit bioinkoust o vysoké hustoté. To znamena moznost
vysoké koncentrace dodanych buné€k v bioinkoustu a s tim spojenou moznost vyssi
Sance vzajemné proliferace. Tato technologie tisku navic neni tolik omezena volbou

bioinkoustu k tisku. (14)

Vznik smykové napéti v dispezoru

Jednou s nezadoucich mechanickych vlastnosti u pouzité technologie 3D biotisku

pomoci dispenzoru, je vznik smykového napéti v pribéhu tisku. Smykové napéti v jehle

injekéni stiikacky ma negativni vliv na buniky obsazené v hydrogelu, jelikoz bioinkoust

Polymer —~
Ziva burika @
Namahani @

Mriva @

Obrdzek 1:Ndkres smykového napéti. Prevzato z (18)

Vliv na smykové napéti bioinkoustu méa pramér tiskové jehly, tlak tisku a viskozita
tiskového materialu. Smykové napéti ma také negativni dopad z biologického hlediska

na diferenciaci kmenovych bunék, poptipadé¢ mize podpofit zrani megakaryocyta. (19)
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Eliminaci nezadouciho smykového napéti lze zajistit snizenim rychlosti pratoku
bioinkoustu a pouzitim jehly o dostatecném priméru, nebo zvolenim nizsi viskozity

bioinkoustu. (16)

Predpoklada se, ze biologické vlastnosti tisknutych bunék jsou zavislé na tvaru zvolené
jehly. Pro zajisténi co nejkvalitn€jsiho tisku z hlediska rovnomérného rozlozeni bunék,
bez jejich nadmérného poskozeni a jejich dostatecné proliferace se doporucuje pouzit
konické injekéni jehly o minimélnim priiméru 260 um na jejim konci. Pro rovné jehly

se doporucuje pouziti minimalniho praméru od 413 pum. (20)

Tiskarna Inkredible+ pouziva koénické jehly o rozmérech v rozmezi G20 - G27
(Birmingham gauge). Konstrukce dispenzoru popsaného v této praci pro tisk pouzila

rovné jehly bez hrotu o rozmérech v rozmezi G10 - G20.
G-kéd

Souhrn informaci, které obsahuji popisy jednotlivych soufadnic, podle nichz se
3D tiskarna tidi, se nazyvad G-kod. Tento typ strojniho kédu je generovadn pomoci
specialniho ,,platkovaciho softwaru (sliceru). Existuje cela fada téchto platkovacich
softwarti, napfiklad Slic3r, Cura, PrusaSlicer, nebo placeny software Simplify3D.
Vygenerovany G-kod je specificky pro kazdy typ 3D tiskarny. Pro tisk metodou FDM
obsahuje strojovy G-kod zéakladni informace o sméru pohybu tiskové hlavice, rychlosti
pohybu, o mnozstvi materialu, jeZ ma tiskova hlavice pro dany pohyb uvolnit a mnoho
dalsich. Tento typ strojového kodu se zpravidla generuje ze souborového formatu STL.
Datovy format typu STL obsahuje geometrickou povrchovou reprezentaci originalniho
trojrozmérného modelu, realizovaného pomoci trojihelnikii. Redlné je tedy fyzicky
objekt jakousi aproximaci vysledného digitilniho 3D modelu, ktery byl vytvoren
v softwaru CAD. (21), (11)

1.1.2 Bioinkoust
Bioinkoust je zékladni stavebni hmotou biotisku a je tvofen suspenzi bunck, nebo

mikrocasti tkan€ v tekutém gelovém prostiedi. (20)

Gelové prostiedi, v roli nosi¢e bunck, musi zajistit dostatecnou strukturalni podporu
(scaffold), a je tvofeno pfirodnimi proteiny, tzv. extracelularnim matrixem (ECM),
decelalurizovanymi tkanémi nebo syntetickymi polymery. Funguje jako strukturalni

podpora, zajist'uji proliferaci bunék, jejich rust a udrzeni vihkosti. (22), (23)
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Slozeni ECM se lisi v zavislosti na tkéani, ve které se vyskytuje. V ptipadé cévnich stén
je tvotfeno proteiny kolagenem, elastinem, lamininem a fibrinektinem. Jako nejcastéji
uzivany protein pro tvorbu nosic¢li se pouzivd kolagen. K zajisténi jeho zesitovaténi
(crosslinku), a tedy vzniku hydrogelu se vyuzivaji fyzikalni metody, jako je UV zafeni

¢i zmény teploty, nebo chemické metody zménou pH. (24), (25), (26)

Lepsich  strukturalnich vlastnosti ti§ténych objektd 1lze docilit 1 tiskem
na decelularizované nosice (ploS$né substraty), zbavené veskerého bunééného materialu,
jehoz mechanické vlastnosti a biochemické slozeni témét nebyly ovlivnény. Piikladem
téchto nosi¢l mize byt decelularizovany prase¢i perikard nebo uméla

polykaprolaktonova (PCL) nanovlakna. (27), (28)

Konstrukce vytvotené pomoci biotisku se po svém zatuhnuti snazi napodobovat nativni
buné&éné tkané in vitro, a vytvaret komplexni biologické struktury. Z tohoto pohledu
se biotisk pomoci bioinkoustu jevi jako nejvhodnéjsi kandidat pro spolehlivy a rychly

systém umoznujici tvorbu trojrozmérnych bunéc¢nych struktur.

Bioinkoust je tvofen buiikkami v tekutém gelovém roztoku, ktery je nasledné pomoci
mechanického vytlaCovani z dispenzoru tiStén na plosné substraty. Po vytlaceni
bioinkoustu dochazi k jeho zatuhnuti, pficemz bunky v ném obsazené zistavaji

neposkozené a Zivotaschopné. (29)

Nejvice rozsifena skupina bioinkoustli je zaloZzena na principu namichani bunék
do hydrogelu, popiipadé jiného exogenniho materialu. Takto pfipraveny bioinkoustu
je tistén do tvart pozadovanych trojrozmérnych konstrukei (metoda ,,scaffold-based).
Pouzity hydrogel je polymerni sloucenina, kterd je schopna zadrzet velké mnozstvi
vody a umoznuje bunéénou proliferaci. Hydrogely jsou na zakladé svého ptavodu
¢lenény na hydrogely piirodni, jejichz zastupci jsou napiiklad fibrin, kolagen, chitosan,

nebo alginat a pak hydrogely synteticky ziskané jako naptiklad polyethylenglykol. (30)

Jind skupina bioinkousti nevyuzivd piedmichanou smés hydrogelu s buiikami.
Hydrogel zde hraje roli podpiirné stavebni jednotky, drzici pozadovany tvar a az posléze
je vysledna konstrukce osazena bunkami. Nevyhodou této metody je slozité zajisténi
spravné homogenity prostorového rozprostieni bunck, obzvlasté v hlubsich vrstvach

hydrogelu nebo ve $patné ptistupnych oblastech. (15), (10)

V této praci se pouzije metoda ,,scaffold-based”. Jako hydrogel se pouzije praseci

kolagen a jako buiiky kmenové bunky z tukové tkané prasete.
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Kmenové buriky

Kmenovymi bunkami se rozumi specificky typ bunek, schopnych proliferace
a diferenciace do jiného bunétného typu. (31) Diky svym vlastnostem kmenové bunky
tvofi kliCcovou soucast pouzité suspenze bioinkoustu, jelikoZ mohou urychlit hojeni,
regeneraci poskozenych tkani a podpofit jejich remodelaci. Jednim z typt

kmenovych/stromalnich bun¢k jsou buiiky ASC (Adipose derived stromal cells). (32)

Jedna se o mezenchymadlni kmenové buiky, ziskané ztukové tkan€. To je oproti
kmenovym buiikkam ziskanych z kostni dien¢ vyhodné, z hlediska mensi bolestivosti,
namahy ziskani bun¢k a doby rekonvalescence darce. Vhodnou stimulaci bunék ASC
pomoci diferenciaéniho média pii statické kultivaci bunék, obsahujiciho pftislusné
rastové faktory, nebo pomoci mechanické stimulace v bioreaktorech pii dynamické
kultivaci bunck, I1ze dosahnou diferenciace do fenotypt tukovych tkani, kostnich bunék,
chrupavek, nebo v posledni fadé do fenotypu vaskularnich tkani, jako je hladky sval.
(33)

Hydrogely

Hydrogely pouzité v bioinkoustu lze pfizptsobit specifickym vlastnostem tisknutého
materidlu, aby napomadhaly udrzeni Zivotaschopnosti obsazenych bunck. Vyslednym
produktem biotisku je stavebni konstrukce, ktera fyzicky brani pohybu bunétné

suspenze bioinkoustu. (34)

V praci se pro tvorbu hydrogelti pouzil roztok kolagenu I o hustot¢ 20 mg/ml
a 30 mg/ml na 1 ml 0,1% kyseliny octové. Vysledny bioinkoust tvofeny suspenzi
hydrogelu obsahuje tii zakladni slozky. Témito sloZzkami je kolagen o pfislusné hustotg,
buniky v kultivaénim médiu a NaHCOs3 (bikarbonat sodny), jenz je nutny k neutralizaci
kyselého roztoku kolagenu. Zarovenl se zménou pH a zahtatim podporuje gelovaténi
vysledného hydrogelu. Jako kultivaéni médium bylo vybrano kultivacni médium
»Dulbeccos Modified Eagle Medium* (DMEM), s pfidanym fetalni sérem 10 % (FBS)
a 10 ng/ml fibroblastovym ristovym faktorem (FGF), podporujici rust bun¢k. (35)

Z fyzikalniho hlediska je pro zachovani viskozity roztoku kolagenu 1 v tekutém
stabilnim skupenstvi nutné jej udrzovat pfi teploté pfiblizn¢ 10 °C, protoZze pii ohtati
k teplotam kolem 37 °C dochazi ke gelovaténi se sou¢asnym sestavovanim fragmentt

kolagenu do vlaken (crosslink) a tvorbé nosice (scaffoldu). (27)
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1.2 Cile prace
Cilem této prace je konstrukce dispenzoru se Sroubovitym pohybem trapézové tyce
motoru slouzicim k déavkovani bioinkoustu, hydrogelu nebo bunécné suspenze
z béznych 2ml injekenich stiikacek.

e K vytvofenému dispenzoru navrhnout vhodnou elektroniku s ovladacim

rozhranim pro fizeni.

e Funkci jednoduchého dispenzoru experimentalné oveéftit tiskem piipraveného

bioinkoustu sloZzené¢ho ze smési hydrogelu a buné¢né suspenze v jedné stiikacce.

e Alternativné ovéiit moznost sméSovani slozek bioinkoustu pomoci dvou
nezavisle fizenych dispenzorli, sméSujici bunéfnou suspenzi a kultivacni

médium v kapilarnim smésovaci béhem tisku.

e Tisk provést na plo$né substraty jako decelularizovany praseci perikard nebo
PCL nanovlakna. Bunéény model jakozto jednu ze slozek bioinkoustu pouzit

bud’to zviteci kmenové buiiky z tukové tkang, nebo pupecniku.

e Jednotlivé tiskové motivy vyhodnotit pomoci obrazové analyzy, z hlediska

proliferace bun¢k a homogenitu rozprostfeni bun¢k ve vytisknutém modelu.
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2  Metody biotisku
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Obrdzek 2: Zhotovend biotiskdrna: zleva pilotni prototyp dispenzoru, uprostied vylepSend verze
dispenzoru s chlazenim, vpravo zdvojeny dispenzor s kapildrnim smésovacem.

V ramci diplomové prace se vychazelo z bézné komeréné dostupné biotiskarny znacky
Inkredible+, jez je souéasti vybaveni fakulty CVUT. V nasledujici kapitole bude
popsana prace s touto biotiskarnou a s ni vyvstavajici nevyhody popsané v kapitole o
prehledu soucasného stavu. Hlavni vylepSeni provozu a funkénosti této tiskarny
spocivalo

ve vylepSeni extruze bioinkoustu pomoci linearniho davkovani jednoduchym
dispenzorem, nebo dispenzorem zdvojenym s vlastnim sméSovadem bioinkoustu.
Pro tento ucel bylo nutno vytvofit vlastni prototyp tiskarny a navrhnout vhodnou

elektroniku.

Byly navrzeny celkem tfi prototypy dispenzort. Prvni prototyp dispenzoru na obr. ¢. 2
(vlevo), ptipevnény K tiskarné slouzil k ovéfeni proveditelnosti stanovenych cili prace.
Na zékladé¢ ziskanych poznatkl z experimentalnich tiskd prvniho prototypu dispenzoru
zobrazeného jsem vytvofil vylepSenou verzi, zobrazenou na obrazku ¢. 2 (uprostied).
Jeji  zaklad slouzi pro tfeti zhotovenou verzi dispenzoru, pouzivajici
K pribéznému michani slozek bioinkoustu navrzeny kapilarni sméSovaé zobrazeny

na obréazku ¢. 2 vpravo.

Zvolena elektronika a firmware umoznuji pohyb navrzeného dispenzoru po osach
X, Y a Z samostatnymi tfemi motory, pii¢emz horizontalni osa X je orientovana podélné

zleva doprava, osa Y je v piicném sméru k ose X a 0sa Z popisuje svislou drahu
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dispenzoru. Kalibrace osy Zje fesena bezkontaktn€, coz minimalizuje kontaminaci
pouzit¢  tiskové jehly na  dispenzoru. Zména  déavkovani  bioinkoustu
a nezavislé ovladani dualniho dispenzoru jsou doplikovymi funkcemi, které nebyly

soucasti zakladniho firmwaru tiskarny.

Pro zajisténi tiskového podkladu byly vytvoreny plastové vymezovace k uchyceni
Petriho misky a kultivaéni desticky. Pro tisk na kiehky plosny substrat jako PCL
nanovlakna, popftipad¢ tenka kryci sklicka se vytvorila podtlakova komora, kterd drzi

substrat prichyceny na misté.

V navaznosti na takto ptfipevnéné vymezovace plosnych substratu se optimalizovalo
generovani G-kodu, které béhem tisku zohlediiuji pozice a velikosti jednotlivych
vymezovacl, aby nedochazelo ke kolizi dispenzoru tiskarny. Generované G-kody
a jednotlivé dispenzory byly vyzkouseny nejdiive bioinkoustem bez pouziti bunék.
Teprve po docileni urcité kvality tisku a ovéfeni jeji opakovatelnosti se preslo na tisk

se zvitecimi kmenovymi bunkami.
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2.1 Pneumaticky rizeny biotisk

Tiskarna Inkredible+, ktera slouZzi jako podklad pro vyrobu specialné navrzené tiskarny
Vv souladu se zadani této diplomové prace, stavi Svou konstrukci na stejném zakladu jako
vétSina bézn¢ dostupnych FDM tiskaren. Uzavieny proskleny box zajistuje sterilitu
a konstruk¢ni stabilitu. Vnéjsi oblast tohoto boxu ma vstup pro napajeni, vstup pro
kompresor v podobé¢ fitinek, dva redukéni ventily, dva displeje zobrazujici aktualni

hodnotu tlaku v kazdé z dvou hlavic a centralni displej pro obsluhu.

gl

»

Obradzek 3: Tiskdrna Inkredible+. Obradzek 4: Detail tiskové hlavice s vloZenou
strikackou a tiskovym materidlem.

Tiskova hlavice tiskarny umoziuje vlozit az dvé injekéni stiikacky o objemu 2 ml
s tiskovym materidlem. Umoznuje jeho =zahtati, popfipadé udrzeni stalé teploty
Vv pritbéhu tisku. Kazda ¢ast drzéku pro vloZeni injekéni stiikacky do tiskové hlavice ma
hadicku ptipevnénou na konec injekéni stfikatky a pomoci tlaku z kompresoru
do stiikacky dochazi k vytlaCovani tiskového materidlu. Kazda stiikacka se jednotlivé
pied tiskem pneumaticky vysouva, aby byly mezi stiikaCkami zruSeny piipadné

vyskové rozdily.
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2.1.1 Inicializace 3D tiskarny Inkredible+

ve vSech osach X, Y, Z. Jelikoz po zapnuti tiskarny nejsou soufadnice tiskové hlavice
nastaveny, musi se provést sekvence kroku, pii kterych v kazdé ose najede tiskova
hlavice do tzv. ,.endstopi* tvofenych mechanickymi mikrospinaci, pfi¢emz osa Z ma
spinace dva. Prvni slouzi pro vlozenou injekéni stiikacku s médiem, a zarucuje, ze jeji
jehla je ve stejné vysce, jako rovina tiskové plochy. Druhy slouzi jen jako pojistka
pro ptipad, ze by pii kalibrovani osy Z nebyla injekéni stfikacka s jehlici vloZzena.

K ovladani tiskarny slouzi softwarové prostiedi Heartware umoznujici jeji ovladani
V redlném case pomoci pfipojeného pocitate. Tento software umoziiuje, mimo jiné,
I zrychlené a zjednoduSené ovladani tiskarny pomoci kédovych piikazi ve formatu

G-kédu. (36)

Pro vynulovani jednotlivych os jsem vytvofil nésledujici G-kody, které lze vlozit

do softwaru Heartware. (37)

Tabulka 1: G-kéd pro vynulovdni os

G-kod Popis funkce
M753; Retrakce hlavic
GO0 F500; Rychlost posunu os
G28 X; Kalibrace osy X
G28Y; Kalibrace osy Y
G0 F6000; Rychlost posunu vsech os
GO0 X0 Y0; Posun osy X a Y na stfed podlozky
G28 Z, Kalibrace osy Z
GO0 F500 Z21.5 Zvednuti osy Z 0 21.5 od Zo

Zvednuti osy Z0 21.5 mm se provadi z diivodli kompenzace vyskového rozdilu mezi

aktivni a neaktivni hlavici.

Po odezvé tiskarny na zadany G-kod ztabulky ¢. 1 je mozné ptikro€it k nahravani

dalsich G-kodu.
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Tabulka 2: G-kéd pro posun osy Z o tloustku podlozky.

G-kod Popis funkce
M753; Retrakce hlavic.
G931, Pfepnuti na relativni soufadnicovy systém.
GO0 Z1.6; Tloustka podlozky.

Pro kazdy typ kultivacni desticky je nutné zméfit vysku dna kultivaéni desticky, kterd se

zadava v ptikazu jako offset osy Z.

Tabulka 3: G-kdéd pro uloZeni offsetu osy Z.

G-kod Popis funkce
Piepnuti na absolutni soutadnicovy
G90;
systém.
G92 Z2.5; UloZeni offsetu 2.5 jako vychozi Zo.
Vysunuti tiskové hlavice 1 do aktivni
M751,;

polohy.

Po nastaveni offsetu osy Z je mozné do tiskarny vloZit Petriho misku a trysku injekcni
stiikacky nastavit na uroven dna Petriho misky. Pomoci téchto dvou G-kodu z tabulek

¢. 2 a 3 je tiskarna pripravena k tisku.
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2.1.2 Nalezeni vhodného tiskového tlaku
Popisovana 3D tiskarna Inkredible+ vyuziva pro tisk daného materialu stlaceny vzduch
z vngjsiho kompresoru ROHS, ktery je nastavitelny pomoci redukéniho ventilu

na tiskarné na stalou hodnotu tlaku.

V zéavislosti na typu zvolené jehly, rychlosti tisku a viskozité materidlu se odvozuje
velikost pozadovaného tlaku. Zvoleny tlak piisobi na pist injekéni stiikacky s tiskovym
materialem. Pro tento ucel jsem napsal vlastni kalibrovaci G-kod, jehoz cilem
je vytisknout fadu rovnobéznych testovacich Car, z nichz kazda se na zkousku tiskne
jinou rychlosti pro porovnani vysledkt. Ukazka kalibrovaciho G-koédu je znazornéna

na obrazku ¢. 5.

Obrdzek 5: Kalibracni G-kéd v prostredi Cellink Heartware.

V G-kodu jsou rychlosti pohybu tiskové hlavice vosach X a Y definovany
pro jednotlivé ¢ary pomoci piikazu F[poZadovand rychlost], pti¢emz rychlost se uvadi
Vv jednotkach [mm/min].

Vytvotil jsem zkuSebni §kalu vzorovych rychlosti v rozsahu 200 mm/min, 400 mm/min,
600 mm/min, 800 mm/min a 1000 mm/min pro vyhodnoceni optimalniho tlaku
ke zvolené rychlost tisku. Vyska vrstvy je stanovena na 0,4 mm a pro vSechny velikosti
trysek je volen stejny bioinkoust “Cellink Start” dodavany spole¢nosti Cellink, ktery
je vhodny jako zkuSebni a zaroven docasny (sacrificial bioink). Napomaha doc¢asné
udrzet tiskovou konstrukci a po uplynuti urcitého ¢asu sam vymizi. Je tedy idealni na

tisk podpér modelu, popiipadé na tréninkové tcely tisku. (38)
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2.1.3 Kalibrace tlaku 3D tiskarny

Aby bylo pokladani tiskového materialu na tiskovou plochu piesné, piipojuje se jehla na
sttikatku s bioinkoustem. Ctyti testované jehly byly od sebe barevné rozliseny
Vv zavislosti na jejich priméru. Rozpis jednotlivych barevnych oznaceni a prumér je

popsan Vv tabulce €. 4.

Tabulka 4: Rozdéleni jehel dle pruméru.

o Vnitini pramér jehly
Barevné oznaceni jehel Birmingham gauge
[mm]
Rizova G20 0.603
Modra G22 0.413
Cervena G25 0.260
Bezbarva, pruhledna G27 0.210

Pocatec¢ni hodnoty tlaku byly na redukénim ventilu nastaveny dle grafickych schémat

vyrobce, obsazenych v privodni dokumentaci k bioinkoustu Cellink start. (38)
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Obrdzek 6: Grafickd schémata vyrobce k nastaveni hodnot tlaku pro bioinkoustu Cellink start.
Prevzato z (38).

Primérna §itka rovnobéznych tisténych ¢ar kalibracniho G-kodu byl vyhodnocovan pod
mikroskopem, pomoci kterého se pofidila fotografie. Z fotografie se posléze urcil
prumér pomoci referencni miizky o znamych parametrech. K vyfazeni nahodnych chyb
bylo méteni priméru Car provadéno ze tiech riznych mist v ramci jedné vytisknuté
¢ary. Z naméfenych hodnot se jako nejvhodnéjsi zvolil jejich median. Vysledné hodnoty

se vynesly do grafu jako zavislost priméru vytisknuté ¢ary na rychlosti.
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Graf 1: Vysledné hodnoty tlaku pro trysku o velikosti G20.
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Graf 2: Vysledné hodnoty tlaku pro trysku o velikosti G22.

—— 25kPa
—&—30kPa

0 200 400 600 800 1000 1200

rychlost (mm/min)

27



Graf 3: Vysledné hodnoty tlaku pro trysku o velikosti G25.
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Graf 4: Vysledné hodnoty tlaku pro trysku o velikosti G27.
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U tisku ¢ar jednotlivymi jehlami nebylo mozné porovnat vysledky stejnych hodnot tlaku
z dtvodu, Ze vysledny vytisk Car pii nastaveném tlaku byl nerovnomérny nebo
prerusovany. Rychlosti vyhodnocené jako nevhodné pro pouzity prumér jehly byly

Z nasledného stanoveni Sitky vytisténych ¢ar vyfazeny.

Obradzek 7: Ukdzka kalibracniho vytisku. Vadné dvé tisténé cdry zprava byly z grafického
zhodnoceni vyrazeny kvili nekonzistentnosti tisku.
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2.1.4 Tisk materialu Cellink start bionk
Po provedené kalibraci parametru tlaku redukéniho ventilu a zjisténi vhodného tlaku pro
danou rychlost tisku v zavislosti na praméru jehly mohl byt vytisknut prvni zkusebni

model pomoci materialu Cellink start.

Jako model byl zvolen komplexni tvar zkusebniho ,,panacka‘“ o vysce 0,5mm v ose Z.

Obrdzek 8: Zobrazeny zvétSeny ndhled modelu pandcka slicovaného v prostredi softwaru
Cellink Heartware.

Tisk modelu byl proveden na Petriho misce. Celkova doba tisku trvala cca 1 minutu.

Vysledek vytisknutého modelu je na obrazku €. 9.

Obrdzek 9: Pokusny vytisk testovaciho modelu ,,pandcka“ materidlem Cellink bioink.
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2.1.5 Tisk modelu do kultiva¢nich jamek

Jelikoz je zadouci kultivovat vice vzorku tiski najednou, vznika pozadavek tisknout
vice modelll v ramci jednoho kontinualniho tisku do vice kultiva¢ni jamek. Zvolila
se Sesti jamkova kultivacni desticka. Cilem bylo do kazdé dvojice jamek vytisknout jiny
model pii jednom kontinualnim tisku. Testovacimi modely byly kruh o priméru 15 mm
S vnitinim otvorem o pruméru 8 mm a vysce 0,5 mm, dale plny kruh o priméru 15 mm

a vysce 0,5 mm a model panacka o vysce 0,5 mm.

Jelikoz slicer tiskarny Inkredible+ neumoznuje tisk na ptreddefinované kultivaéni
desticky, bylo nutné vytvorit specificky G-kéd ruéné. Pro tento Ucel se stanovily
soufadnice stfedu jedné zjamek. Na zéklad€ znalosti téchto soufadnic a znalosti
vzdalenosti jednotlivych jamek od sebe bylo mozné provést tisk do vsech Sesti jamek.
Z kazdého modelu se tedy vygeneroval G-kod pro tisk modelt jednotlivé na stred
tiskové podlozky a nasledné se vygenerovany G-kod zkopiroval s pozménénymi

soufadnicemi tisku do celkového tiskového G-kodu.

Tabulka 5: Ukdzka vloZené Cdsti textu pro prvni jamku.

Nadpis G-kédu Popis funkce
GO0 X0 YO0; Najeti tiskové hlavice na souradnice Xo Yo
G91, Pfepnuti na relativni soufadnice
GO0 X-34.8 Y17.5; Soutadnice jamky 1
M751; Sepnuti kompresoru
G92 X0 YO0; Ulozeni soutadnice jamky 1 jako vychozi
pozice Xo Yo
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Pred kazdy vygenerovany G-kod jednotlivého modelu jsem vlozil text z tabulky ¢. 5
S upravenymi soufadnicemi stiedu pro kazdou ze Sesti jamek. Prvni zkusebni vytisk byl

opét proveden materialem Cellink Start.
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Obrazek 10: Vysledek tisku do kultivacnich jamek.
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2.2 NavrZené dispenzory se Sroubovym pohybem

2.2.1 Popis pilotni varianty dispenzoru

Pilotni varianta linedrniho dispenzoru byla dimenzovana pro injek¢ni stiikacky
0 objemu 2 ml bez aktivniho chlazeni bioinkoustu. Nosna cast dispenzoru zajistuje
uchyceni krokového motoru Microcon SX16-0402LA-120 (Microcon, Praha) a injekéni
sttikacky. Pojezdova Cast dispenzoru je piipojena k trapézové ty¢i krokového motoru
ajeji pomoci se tlaci na pistni ty¢ injekéni stfikacky, kterou drzi uchytny nastavec
na svém misté. Na Celni stran€¢ ma pojezdova ¢ast dispenzoru kruhovy vytez pro pevné
ukotveni opory pro palec pistni tyCe stiikacky. Spodni strana pojezdové <asti
je vytiznuta, aby nekolidovala s vy¢nivajicimi hlavami imbusovych Sroubt, které
upeviiyji dispenzor k tiskdrn€. Z bocnich stran pojezdové casti vyCnivaji hlavy
imbusovych Sroubt slouzici k vedeni pojezdové ¢asti v pojezdnici nosné ¢asti. V horni
roving pojezdové Casti je stavéci Sroub slouzici k zamezeni rotaéniho pohybu a zajisténi
linearity pohybu pojezdové ¢asti a pistu injekéni stiikacky. V dal§im textu bude tato

varianta uvadéna pod oznacenim ,,DISP1“.

Krokovy motor Microcon

Pojezdova &ast

Trapézova tyé krokového motoru

Injekeni stfikatka

Nosna &ast dispenzoru

Obrdzek 11:Ndkres pilotni varianty dispenzoru.
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2.2.2 VylepSena verze dispenzoru

Ptedchozi varianta dispenzoru byla vytvofena za Ucelem ovéfeni funkcénosti dan¢ho
prototypu davkovani tiskového materidlu. Po zjisténi, ze dany prototyp funguje
se mohlo prejit k feSeni nedostatkd, které s vyzkousenym prvnim prototypem vyvstaly.
Hlavni nosna ¢ast dispenzoru byla pro ucel pevného zajisténi zachovana. Byla doplnéna
o kanalkovity chladici systém, v kterém pomoci tekouciho média (podchlazena voda)
by mélo dochézet k podchlazeni bioinkoustu v injekéni stiikacce. Pojezdova ¢ast nove
zhotoveného dispenzoru je vedena pomoci linearni kolejnice znacky HIWIN (Taichung,
Taiwan). Vozik linearniho vedeni spolu s pojezdovou ¢asti je ptipojen k trapézové tyci
krokového motoru Microcon SX16-0402LA-120 s jehoZ pomoci se tlaci na pistni ty¢
injekeni stiikacky. Diky tomuto provedeni se eliminuje tfeni mezi pojezdovou a nosnou
¢asti predchoziho dispenzoru, ve kterém by v extrémnim piipadé mohlo dojit
ke vzptiCeni jednotlivych ¢asti. Pfi  pouziti linearniho vedeni tedy dochazi
k maximalnimu pievodu rota¢ni sily trapézové ty¢e motoru na posuvnou silu jezdce
linearniho vedeni pusobiciho na pist stiikacky. V dal§im textu bude tato varianta

uvadéna pod oznacenim ,,DISP2¢.

Pojezdovéa ¢ast

Trapézova ty¢ krokového motoru
Injekéni stiikacka

Chladici drzak injekéni stfikad!

Linearni kolejnice HIWIN

Nosna &ast dispenzoru

Obrazek 12: Vylepsend verze dispenzoru s chlazenim bioinkoustu injekéni strikacky.
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Chladici okruh

Zahtivani bioinkoustu pfispiva K jeho zgelovaténi, coz je v ptipravné fazi tisku
nezadouci, protoze by hrozilo ucpani injekéni jehly, popiipadé by dochazelo ke tvorbé
nezadoucich shluku, jez by mély negativni dopad na vyslednou kvalitu tisku. Naopak,
pro ucely vytvareni 3D struktury u realizovaného tisku je tfeba, aby ke zgelovaténi
dochézelo idedln¢ ihned po vytlaceni bioinkoustu z konce injekéni stiikacky. K omezeni
efektu gelovaténi se pifedmichand smés bioinkoustu chladi médiem, protékajicim
v dispenzoru tiskdrny kolem injek¢éni stiikacky upevnéné v dispenzoru tiskarny.
Chladici okruh je tvofen dvéma Castmi, které obepinaji vloZenou injekéni stiikacku
ze vSech stran. Ob¢ c¢asti chladiciho okruhu spolu z jedné strany sdileji protékajici
chladici médium pomoci mezi sebou propojenych hadi¢ek a z druhé strany ptivodem

média pomoci 12V DC ¢erpadla z podchlazené vodni 14zn€ a odvodem do vodni 1azné.

Rez spodni &4sti, odhaleny chladici kanalek.

Horni chladici okruh

T—T

Vystup pro sdileni chladiciho média
mezi Horni a spodni chladici okruh

Rez horni ¢asti, odhaleny
chladici kanalek.

Obrdzek 13: Kandlkovity chladici drZdk injekéni stfikacky dispenzoru.

2.2.3 Zdvojeny dispenzor s kapilarnim sméSovacem

Posledni z uvazovanych variant davkovani hydrogelu je vyuziti sméSovace, pomoci
kterého se smés hydrogelu s buitkami bude michat v pribéhu tisku. Dispenzor ma dvé
tiskové hlavice verze DISP2, které jsou pfipevnény k tiskarné na stejné vyskové urovni
vedle sebe. Po vloZeni stiikacek do nosnych ¢asti obou dispenzort se hrdla stiikacek
propoji pomoci pevné spojky ve tvaru ,,Y*, jejiz vnitini kanalkovity systém, by mél
smés obou stiikacek v pribchu jejich stlacovani promichat. Na vystup spodni ¢asti
spojky je ptipevnéna davkovaci jehla. Pfed vlastni zahjenim tisku byla vyzkouSena

funk¢nost péti navrht kapilarnich sméSovact s riznym vedenim a délkou kapilarnich
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drah, jak je zobrazeno na obrazku ¢. 14. SméSovace A, B, C maji kulovité tvary
kapilarnich drah o priméru 1,5 mm. Kapildrni sméSovace D a E maji ¢tvercovity prifez
drahy o délce hrany 1,2 mm. Zatimco sméSovace A a C vyuzivaji spiralovité michani
bioinkoustu, sméSovace B, D a E vyuzivaji ¢tyinasobné lomené drahy. Experimentalné

bylo zjisténo, ze danému ucelu vyhovuje nejlépe kapilarni smésovac pod pismenem D.

Obrdzek 14: Jednotlivé typy vyzkousenych kapildrnich smésovaca.

Nejmensi vzdalenost hrdel injekénich stiikacek, pii které mohou byt dva dispenzory
upevnény vedle sebe ¢ini 50 mm. Po nalezeni vhodného typu sméSovace, ktery
prokazoval nejlepsi vysledky miseni hydrogelu s bunéfnou suspenzi, se tento typ
sméSovace musel velikostné upravit a vstupni horni ¢ast sméSovace byla rozsifena také
na 50 mm. Pro pevné spojeni mezi stiikackami a pouzitym sméSovacem se na vstupy
a vystupy sméSovate vymodelovaly ,Luer lock® zdvity kompatibilni se zavity
na pouzitych stiikackach. VSechny typy sméSovaci byly tisknuty na 3D tiskarné
Formlabs (Formlabs, Somerville, Massachusetts, USA) certifikovanou (UPS tiida VI)
biokompatibilni pryskyfici (resin) ,,Biomed Clear*. Nahled konstrukce dvou dispenzoru

S pfimontovanym sméSovacem je na obr. ¢. 15. V dal§im textu bude tato varianta

uvadéna pod oznacenim ,,DISP3*.
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Druhy dispenzor

Platforma pro uchyceni dispenzor(i

Kapilérni smésovac bioinkoustu

Obrdzek 15: Zdvojeny dispenzor s pripevnénym kapildrnim smésovacem hydrogelu.

3 Ridici elektronika a ovladaci software

Jako fidici jednotka je pouzit osmi bitovy mikroprocesorovy pocita¢ Arduino ATmega
2560 (Arduino, Ivrea, Italy). Pro pohyb hlavice a tiskové podlozky v jednotlivych osach
tiskarny byly zvoleny dvoufazové krokové motory 42CM04 NEMA 17 (Leadshine,
Shenzhen, China), jehoz parametry jsou popsany v tabulce ¢. 6. (39)

Tabulka 6: Parametry krokového motoru 42CMO0A4.

Uhel na jeden krok 1.8°
Pocet krokti na otocku 200
Proud 15A
Napéti 35V
Odpor/faze 1.4Q
Ptidrzny kroutivy moment 0.21 N.m
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Pro jednotlivé dispenzory verze DISP1, DISP2, DISP3 se pouzily motory Microcon
SX16-0402LA-120. Jedna se o krokovy motor, ve kterém rotorem volné prochazi
trapézovy Sroub. Pevnym zachycenim trapézového Sroubu motoru v béhu dochazi

k pfevodu rota¢ni sily motoru na linearni pohyb ve sméru osy rotoru. (40)

Tabulka 7: Parametry krokového motoru Microcon.

Uhel na jeden krok. 1,8°
Pocet krokli na otocku. 200
Proud 0,4 A
Odpor 26 Q
Ptidrzny kroutivy moment 0.24 N.m

K ovladani krokovych motort byly zvoleny ovlada¢e DM422C (Leadshine, Shenzhen,
China), které jsou vhodné pro dvoufazové motory. Vstupy tohoto ovladace jsou nize

popsané piny typu PUL, DIR, OPTO a ENA.

Obrdzek 16: Ovladac krokovych motorti DM422C. Prevzato z (41)
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PUL znamena pulsni signél v podob¢ vzestupné a sestupné hrany signélu (rising/falling
edge). Pro vzestupnou hranu je ovlada¢ v pozici HIGH pro napéti v rozmezi 4-5 V.
Pro sestupnou hranu je ovladac v pozici LOW pro napéti v rozmezi 0-0.5 V. K zajisténi
spolehlivého chodu ovladace by rozestup mezi jednotlivymi hranami mél byt minimalné

7.5 ps.

DIR signal méa opét HIGH/LOW stupné napéti, které reprezentuji smér ota¢ek motoru.
Spolehlivy chod motoru zajistuje naskok signalu DIR pfed signdlem PUL 0 minimalné
5 us. Pozice HIGH je pro napéti v rozmezi 4-5 V a pozice LOW je napéti v rozmezi
0-0.05V.

OPTO slozi jako opticky oddélova¢ mezi krokovym motorem a ovladacem motoru.
Jedna se tedy o bezpe¢nostni prvek. Napdjeni optického oddélovae by mélo byt
minimalné 5 V.

ENA znaci signal, pro sepnuti a vypnuti ovladace motoru. Pozice HIGH spina ovladac¢

motoru a pozice LOW vypina ovlada¢ motoru.

Dalsimi piny jsou napajeci, kde napajeci napéti by mélo byt v rozsahu 20-36 V, pin

pro pfipojeni zemé a Ctyii piny pro zapojeni fazi jednotlivych civek A+, A-, B+, B-.

Na ovlada¢i motoru lze pomoci posuvnych spina¢t nastavit rozliSeni mikrostepi

a vystupni proud.

Jednotlivé motory byly nastaveny na proud 1,3 A a nastavené mikrokroky byly
na 1600 kroki/otacku. Pro motory dispenzoru byl nastaven proud 0,5 A. (41)

3.1 Firmware

K zajiSténi potiebné kompatibility tiskarny s vygenerovanymi G-kody bylo tfeba pouZit
k tomu uréeny vhodny firmware Repetier verze 1.0.5. (Hot-World GmbH & Co. KG,
Willich, Némecko) a software Repetier-host V2.1.6. (Hot-World GmbH & Co. KG,
Willich, Némecko) pro ovladani. Aby probihala spravna komunikace mezi jednotlivymi
¢astmi tiskarny a softwarem, bylo nutné nastavit veSkeré parametry tiskarny. Nastaveni
hardwaru Arduina ATmega 2560 se provad€lo v softwaru Arduino IDE. Stahnuty
firmware Repetier po otevieni obsahuje mnoZstvi zalozek, kde kli¢ovou zalozkou pro

nastaveni potfebnych parametrt je ,,configuration.h®.
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V prvé fadé se nastavuje typ zvolené zakladni desky, pro niz se nadefinuji vystupni
piny. Dale se udavaji maximalni rozméry dosahu dispenzoru v jednotlivych osach, které
jsou psany v mm. Zadava se minimalni a maximalni soufadnice pro jednotlivé osy.
Minimalni soufadnice je vychozi ,,0“ pro jednotlivé osy se tedy nastavilo Xmin=0,
Ymin=0, Zmin=0. Maximalni soufadnice jsou maximalni fyzicky dosazitelné souradnice

diSpenZOI’u tlskémy, konkrétné Xmax:138, Ymax:116, Zmax:62.

Pouzité ovladace motorit DM422C popisuji v uzivatelském manualu, Ze pro spolehlivy
chod motoru se doporucuje odstup DIR slozky signalu od PUL slozky signalu
minimalné 5 psS. Proto se Vnastaveni firmwaru nastavilo zpozdéni

pro ,.stepper_high delay* a ,,direction_delay“ na 5 ps.

Bylo nutné nastavit parametry jednotlivych krokovych motorii. Pro vSechny osy
se nastavuje rozliSeni motord, v krocich na milimetr, konkrétné¢ 800 krokt/otocku
pro vSechny pouzité krokové motory. Dale se nastavuje maximalni dosazitelna rychlost
motoru, rychlost pfi najizdéni os na koncové spinaCe, akcelerace pii pojezdu
a akcelerace pfi tisku. Maximalni rychlost posuvu byla nastavena na 15 mm/s, rychlost

najizdéni na koncové spinace byla nastavena na 15 mm/s a akcelerace na 100 mm/s2.

Pro motory vSech os se musel invertovat signal ENA pro spravny chod motord.
Invertoval se smér pohybu tiskové podlozky v ose Y, zaroven dorazové spinace jsou
na pozici maxima jednotlivych os, a proto se pro vSechny osy byl invertovan smér

najizdéni na mechanické spinace.

Po definovani jednotlivych dorazovych spinac¢u a jejich logiky se mohly nastavit
i softwarové spinace. Dale bylo tieba nastavit, aby po detekci jednotlivych os nezistal
dispenzorem sepnuty spinac¢ ve sméru osy Z, jelikoz by dochdzelo k chybé pfi kalibraci

vzdalenost Zin.

3.2 Kalibrace osy Z

Tiskarna béhem sekvence krokt, pfi kterych uklada jednotlivé pozice tiskové hlavice
v prostoru, tedy Xmax=138, Ymax=116 a Zmax=62, Si na zakladé firmwarové nastavené
velikosti tiskového prostoru nadefinuje 1 minimalni hodnoty pro jednotlivé osy.
Hodnota Zmin je proménliva pro zvolené velikosti jehel a pro zpisob, jakym byly jehly
vlozeny do stfikacky. Po kazdém vloZeni jehly do injekéni stiikacky nelze zarucit,

ze bude stejn¢ dotazena, coz udava dalSi prostor pro rozptyl skutetné hodnoty Zmin
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v fadech desetin milimetru. Jehla spolu s injekéni stiikackou musi byt sterilni a béhem

tisku nesmi dojit k jeji kontaminaci.

Prvni testovaci varianta spocivala v manudlnim nastaveni 0SYy Zmin. Po provedeni
sekvence krokd, pfi kterych tiskarna nalezne maxima soutadnic os X, Y, Z je ticba najet
dispenzorem s vlozenou jehlou manualné ve sméru osy Z na troven tiskové podlozky.
Soufadnice ve sméru osy Z, ve které se jehla tésné dotyka povrchu tiskové plochy

se ulozi jako soutradnice Zg pomoci G-kodového prikazu ,,G92 Z0*.

Druha varianta kalibrace osy Z spocivala v pouziti optického spinace, skladajiciho
se z ¢ervené led diody a fototranzistoru. Fototranzistor je polovodicova soucastka, jejiz
vlastnosti je umérné zvySovat v ni prochazejici proud ze zdroje v zavislosti na intenzité
dopadajiciho svétla. Pro nastaveni prahu, pti kterém je opticky spinac registrovan jako
logicka 0 a pti kterém jako logickd 1 se vyuzilo komparatoru LM339 se zapojenym
trimrem. Schéma zapojeni je v piiloze. Sonda je valcovitého tvaru, v jejimz stiedu
je skrz prachozi Ctvercovy otvor pro zajeti jehly a jeji detekci. Misto detekce jehly
a znalost vySky sondy umoznuje urcit pozici Zo. Pro spravnou detekci fototranzistoru
musi byt LED dioda blizko fototranzistoru, coz pfedurcuje maximalni prostor pro vstup

jehly dispenzoru na velikost do maximalné 2x2 mm.

10.2

Obrdzek 17: Druhd varianta kalibracni sondy s vykresem.
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Posledni variantou spinace pro detekci soufadnice Zo bylo vyuziti IR reflexniho senzoru
ptiblizeni QRD1114. Tento typ senzoru kombinuje v jednom téle soucastky IR LED
diody a fototranzistor. Pro zapojeni se pouzil mikroprocesorovy pocitat Arduino nano,
prah se nastavoval v programu napsaném v softwaru Arduino IDE. Program spina
a vypind IR LED diodu frekvenci 25 Hz a ¢te hodnoty namétené fototranzistorem.
Odectenim naméfené hodnoty pii sepnuté IR LED diodé a vypnuté IR LED diodé¢
dochazi ke korekci offsetu. Zaroven se sonda zapina ptikazové pomoci pullup rezistoru
desky ATmega 2560, coz eliminuje nechténé detekce sondy béhem jeji manipulace
nebo premisténi. Schéma zapojeni je v piiloze. Senzor je seSroubovan mezi
Casti vytisknutého krytu, ktery zajistuje detekci jehly vzdy ve stejné vyskové urovni.

Horni ¢ast krytu je opatiena draZkou pro vizualni kontrolu umisténi senzoru.

65 Prostor pro senzor

4.1

Obrdzek 18: Treti varianta kalibracni sondy s vykresem.
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3.3 Modifikace Fidiciho PUL signalu pro dispenzor

Arduino nano
PUL2
EVERY .
modifikace
PUL signalu
PUL1
Arduino PUL v
AnggaZSESO
ridici deska Ovladacé Qvladac
fiskarny motoru motoru
DIR | DIR .
ENA | ENA N
Motor 1 Motor 2
dispenzoru dispenzoru

Obrdzek 19: Ndkres zapojeni mezi¢ldnku pro modifikaci PUL signdlu dispenzoru.

Pokud béhem tisku nastane situace, Ze je potieba pro tisknuty typ modelu nastavit vétsi
pritok tisknutého materialu, 1ze objem pritoku fesit softwarove. V ramci platkovani
modelu do jednotlivych vrstev lze pouzit polozku ,extrusion multiplier,
kterd procentualné udava, o kolik tiskového materidlu bude davkovano vice oproti
vypoctenému davkovani. Bylo proto vyhodnéjsi umoznit dodate¢nou regulaci mnozstvi

davkovaného materialu i béhem tisku.

Ovladani tiskdrny pomoci programu Repetier Host umoziuje pouze velmi hrubé
inkrementy jednotlivych posunti motoru dispenzoru, coz znesnadituje dosed pojezdoveé
¢asti dipenzoru na oporu pro palec pistni tyCe injekéni stfikacky. Jednim z moznych
feSeni je regulace poctu krokl na otocku motoru, které ma pro zadany G-kod dispenzor
provést. Pfi kalibraci pojezdové €asti na injekéni stiikacku by tedy jednotlivé kroky
mély byt jemnéjsi. Zaroven v piipad¢ pouziti dvou dispenzorti nelze zarucit stejnou
vysku vysunuté pistni tyce ze stiikacky, a proto je tfeba mit moZnost fidit jednotlivé

dispenzory nezavisle.
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Predpokladem jemné regulace rychlosti otacek motoru v prab¢hu tisku je, Ze se znasobi
pocet krokti, které motor potiebuje na provedeni jedné otacky kolem své osy. Takto
generované kroky pro ovladaé motoru se nasledné mohou nacitat a decimovat

k zajisténi pozadované velikosti krokti na otocku.

Generovany signal byl zméfen pomoci osciloskopu znacky KEYSIGHT DSOX1102G
(Keysight Technologies Santa Rosa, Kalifornie, USA). Na vstup osciloskopu se pfipojil
PUL signal generovany mikroprocesorovym pocitatem Arduino ATMEGA 2560 a jeho
pinem GND. Hodnoty nastavenych krokt dispenzoru biotiskarny se ménily v EEPROM

paméti tiskarny prostfednictvim softwaru Repetier Host.

Stiida jednoho pulzu pro 800 kroku/otocku odpovida detekovatelnému limitu, tedy
7,5 us pouzittho ovladace DM422C. Pro nastavenou hodnotu rozliSeni
800 krokl/otocku bylo mozno pozorovat pravideln€ generované pulzy odesilané

do osciloskopu tak, jak je vidét na obrazku ¢. 20.

1.73V

KEYSIGHT

TECH

10.0:1

hlath

AX

Obrdzek 20: Sitka jednoho pulzu PUL signdlu generovaného Arduinem ATmega 2560 pro
rozliseni 800 krokt/otocku.

Pro piihodny interval, na kterém by bylo mozné signal decimovat se nastavil co nejvétsi

pocet krokd. Z poc¢tu 800 krokt/otocku se vyzkousel desetkrat rychlejsi PUL signal.
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Od hodnoty 8000 krokti na otocku vsak dochazelo k seskupovéni jednotlivych pulzt

do dvojic, jak je znazornéno na obr. ¢. 21.

Z0.00&/ . | 1.78Y

KEYSIGHT
T =

Obrdzek 21: Seskupovdni PUL signdlu do dvojic pro rozliseni 8000 krokd/otocku.

Od hodnoty 16000 krokt/otocku a vyssich dochazelo k seskupovani pulzi signalu do

¢tvefic. Jak je zndzornéno na obrazku ¢. 22.

oC

-4 7e000y

Obrdzek 22: Seskupovadni PUL signdlu do ¢tveric pro rozliseni 16000 krokd/otocku.
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Jelikoz detekce signalu ovladact krokovych motort jsou omezeny velikosti rozestupti
jednotlivych pulst (7,5us), firmware Repetier seskupuje tyto pulzy do dvojic
(od 12000 Hz) a pro vyssi frekvence, od 24000 Hz do ctveric. Defaultni nastaveni
softwaru Repetier Host provadélo posuv trapézové tyCe rychlosti 2 mm/s. To znamena,
ze pro nastavené rozliSeni 800 krokti na otoc¢ku, neboli na 800 generovanych pulzt
pro posuv trapézové ty¢e o 1 mm musi procesor generovat 800 pulzii s frekvenci

1600 Hz.

Pfi nastaveni rychlosti posuvu motoru dispenzoru na hodnoty 1 mm/s a ve firmwaru
Repetier nastaveni co nejvyssi mozné hodnoty ,,doubler step frequency* na 16000 Hz,
se mohly kroky motoru dispenzoru nastavit na 16000 krokii na otocku. Pouzité ovladace
DM422C vyZzaduji minimalni rozestupy jednotlivych PUL signdlu 7,5 ps. Pro nastaveny
pocet krokil na otoc¢ku tento rozestup ¢ini 62 pus, coz je pro pouzité ovladace dostacujici.
Omezujicim faktorem pro vys$si rozliSeni krokového motoru je firmware Repetier

a pouzita osmi bitova fidici deska Arduino ATmega 2560.

Channels
1.00:1
10.0:1

Math

Vg AY[1)
+15.974kHz -4, 75000y

Obrdzek 23: Generovany PUL signdl pro rozliseni 16000 kroki/otocku, pfi némz nedochdzi
k seskupovani pulzi.

V tomto uspofddani se mulZe motor dispenzoru ovlddat pomoci ptidavného

mikroprocesorového pocitace Arduino nano EVERY (Arduino, Ivrea, lItaly), ktery
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pocita vSech 16000 pulzi generovanych z Arduina ATmega 2560 a do ovlada¢e motoru
posila dal jen vybranou ¢ast téchto pulzt. Pro vybér konkrétnich pulzi, které se posilaji
dale do ovladace motoru se pouzil potenciometr 10k Q. Krajni hodnoty potenciometru
se vyobrazily pomoci sériového monitoru softwaru Arduino IDE. Hodnota na maximu
¢inila 890 a na minimu 15. Zjisténé parametry a tomu odpovidajici rozliSeni krokt

motoru jsou popsany Vv tabulce ¢. 8.

Rozsah potenciometru byl rozdélen do deviti intervalu, ke kterym byl pfifazen nasobek
pouzit¢tho pulzu signalu PUL, neboli kolikdty pulz z generovaného signalu ma
mikroprocesor Arduino nano EVERY pfeposilat ovladac¢i motoru. Vysledné rozliSeni
motoru je dano po¢tem generovanych pulzt (16000 Hz) délenych nasobkem pouzitého

pulzu, dle tabulky ¢. 8.

Tabulka 8: Tabulka rozsahu nastavitelného rozliseni motoru dispenzoru.

Vysledné
Nasobek
Korigovany rozliSeni Procentualni
pouzitého
rozsah ‘ krokového vyjadieni
) pulzu signélu .
potenciometru PUL motoru rozliseni [%]
[kroky/otocku]
90 40 400 50
190 27 593 74
290 23 696 87
390 21 762 95
490 20 800 100
590 19 842 105
690 18 889 111
790 16 1000 125
890 13 1231 154

Potenciometr nastaveny na stiedni rozsah, tedy 490, uvadi motor dispenzoru

do nativniho rozli$eni kroka.
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3.3.1 Vystupni PUL signal pro Fizeni dvojice dispenzori najednou

Davkovani dvou dispenzorti souc¢asné v realném casu se fesilo s ohledem na to, v jakém
poméru se ma michat hydrogel s pfipravenou smési bun€k. Defaultni pomér michani
je nastaven 1:1. S ohledem na tuto skutec¢nost je upravena tabulka ¢. 8 tak, aby kazdy
Z motoru dispenzoru davkoval dvakrat méné. Vysledné hodnoty rozliSeni krokovych

motortl jsou popsany v tabulce €. 9.

Tabulka 9: Tabulka rozsahu nastavitelného rozliseni dvojice motoru dispenzoru.

Vysledné
Nasobek
Korigovany rozliSeni
pouzité¢ho
rozsah . krokového
] pulzu signalu
potenciometru motoru
PUL
[kroky/otocku]
90 80 200
190 54 296
290 46 348
390 42 381
490 40 400
590 38 421
690 36 444
790 32 500
890 26 615

Kazdy z motort ma sviij generovany PUL signal vedeny z Arduino nano EVERY
do ovladacli motorii dispenzorii. Nezavislé fizeni jednotlivych motorti se fesi pomoci
mechanickych spinacl, které spinaji a rozepinaji pulzni signal posilany k ovladaci

motoru dispenzoru. Signaly DIR a ENA spolu jednotlivé ovladace sdileji.

3.3.2 Ovladani pridanych funkei

Firmware Repetier umoznuje nastavit na digitalnich pinech zakladni desky ATmega
2560 logickou ,,1 nebo logickou ,,0“ pomoci piikazu G-kédu. Toho se vyuzilo
pro zapinani a vypindni jednotlivych funkci naprogramovanych na pfidaném

mikroprocesorovém pocitac¢i Arduino nano EVERY. Jednotlivé G-kédy a funkce jsou
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popsany v nasledujicich tabulkach ¢. 10 a 11. Software Repetier Host umoziuje
programovat sérii péti tlacitek, které nésledn¢ vykondvaji pfipsanou funkci. Této

skutecnosti se s vyhodou vyuzilo pro ovladani ptidanych funkci tiskarny.

Tabulka 10: Popis G-kéd( pro zapnuti a vypnuti pridanych funkci.

G-kod Funkce
M42 P5 S1 Pomaly pohyb extruderu
M42 P5 SO Rychly pohyb extruderu
M42 P6 S1 Zapnuti motort ¢erpadel
M42 P6 SO Vypnuti motora ¢erpadel.

Tabulka 11: Startovaci G-kod pro kalibraci dispenzoru na trover Zpyin.

G-kod Funkce

Najeti dispenzoru na stied tiskové
G0 X68 Y58 F400

podlozky.

M42 P7 S1 Zapnuti sondy pro kalibraci Zmin
Najeti dispenzoru s jehlou do sondy a

G30 H7.9 ulozeni vySkového offsetu sondy na
hodnotu 7.9

M42 P7 SO Vypnuti sondy pro kalibraci Zmin

3.4 Priprava tiskového prostoru

Ze specifickych vlastnosti tiskového materidlu vyplyva na jedné strané¢ pozadavek
na regulaci a udrzovani nizké teploty dispenzoru béhem tisku, aby se zabranilo
pfed¢asnému gelovaténi bioinkoustu. Na druhé strang, za ucelem zrychleného procesu
gelovaténi  vytiSténého vzorku a dosazeni pozadované trojrozmérné struktury,

je zajisténo zahfivani vzorku na plose tiskového prostoru.

Princip tepelné regulace je zalozen na vytvofeni regulac¢nich kanalk o dostatecnych
délkach, ve kterych bude protékat médium o pozadované teploté. Regulace teploty
je FeSena externé pomoci vodnich nadrzi s ¢erpadly. Jakmile vodni nadrze s ohiatym

médiem dosahnou pozadované teploty, je mozné médium pustit do kanalkového
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systému k regulaci ohfivaciho okruhu. Vodni kanalek je zakryt hlinikovou deskou o sile

2 mm a zaji$tén pomoci sanitarniho silikonu a imbusovymi Srouby.

Kandlek pro pritok ohfevného média

Vystup ohfevného média

p ohfevného media

Obrdzek 24: Ohrevnad cdst tiskového prostoru s kandlkovitym systémem pro pritok média.

3.4.1 Vymezovace tiskovych podkladi

Béhem celého pribéhu tisku se ocekava, ze tisknuty objekt modelu zustava pevné
pfichycen na dno tiskové podlozky. Pokud by doSlo vramci tiskového podkladu
Kk posunu tisténého objektu, mélo by to za nasledek nezadouci posun vrstvy a deformaci
vysledného tisku. Pro tento ucel byly navrzeny prostorové vymezovace pro jednotlivé
pouzivané tiskové podklady, zejména pro kultivacni desticky, Petriho misky a plosné
substraty. Pro zajiSténi vymezovace k tiskové ploSe tiskdrny se pouzilo hlav
imbusovych Sroubl. Nakres vlozené¢ho tiskového vymezovace na tiskové plose

je na obrazku ¢. 25.

Vymezovaé tiskového podkladu
pro Petriho misku

Zajisténi vymezovace tiskového podkladu
pomoaci hlav imbusovych Sroubu

Obrdzek 25: Vyhrivand deska s vloZzenym vymezovacem tiskového podkladu pro Petriho misku.
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K tisku bunéénych modeli na kiehka -elektrostaticky zvlaknovana kolagenova
nanovlakna, nebo jakékoliv plosné substraty, je pouzita K jejich fixaci komora
(obr. ¢. 26), 0 dostate¢ném podtlaku. Princip fixace tisténého modelu k desce probiha
pomoci podtlaku pfivedeného z externi vyvévy do povrchu komory o velkém mnozstvi
malych otvor. Pribézné odsavani vzduchu po dobu tisku ma za nasledek bezpecnou

fixaci plosného substratu, na ktery je mozno strojové nanaset bioinkoust.

_Odsavaci otvory

Kanalek pro pritok
ohfevného média

Odséavaci otvor
/ ; Prostor pro

” ” ” ” ﬂ umoveé tésnéni
T\

Kanalek pro Kanalek pro pritok
_odsavani vzduchu ohfevného média

Vystup ohfevnéhe média

Vstup pro odsavani vzduchu

pomoci vyvévy Vstup ohfevného média

Obrdzek 26: Vyhfivaci a vakuovd komora pro tisk na plosné substrdty. Vlevo ndkres komory,
uprostred podélny rez komory zobrazujici kandlek pro prutok média, vpravo pricny rez komory
zobrazujici oddéleny kandlek pro pritok média a odsdvdni vzduchu.

Komora, slozend ze dvou hlavnich c¢asti, md navic oddéleny kanal pro prichod
ohfevného média, ktery nandSeny bioinkoust bezkontaktné ohtivd pomoci cerpadla
a ohfevné lazn€. Oddéleni komor pro odsavani vzduchu s kanalkovitym systémem
pro pritok média zajistuje vlozené tésnéni. Celkova velikost plochy, ktera vytvaii

podtlak, ¢ini 60 mm x 24 mm a definuje maximalni velikost substratu.

3.5 Software

Jako ovladaci software tiskarny byl pouzit Repetier host. Rozhrani tohoto programu
je podobné jako pouzity Hearthware pro tiskarnu Inkredible+. Program umoziuje
ovladani tiskarny a zaroven slouzi k posilani a editaci G-kodu do tiskarny. Zaroven
pomoci tohoto programu lze ménit parametry uloZené v EEprom paméti tiskarny.
Software Repetier host podporuje nahravani tiskovych modelt ve formatu STL a jejich
vizualizaci na tiskové plose. V pouzitém softwaru je obtizné odhadovat skutec¢nou

pozici daného objektu pred zahajenim tisku. Z tohoto diivodu byl pouzit externi slicer.
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3.5.1 Slicer

Jako slicovaci program byl pouzit Prusaslicer verze 2.3.0 (Prusa Research, Praha, Ceska
republika). Pro testovaci tisk a zaroven pro univerzalni nastaveni byly pouzity nize
popsané parametry, které lze nalézt pod zalozkami na list€ programu Prusaslicer,
konkrétné: ,,Podlozka®, “Nastaveni tisku“, ,,Nastaveni filamentu“ a ,,Nastaveni
tiskarny*.

Zalozka ,,Podlozka* predstavuje vizualizaci tiskové plochy dané tiskarny na dispeji.
Po naéteni tiskového modelu ve formatu STL dojde k vyobrazeni modelu na virtualni
tiskové podlozce, kde umisténi modelu odpovida soufadnicim realného modelu. Této
skute¢nosti se da vyuzit pro tisk do plosnych substrati 0 riznych tvarech a riznych

mistech tiskové plochy. Program umoziuje tvorbu vlastniho vzoru podlozky.

Zalozka ,Nastaveni tisku®“ nastavuje konkrétni vzhled tisknutého modelu. Prvnim
nastavovanym parametrem je pozadovana vyska vrstvy, kterou jsem jak pro prvni
vrstvu, tak i pro ostatni vrstvy zadal o velikosti 0,5 mm. Pocet jednotlivych perimetrti
téchto vrstev se dle vyzkousenych vytiskii zdal jako nejoptimalnéjsi na hodnoté 8.
Zaroven pro lepsi vzhled a presnéjsi zachovani rozmérovych vlastnosti tisknutych
modell jsem nastavil tisk nejdiive vn&jSich perimetrii a nasledné vnitinich. Parametr
,Vypln tisku® jsem nastavil na hodnotu 100 % a motiv vyplné jsem zvolil koncentricky.
Podpéry a pomocné obrysy prvni vrstvy pro lepsi styk vytisku s tiskovou plochou jsem
vypnul. Rychlost vytisku jsem nastavil jako nejoptimalnéjsi na hodnotu 10 mm/s.
Defaultné generovany G-kod tiskne platky vrstev u vSech tisknutych modelti najednou
Vv jedné roviné. Software Prusaslicer umoziiuje ale také jako jeden z moznych vystupi
nesimultanni tisk rtiznych tisknutych objektd postupné a v takovém piipadé mize
dochazet ke kolizim extruderu s jiz vytisknutymi objekty. Pro dokon¢eni nesimultanné
tisknutych objektt se dle tvaru dispenzoru musela zadat kolizni oblast extruderu. Tato
oblast slouzi k softwarové kontrole proti kolizi mezi vytisknutym objektem
a extruderem pii tisku dal$iho objektu. Radius této oblasti jsem nastavil na 1 mm

a vysku extruderu na 10 mm.

Zalozka ,Nastaveni filamentu“ zohlediiuje dualezity parametr pro piesné davkovani
strunového tiskového materialu u FDM tiskaren, coz je vyjadieno pramérem filamentu.
Tento pramér filamentu odpovida vnitinimu priméru komory pouzité injekéni stiikacky
znacky BBraun Omnifix (B. Braun, Melsungen, Némecko). Tisk spo¢iva v protlaceni

tiskového materialu 0 daném pruméru komory injekéni stikacky tiskovou jehlou
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0jiném praméru. Na zaklad€é znalosti pomérti vnitinitho priméru komory stiikacky
a vnitinitho primeéru jehly lze urcit objem podévaného tiskového materidlu pro danou
vysku vrstvy, délku a rychlost po kterou se poklada tiskovy material. Jako vnitini
prumér komory jsem Vv tomto piipadé nastavil pramér pouzité injekéni stiikacky
9,75 mm.

Zalozka ,Nastaveni tiskarny* umoziiuje nadefinovat tvar tiskové podlozky. Tento tvar
se musi vytvofit v programu CAD a nahrat ve formatu STL. Pro vybrany tvar tiskové
podlozky se nastavuje maximalni vyska tisku a odsazeni osy Z. V zaloZce se zaroven
zapisuje vlastni pocatecni a koncovy G-kod. Jedna se o fadky kodu, které jsou pokazdé

vkladany do vysledného vygenerovaného G-kodu tisknutého objektu.

Tabulka 12: Startovaci G-kdd tiskdrny.

G-kod Popis funkce.
Zapnuti rozliSeni motoru na 800
M42 P5 S1
krokt/otocku.
M302 S1 Vypnuti nahtivani extruderu.
G92 EO Resetovani pozice extruderu.
G1 710 F600 Najeti dispenzoru na vysku Z=10.

Najeti dispenzoru na soufadnice X=28,

Y=54.

G1 X28 Y54 F600

G1 Z0.8 F600 Najeti dispenzoru na vysku Z=0,8.

Ptejeti dispenzoru ve sméru osy Y 0 8 mm
G1 X28 Y62 EO.5
a vypusténi 0,5 mm tiskového materialu.

G92 EO Resetovani pozice extruderu.
G21 Nastaveni jednotek na mm.
G90 Pouziti absolutnich soutadnic.

M83

Pouziti relativnich vzdalenosti pro extruzi.
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Tabulka 13: Koncovy G-kdd tiskdrny.

G-kod Popis funkce.

Vyjeti osy Z na hodnotu 50 mm, rychlosti
G1 Z57 F300 .
300 mm/min.

Najeti extruderu na hodnotu X=138 a
Y=120 rychlosti 300 mm/min.

G1 X138 Y120 F300

Zapnuti rozliSeni motoru na 160

M42 P5 SO

krokti/otocku.
Go1 Nastaveni relativni pozice.
G90 Nastaveni absolutni pozice.
G92 EO Resetovani pozice extruderu.
M84 Vypnuti krokovych motort.

3.5.2 Nastaveni uzivatelského tvaru tiskové plochy

Po ukonceni jednotlivych pokusnych tiskil jsem zacal fesSit problematiku tisku na plosné
substraty na Petriho misce a kultivacnich desti¢kach. Petriho miska je kulova plocha,
kterd ma definovany polomér. V 0se Z nehrozi jehle pfi tisku naraz do prekazek.
To neplati v pfipadé pouziti kultivacni desticek, kde jednotlivé kultivacni jamky jsou
od sebe oddéleny prekdzkami. V takovém piipadé je nutné mit informace o piesnych
soufadnicich poloh a velikostech jednotlivych jamek, aby v priubéhu tisku nedochazelo
ke kolizi sjednotlivymi piekdzkami. Zaroven je nutnd znalost vysky jednotlivych

prekazek mezi jamkami.

Byla vytvofena fada vlastnich tiskovych Sablon pro jednodussi a rychlejsi piipravu
jednotlivych modela pro tisk. Tyto tiskové Sablony slouzi pouze jako vizualni kontrola
v programu Prusaslicer o pozicich jednotlivych modeld. Soutadnice jednotlivych jamek
v programu Prusaslicer odpovidaji soufadnicim jednotlivych skute¢nych jamek
kultivacnich desticek. To bylo zajisténo diky znalosti, kde se nachézi stfed tiskové
podlozky. Soufadnice X=0, Y=0 definuji levy ptfedni okraj tiskové plochy tiskarny.
Stred tiskarny je polovina z maximalnich vzdalenosti osy X a Y, tudiz soufadnice stiedu
jsou o rozmérech X=68 a Y=58. Na zaklad¢ této znalosti stac¢i vymodelovat pozadovany
tvar, odpovidajici rozmérové piedloze, kde stied tohoto modelu méa vzdalenost

od soufadnic pocatku shodnou se stredem tiskarny. Slicer pozaduje, aby jednotlivé ¢asti
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vytvorené tiskové plochy byly spojené dohromady, bylo tedy nutné jednotlivé jamky
mezi sebou propojit.

Na obrazku ¢. 27 a 28 je nacrt jednotlivych tiskovych ploch pro 12-ti jamkovou

kultivacni desticku a 6-ti jamkovou kultivacni desticku.

58

Bod tiskové plochy tiskarny o souradnicich X=0, Y=0.
$ 68
I

Obrdzek 27: Vykres plochy 12ti jamkové kultivacni desticky.

39

58

Bod tiskové plochy tiskarny o soufadnici X=0, Y=0

68

Obradzek 28: Vykres plochy 6ti jamkové kultivacni plochy.
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Na obrazcich lze pozorovat, ze vzdalenost stfedu Sablony odpovidd soutfadnicovému

stiedu tiskové plochy tiskany.

Dno jednotlivych tiskovych jamek neni na stejné trovni jako dno tiskové plochy
tiskarny, na které se provadi kalibrace osy Z. Slicer umoziuje mimo nahrani vlastni
tiskové plochy také definovat vyskové odsazeni jednotlivych modeli v orientaci osy Z.
Toho se da vyuzit pro kompenzaci vysky dna jednotlivych jamek. VySkové odsazeni
ve sméru osy Z jsem tedy nastavil na hodnotu 3,4 mm pro oba typy kultiva¢nich
destic¢ek, tedy 6-ti jamkovou i 12-ti jamkovou. Vysledkem je, ze jednotlivé modely
se platkuji od vysky 3,4 mm nad urovni vytvoienych tiskovych Sablon. Vizualizace

je znazornéna na obrazku ¢. 29.

Obrdzek 29: Vizualizace napldatkovaného modelu pro Sablonu 12-ti jamkové kultivacni desticky.

Pro tisk v sousednich jamkach bylo tfeba vyfesit otazku zamezeni kolize dispenzoru
pti piejezdu injekéni stiikacky zjedné jamky do druhé. Za timto Gcelem je nutné
zvednout osu Z o minimalni vzdalenost, ktera odpovida vySce mantinelu 18 mm

nad dnem Kkultiva¢ni jamky.

Slicer umoznuje tiskarn¢ provadeét tzv. retrakce. Jedna se 0 zpétné nasati tiskového
materialu do dispenzoru, popiipadé zvednuti osy Z dispenzoru o uréitou vzdalenost,
pti piejezdu o definovanou vzdalenost. Pro bezkonfliktni tisk do jednotlivych
kultivaénich jamek jsem tedy nastavil zvednuti dispenzoru na 18 mm ve sméru osy Z
a minimalni drahu extruderu, po které dojde ke zvednuti dispenzoru, na hodnotu

20 mm. Stejného principu nastaveni se pouzilo i v ptipad¢ vytvorené vakuové komory.
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4  Experimentalni ovéreni dispenzoru

Tvary jednotlivych tisknutych modeld jsem vymodeloval sohledem na ovéfeni
vlastnosti tiskarny, jako jsou dosazitelny detail tisku @ maximalni vyska tisku pro dany
typ materialu. Jednotlivymi testovacimi modely byly valec o vysce 0,3 mm, dale valec
o vySce 5 mm, valec svykrojenym vnittkem o priméru 1 mm, postava panacka
a postava mySi. Dale bylo tkolem ov¢éfit tisk do jednotlivych typi tiskovych Sablon

a zaroven ovetit moznost pokracovani v prerusovaném tisku.

Pro tisk testovacich modeli na plo$né substraty jsem zvolil nesterilni bezbunéény
ptipravek, ktery svou konzistenci pfiblizné odpovida bunéénému vzorku pro finalni tisk.
Piipravek obsahuje 1200 ul kolagenu, 780 ul média a 20 pl NaHCOs3. Médium s gelem
jsem smichal pomoci dvou injekénich stiikacek, z nichz v jedné byl kolagen a v druhé
bylo médium se zasaditym roztokem NaHCOs3 v odpovidajicim poméru. Tyto stiikacky
byly propojeny pomoci spojky luer lock spojky a nasledkem stiidavého stlacovani
pistnich ty¢i jednotlivych stiikacek byl veSkery obsah promichan dohromady.
Po vlozeni injek¢ni stiikacky do extruderu bylo tieba strojové predem vytlacit veskery

vzduch z obsahu jehly.

4.1 Testovaci tisk s pilotni verzi dispenzoru
Pro prvni verzi dispenzoru byl vytvofen vlastni G-kod pro inkrementy posuvu, protoze
defaultni v pouzitém softwaru Repetier byly pfili§ hrubé. K aktivaci jemnéjsiho posuvu

se pouzilo skriptovaci tlacitko softwaru Repetier host, se zadanou funkci v tabulce ¢. 14.

vvvvv

G-kod Popis funkce.
G90 Nastaveni absolutnich soufadnic.
EO0.1 Posun motoru 0 0.1 mm.
GI1 Nastaveni relativni soufadnic.
G92 EO Resetovani pozice extruderu.

Po vytla¢eni malého mnozstvi tiskového materialu bylo zajisténo, aby dispenzor béhem

prvotni faze tisku netiskl vzduch obsazeny v jehle. Poté nasledovalo vlozeni
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vymezovace pro kultivacni desti¢ky na tiskovou podlozku a 12-ti jamkovou kultivaéni

desticku. V této fazi byla tiskarna jiz nakalibrovana a pfipravena pro tisk.

Obrdzek 30: Tiskdrna s pilotni verzi dispenzoru pfipravend k tisku do 12-ti jamkové kultivacni
desticky.

4.1.1 Priprava G-kédu/ Tisk

Bylo nutné ovéfit, zda na vizualizaci tiskové Sablony byl zobrazen spravny tvar
pro 12-ti jamkovou tiskovou desticku. Nasledné¢ jsem ovéfil nastaveni vnitiniho
praméru jehly, ktera pro tento testovaci tisk musi byt softwarové nastavena na hodnotu
1,4 mm. Zbyvalo nahrat jednotlivé tisknuté modely do Prusasliceru a vhodné je umistit
tak, aby zadny z modeld nezasahoval svou ¢asti do vizualni hranice jednotlivych jamek
tiskové Sablony. Pokud by tak nastalo, doslo by ke kolizi injekéni stiikacky

s mantinelem kultiva¢ni jamky.

Obrdzek 31:Vizualizace tiskové Sablony s vloZenymi tisknutymi modely.
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Opét lze z vizualniho nahledu Sablony ovéfit, ze jednotlivé modely jsou naplatkované
nad urovni tiskové plochy a ze dochazi k vyskové kompenzaci dna kultivacnich

desti¢ek. Vysledny G-kod se mohl piehrat do softwaru Repetier host a spustit tisk.

Obrdzek 32: Detail testovaci tisku do 12-ti jamkové kultivacni desticky dispenzorem DISP1.

Poradi jednotlivych tisknutych objektd je dano pofadim, v jakém byly vlozeny na

tiskovou plochu. Toto pofadi Ize v ramci nahledu v softwaru Prusasliceru ménit.

Obrdzek 33: Prvni série tisku do 12-ti jamkové kultivacni desticky dispenzorem DISP1.
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Po vizualni kontrole bylo mozno piejit k exportu dalsiho G-kodu, pomoci kterého
tiskarna zaplnila tisknutymi objekty prazdné jamky kultivacéni desticky. V softwaru
Prusaslicer se nahraly jednotlivé objekty na volné pozice. Nahled na obr. ¢. 34
umozhiuje pozorovat modie zndzornénou drahu, po které se dispenzor s injekéni

stiikackou béhem tisku pohybuje. Je patrna elevace osy Z v ramci kazdého objektu pfi

piejezdech z jednoho objektu na druhy.

Obrdzek 34: Vizualni nahled napldtkovanych modelii v programu Prusaslicer. Tenkymi modrymi
Carami je vyznacena drdha pohybu dispenzoru.

Pro druhy testovaci tisk jiz nebylo potieba provadét kalibraci os, jelikoz kalibrace jiz

byla uloZzena v paméti tiskarny.

Obrdzek 35: Detail testovaciho tisku do 12-ti jamkové kultivacni desticky dispenzorem DISP1.
Ukdzka pokracovdni v zapocatém tisku.
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Vysledny tisk 1ze pozorovat na obrazku ¢. 36.

Obrdzek 36: Vysledny testovaci vytisk do 12-ti jamkové kultivacni desticky pomoci dispenzoru
DISP1.

4.2 Testovaci tisk vylepSenou verzi dispenzoru s chlazenim
bioinkoustu

K ovéfeni funkénosti nové verze dispenzoru DISP2 byl zvolen tisk na vakuovou
komoru. Z hlediska ptesnosti tisku se volil tisk na pfesné definovana mista kryciho
sklicka o velikosti 60 mm x 24 mm. Tyto mista urcuji jednotlivé pozice v kultivacni

komofe.

Opét pro dany typ tiskového podkladu bylo tfeba vytvofit patficnou Sablonu, urcujici
pozice a maximalni rozméry jednotlivych tisknutych modell. Vizualizace této Sablony
svlozenymi a naplatkovanymi modely, vcetné nahledu posuvu dispenzoru jsou
na obrazku ¢. 37. Modelem je plny valec o priméru 7,5 mm a vySce 1 mm.
Pro nastavenou velikost tiskové jehly a plnou koncentrickou vyplii se model platkuje

s vykrojenym vnitikem z diivodu malé velikosti modelu pro zvolenou jehlu.
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Obrdzek 37: Napldtkovany model na preddefinované pozice kryciho sklicka. Modre vyznacend
trajektorie naznacuje pohyby dispenzoru v pribéhu tisku.

Po kalibraci jednotlivych os bylo tfeba pustit ¢erpadla chladiciho a ohfevného okruhu.
K ohievu tiskové podlozky se pouzila vodni lazen o teploté 40 °C, pro chladici okruh

se pouzila lazen s kusy ledu.

Obrdzek 38: Zkalibrovand tiskdrna. Dispenzor DISP2 bez vloZené injekcni strikacky.
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Pro tisk byla zvolena jehla velikosti G15, jejiz vnitfni pramér €ini pfiblizné 1,4 mm.

Detail pribéhu tisku je na obrazku €. 39.
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Obrdzek 39: Detail pribéhu tisku na kryci sklicko dispenzorem DISP2.

Z divodu ovéfeni spolehlivé opakovatelnosti tisku a stejné konzistence pfipraveného
tiskového materialu na zacatku a na konci tisku, byl tisk vygenerovaného G-kédu

proveden v sérii tfi-krat po sob¢.

Obrdzek 40: Série tfi testovacich vytiskli pomoci dispenzoru DISP2. Zleva prvni vytisk.
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Na zavér bylo ovéfeno ulozeni natisknutého skli¢ka do kultivacni komory. Jednotlivé
pozice tisknutych modelt odpovidaly pfifazenym prostoriim v kultivacni komofte.

Skli¢ko s natisknutymi modely vloZzené do kultiva¢ni komory je zobrazeno na obrazku
¢. 41,

Obrdzek 41: Kultivacni komora s vloZenym natisknutym krycim sklickem.

4.3 Testovaci tisk zdvojenym dispenzorem s kapilarnim
smésovacem slozek bioinkoustu

Jako posledni byla vyzkousena moznost kontinualniho sméSovani bioinkoustu
v pribehu tisku a funkénost simultdnniho béhu dvou nezavisle fizenych dispenzorti.
Jednotlivé chladici kanalkovité systémy dispenzorti byly k sobé spojeny pomoci
silikonovych hadic¢ek. Po sepnuti ¢erpadel ohfevného a chladiciho okruhu tiskarny
se daly chladit i stiikacky hydrogelu a suspenze. Pomoci volné stiikacky byla zjisténa
pfibliznd vzdalenost vysunuté pistni tyCe v jednotlivych sloZkach pfipravené tisknuté
smési kolagenu a média zobrazené na obrazku ¢&. 43, podle které se nasledné nastavila

priblizna vzdalenost pojezdové ¢asti jednotlivych dispenzort.
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Obrdzek 42: Tiskdrna s namontovanymi zdvojenym dispenzorem DISP3, zajistujici injekéni
strikacky s kapildrnim smésovacem hydrogelu.

Obrdzek 43: Pripravené podchlazené strikacky se sloZzkami tiskového materidlu a pripojenym
smésovacem hydrogelu.
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Byla vyzkouSena série dvou tiskii s kolagenem o hustot¢ 20 mg/ml a kolagenem
0 hustot¢ 30 mg/ml. Vys$s$i hustota kolagenu slibuje lepsi strukturalni vlastnosti
vysledného tisku. Hrozi vSak ucpani kanalkovitého systému sméSovace. Na obrazku

€. 44 je vyobrazen tisk sméSovani média a kolagenu o hustoté 30 mg/ml.

Obrdzek 44: Testovaci vytisk pomoci dispenzoru DISP3 s namontovanym smésovacem
bioinkoustu.

Testovacimi tisknutymi modely byly vélce o priméru 15 mm a vySce 2 mm. Tisknuté
modely pomoci sméSovace vykazovaly strukturdlni pevnost ptiblizn€ po dvou minutach

po tisku v dusledku zahtivani tiskové plochy.

Piiprava bunék ASC pro tisk

Pro ziskani bun¢k ASC byly pouzity kultivacni baiikky obsahujici kmenové buitkky ASC

Z tukové tkané prasete a kultivacni roztok DMEM, dle nasledujiciho postupu.

a) Po odstranéni kultivacniho média DMEM bylo pfidano po 5ml roztoku PBS
k odstranéni mrtvych bunék. Roztok obsahujici mrtvé bunky a piebyteény objem
kultivacniho média se pomoci 10 ml pipet odebral do odpadu.

b) Po odstranéni mrtvych bun¢k byl pfidan roztok EDTA do kazdé kultivacni
baiiky a prebytek opét odebran do odpadu.
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c) Pouzil se roztok trypsin o objemu 2 ml do kazdé z kultivaénich bangk, ktery
po dobu 3 minut inkubovat. Pomoci mikroskopu bylo ovéfeno odtrzeni bunék
ze dna kultivacnich banék a byl pfidan roztok DMEM, pomoci kterého

se promylo dno kultiva¢nich bangk.

d) Veskery obsah kultiva¢nich ban€k byl nasledn¢ odebran do kénické laboratorni
zkumavky a sta¢en pomoci centrifugy po dobu 7 minut na hodnoté 4x100 g.
Byly tim oddéleny buriky V sedliné od kultivaéniho roztoku DMEM, ktery
se opatrné¢ odlil ze zkumavky do opadu. Nakonec byl opét ptidan kultivacni
roztok DMEM o obejmu 2 ml.

Pro ovéteni poctu bunék ziskanych z kultivacénich ban¢k se vysledna suspenze ziedila
1:10. Z takto zfedéné suspenze bunék se odebralo 20 pl a pomoci pipety naneslo
na desticku ,Luna cell counting slide”, ktera se vlozila do zafizeni Luna II

k vyhodnoceni poctu obsazenych bun¢k na jeden ml.

Postup michani bioinkoustu byl provadén dle poskytnutych tabulek, které vychazeji
z ¢lanku od spole¢nosti ibidi. (42)

Tisk bunék Vv nesterilnim prostiedi pomoci dispenzoru DISP2

Pro tisk nesterilnich bun&€k byl pfistrojem Luna Il stanoven pocet bunék
na 50 miliont/ml pted zfedénim. Pomoci vzorovych tabulek bylo nutné dopocitat
objemy jednotlivych slozek bioinkoustu pro pozadovany celkovy objem stanoveny
na 4 ml a pocet obsazenych bunék V bioinkoustu, stanoveny na 10 miliont/ml.
Dle vypoctenych hodnot se pfipravilo do jedné stiikacky 272 pl 10x koncertovaného
média, dale 680 pl destilované H2O a 2,04 ml kolagenu. Do druhé stiikacky
se pripravilo 300 pl bunééné suspenze doplnéné o 1333 pul 1x koncentrovaného média.
Obsahy pfipravenych roztoki stiikacek se tésné pied tiskem promichaly dohromady
pomoci luer lock spojky, hrdly proti sobé za stfidavého stlacovani pistnich tyci

stiikacek. (42)

Jako tiskovy model byl zvolen model kolecka o priméru 15 mm a vySce 1 mm a model
¢tverce a délce strany 15 mm a vySce 1 mm. Dale série Sesti kolecek o priméru 7,5 mm
a vysce 1 mm. Bylo provedeno celkem 10 vytiski po dvou vytiscich pro kazdou jehlu

G10, G13, G15, G17 a G20. Veskeré tisky byly provedeny na kryci sklicka.
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Obradzek 45: Ukdzka vytisku nesterilnich bunék na kryci sklicka.

Tisk bunék ve sterilnim prostiedi pomoci dispenzoru DISP2

Sterilni prostfedi bylo zajiSténo vydezinfikovanim tiskové plochy tiskarny a jejim
vloZzenim do laminarniho boxu, jez byla kvili udrzeni sterility prostiedi ozafovana

stabilnim UV zafenim.

Pro tisk sterilnich bun¢k byl pfistrojem Luna II vyhodnocen pocet bunék
na 35 miliént/ml pted ziedénim. Pomoci vzorovych tabulek bylo nutné opét dopocitat
objemy jednotlivych slozek bioinkoustu pro pozadovany celkovy objem stanoveny
na 2 ml a pocet obsazenych bun¢k v bioinkoustu, stanoveny na 10 miliéoni/ml.
Dle vypoctenych hodnot se piipravilo do jedné stiikacky 136 ul 10x koncertovaného
média, dale 340 pl destilované H>O a 1,02 ml kolagenu. Do druhé stiikacky
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se pripravilo 277 pl bunécné suspenze doplnéné o 227 pul 1x koncentrovaného média.
Obsahy pfipravenych roztoku stiikacek se tésné pred tiskem promichaly dohromady
pomoci luer lock spojky, hrdly proti sobé za stfidavého stlatovani pistnich tyci

stiikacek. (42)

Jako tiskovy model byla vybrana série obdélnikli o délkach stran 20 mm X 10 mm

a vySkach 3 mm, 2 mm a 1 mm. Tisk byl proveden na kolagenové PCL nanovlakno.

~nh

Obrdzek 46: Tisk na kolagenové PCL nanovldkno ve sterilnim prostredi.

Zbyla bunécna suspenze bez piidaného kolagenu se pouzila pro tisk na zviteci perikard,
v tomto ptipad¢ perikard prase¢i. Jako tiskovy model se zvolil model obdélniku

0 délkach stran 12 mm x 40 mm a vySce 1 mm. Postup tisku je na obrazku ¢. 47.

Obrdzek 47: Prabéh tisku na praseci perikard.
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Tisk bunék v nesterilnim prostiedi pomoci zdvojeného dispenzoru DISP3

Pro tisk nesterilnich bunék byl pfistrojem Luna II vyhodnocen pocet bunék
na 48 miliont/ml pted jejich ziedénim. Pomoci vzorovych tabulek bylo nutné dopocitat
objemy jednotlivych slozek bioinkoustu pro pozadovany celkovy objem stanoveny
na 2 ml a pocet obsazenych bun¢k v bioinkoustu, stanoveny na 10 miliéoni/ml.
Dle vypoc¢tenych hodnot se pripravilo do jedné stiikacky 133 pl 10x koncertovaného
média, dale 200 pul destilované H2O a 1 ml kolagenu. Do druhé stiikacky se piipravilo
417 pl bunécné suspenze doplnéné o 250 upl 1x koncentrovaného média. Obsahy
pfipravenych roztokl stiikacek jiz nebylo nutné tésné pied tiskem promichat, diky

pouziti kapilarniho sméSovace. (42)

Jako tiskovy model byl pouzit model kolec¢ka o priméru 12 mm a vySce 1 mm a model
¢tverce a délce strany 12 mm a vySce 1 mm. Bylo provedeno celkem 10 vytiskl
po dvou vytiscich pro kazdou jehlu G10, G13, G15, G17. Vesker¢ tisky byly provedeny
na kryci sklicka.

Obrazova analyza

Vytisknuté modely s nesterilnimi buitkami byly analyzovany pomoci mikroskopu Leica
DMi8, jimz se pofidil snimek bunétnych jader, obarvenych barvivem DAPI
(4,6-diamidin-2-fenylindol). Pro kazdy model se pofidil snimek na ¢tyfech vedlejsich
mistech vytisknutého modelu a z obou stran otocenim snimaného modelu. Celkové bylo
vytvoreno 80 snimku pro nesterilni tisk s dispenzorem DISP2 a 64 snimk pro nesterilni

tisk se zdvojenym dispenzorem DISP3 opatfenym kapilarnim sméSovacem.

Obrazova analyza byla provedena pomoci programu Matlab. Za ucelem ovéfeni
homogenity rozlozeni bunék byla v rdmci snimku vytvofena miizka v poméru stran 3:4,
V niz se stanovil pocet bun¢k jednotlivé tak, aby v ptipadé homogenity byly pocty

s navolenou odchylkou mezi sebou srovnatelné.

K automatizovanému vypoctu bunék v jednotlivych plochdch miizek se provedla
segmentace snimku, tedy oddéleni jednotlivych jader bun€k od okoli. Bubliny a shluky
byly ze snimkl odstranény morfologickou operaci ,,otevieni®, pomoci které se metodou
»eroze™ ze snimku odstranily jadra bun€k, pti zachovani bublin a shlukt, metodou
»dilatace se zvyraznily zachované bubliny a shluky. Snimek se zachovanymi

bublinami se na zavér odstranil od snimku obsahujici buriky a bubliny. (43)
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Na obrazku ¢. 48 je ukdzka potizené¢ho snimku, kde svétlé teCky jsou jadra bunék

obarvena barvivem DAPI.

Obradzek 48: Snimek tisténych bunék pomoci dispenzoru DISP2 velikosti jehly G10 pofizeny pod
mikroskopem.

Obrdzek 49: Predchozi snimek po provedeni morfologické operace ,, otevieni“. Zachovdni bublin
a shlukd.
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Velikost jednoho segmentu analyzovaného snimku je 700 x 700 um.

Obrdzek 50: Segmentovany snimek bunék s vyznacenymi oblastmi pocitani bunék po odecteni z
ptivodniho snimku snimek ziskany po morfologické operaci (bez bublin).

Tabulka 15: Pocty bunék ve zndzornénych segmentech obrdzku ¢. 50.

Sloupec A | Sloupec B | Sloupec C | Sloupec D
1. fadek 187 295 236 164
2. radek 249 272 206 197
3. radek 222 286 232 278

Tabulka hodnot ¢. 15 =ziskana zjednotlivych segmentt obrazku ¢. 50 slouzi
K orientaénimu stanoveni rozprostieni bunék v typickém tisku dispenzorem DISP2.
Primérna hodnota rozprostieni bunék ztabulky vychazi na 235 bunék na jeden
segment, z ¢ehoz vyplyva, ze primérna odchylka od priiméru ¢ini 42 bunék, respektive

18 %. (44)

Z hodnot v tabulce ¢. 15 byl sestrojen sloupcovy graf, zobrazujici pocet bunék

Vv kazdém z dvanacti sloupcti ve zkoumanych segmentech. Cervend ptferusovana Cara
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zobrazuje prumérnou hodnotu poctu bunék ze vsech dvanicti zkoumanych segment,

jez by za predpokladu homogenity mély byt této care co nejblize.

Graf 5: Grafickd prezentace pocti bunék v segmentech obrdzku ¢. 50.
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Pro dalsi analyzu poctu bunck se pouzilo grafické prezentace dat pomoci boxplotu,
jez zobrazuje median poctu bunék ve zkoumané oblasti a mezikvartilové rozpéti kolem
hodnoty medianu, naznacujiciho homogenitu rozprostieni, podobné jako graf ¢. 5.
Pro dispenzor DISP2 bylo po napocitani bun¢k v jednotlivych segmentech snimanych
vzorkd ziskdno 960 hodnot. Pro DISP3 bylo ziskdno 768 hodnot. Celkovy pocet

analyzovanych hodnot ze v§ech métenych segmentt ¢inil 1728.
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5 Vysledky

Oveéieni normality rozdéleni poétu bun¢k v zavislosti na zvolené trysce byla testovana
Shapiro-Wilkovym testem. Test byl proveden pro dispenzor verze DISP2 a DISP3

pro jednotlivé velikosti jehel. P-hodnoty vyznamnosti jsou uvedeny v tabulce €. 16.

Tabulka 16: P-hodnoty Shapiro-Wilkova testu, pro dispenzory a velikosti pouZitych jehel.
G10 | G13 | G15 | G17 | G20

Verze dispenzoru
DISP2
Verze dispenzoru
DISP3

0,034 0,000 0,034 {0,009 | 0,000

0,019/0,016|0,0000,025| -

U vsech testovanych skupin rozdélenych dle typu jehly a dispenzoru doslo k zamitnuti
nulové hypotézy o normalité¢ rozdéleni dle Shapiro-Wilkova testu. Na grafu ¢. 6
je Q-Q graf pro pocet bun¢k dispenzoru DISP2 a jehlu G10. Na grafu je vidét, Zze body

kvantil-kvatilového Q-Q grafu se 1i$i od regresni ptimky prolozené témito daty. (44)

Graf 6: Q-Q graf pro vysledky tisku jehlou velikosti G10, dispenzorem DISP2.

QQ Plot of Sample Data versus Standard Normal

Quantiles of Input Sample
\‘q‘

VStandard Normal Quantilesv
Vysledky jsou dle grafu ¢. 6 nesourodé a neporovnatelné z ditvodu vymeény bioinkoustu
Vv pribéhu méfeni v pfipadé vylepSeného dispenzoru DISP2 se z analyzy dat vytadily
velikosti jehel G17 a G20.
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Graf 7: Vztah poctu bunék na snimcich v zdvislosti na pouZité velikosti jehly pro nesterilni tisk
bunék dispenzorem DISP2.
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Pro zdvojeny sméSovaé se vyfadilo méfeni s jehlou o velikosti G17.

Graf 8: Vztah poctu bunék na snimcich v zdvislosti na pouZité velikosti jehly pro nesterilni tisk
bunék zdvojenym dispenzorem DISP3 s kapildrnim smésovacem.
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500

100+

V piipadé dispenzoru DISP2 ¢ini p-hodnota 0,009 a v piipadé dispenzoru DISP3 ¢ini
p-hodnota 0,594. Na na hladin¢ vyznamnosti a=5 % neexistuje tedy zavislost poctu
bun¢k v tisknutém objektu na zvolené velikosti jehly v pfipad¢ dispenzoru DISP3.
Celkové mezikvartilové rozpéti pro vSechny pouzité jehly z grafu ¢. 9 dispenzoru
DISP2 je 165 a dispenzoru DISP3 je 260.

Graf 9: Srovndni boxplotovych grafi vysledku z tisku dispenzory DISP2 a DISP3.
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Graf 10: Graf cetnosti bunék v zavislosti na pohledu z horni a z spodni strany pro dispenzor
DISP2, DISP3 a tisknuté trysky.
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Na grafu ¢. 10 je patrna vyssi hustota poc¢tu bun¢k na spodni strané tisku.
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Obrdzek 51: Porovndni vysledného tisku jehlou velikosti G10. Vlevo dvojity dispenzor DISP3 s
kapildrnim smésovacem, vpravo dispenzor DISP2.

Vysledek prace spociva ve srovnani pouzité metody nandSeni bioinkoustu pomoci
jednoduchého dispenzoru DISP2 Vv porovnani S nandSenim bioinkoustu metodou
zdvojeného dispenzoru DISP3 za pouziti kapilarniho sméSovace. Bilé tecky na tmavém
pozadi obou obrazkti ¢. 51 zobrazuji jadra bunck. Relativné vétsi bilé krouzky
vyskytujici se na pravém obrdzku znézoriiuji nezadouci vzduchové bubliny. Z obrazki
je patrné, ze zatimco vpravo je piimichano velké mnozstvi bublin obsazenych
ve vytisténém bioinkoustu, na levém obrazku je pocet bublin minimalni, v tomto

ptipad¢€ pouze jedna.
Snimek proliferace na substratovém nosi¢i PCL nanovlaken a prase¢i perikard

Na obrazku ¢. 52, je znazornén tisk ASC bunék na plosny substrat PCL nanovlaken
dokumentujici viditelnou proliferaci bun¢k po ¢tyfech dnech inkubace. Modré tecky
predstavuji jadra bunék obarvend barvivem DAPIL Cervenou barvou, barvivem
Phalloidinem kongnujovanym s TRICT (Tetrarhodamin) je obarven vznikly protahly
tvar cytoskeletu, coz je typicky znak pro Zivé bunky. (10)

Obrazek 52:Tisk sterilnich bunék na PCL nanovldkna.
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Nanesen¢ builky na praseci perikard byly zaSity v ramci animalniho experimentu na cast

cévy prasete. Na obrazku lze pozorovat zaSitou cévni zaplatu (fialové zabarvena).

Obrdzek 53: Animdlni experiment- nasitd cévni zdplata.
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6 Diskuse

Cilem této prace byla konstrukce dispenzoru se Sroubovitym pohybem pro davkovani

bioinkoustu, hydrogelu nebo bunécné suspenze z béznych 2ml injekcnich stiikacek.

V nasledujicich tabulkach jsou uvedeny klady a zépory zhotovenych verzi dispenzort
tedy pilotni varianty (DISP1), vylepsené varianty doplnéné o chlazeni bioinkoustu
(DISP2) a zdvojeného dispenzoru doplnéného o kapilarni sméSova¢ michajici slozky
bioinkoustu béhem tisku (DISP3). Spole¢nym jmenovatelem vSech verzi je zlepSené
davkovani bioinkoustu oproti vyzkousené komercni tiskarné Inkredible+. Je prokazano,
ze pouzitim Sroubovitého pohybu pro davkovani dosSlo ke zjednoduseni provozu pii
davkovani bioinkoustu a tim k omezeni jeho plytvani. Dale bylo prokazano s ohledem
na vysledky pokusi uvedenych v piedchozi kapitole, ze pii pouziti zdvojené¢ho
dispenzoru se sméSovatem odpada problém zpénovani bioinkoustu a vzniku
nezadoucich bublin béhem ptipravné faze michani zadouciho poméru bunécné suspenze
s kolagenem. V ostatnich parametrech se verze dispenzord DISP2 a DISP3 nijak

zasadné nelisi.

Obrdzek 54: Ndkresy zhotovenych dispenzori. Zleva pilotni dispenzor DISP1, uprostred
vylepseny dispenzor doplnény o chlazeni bioinkoustu DISP2, vpravo zdvojeny dispenzor s
kapildarnim smésovacem DISP3.
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Tabulka 17: Klady a zdpory navrZzeného dispenzoru verze DISP1.

Klady

Zapory

Jednoducha konstrukce.

Absence chladici mechanismus pro

bioinkoust.

Nizké néklady.

MW 4

Hrozba vzpiic¢eni pojezdové kolejnice.

Ptesné davkovani Sroubovitym pohybem.

Absence moznosti vnéjsi regulace otacek

krokového motoru.

Moznost piimého odecitani hodnot

objemu na injekéni stiikacce.

Absence spinacich prvki pro definovani

maximalniho rozsahu pohybu.

Kompaktni rozméry dispenzoru.

Nutnost ru¢ni kalibrace na nulovou pozici

Z pomoci G-kod ptikazu.

Tabulka 18: Klady a zdpory navrZeného dispenzoru verze DISP2.

Klady

Zapory

MozZnost chlazeni bioinkoustu a z toho
plynouci delsi vydrz bioinkoustu

V tekutém stavu.

MozZné riziko vzniku kondenzace a z toho

plynouci kontaminace vytisku.

Ptesné davkovani Sroubovitym pohybem.

Moznost uniku vody z chladiciho systému

pfi neopatrném zachézeni.

Linearni vedeni pro pfevod rotacni sily
trapézové tyCe na translacni pohyb

voziku.

Absence spinacich prvki pro definovani

maximalniho rozsahu pohybu.

Moznost regulace otacek dispenzoru

béhem tisku.

Riziko nechténého neprovedeni kalibrace

sondy vlivem okolniho svétla.

Moznost bezkontaktni kalibrace nulové

pozice 0sy Z pomoci optické sondy.

Kalibrace omezena pouze na velikosti
jehel. G20 a G17.
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Tabulka 19: Klady a zdpory navrZzeného zdvojeného dispenzoru DISP3 s kapildrnim

smésovacem.

Klady Zapory

o Vétsi rozméry kapilarniho sméSovace a
Ptesné davkovani bioinkoustu
' Z toho plynouci omezeni pohybu
Sroubovitym pohybem. )
dispenzoru v ose Z.

o Moznost ptipadného ucpani kapilarniho
Vyhodna separace slozek bioinkoustu.
sméSovace.

Chlazeni bioinkoustu umoznujici delsi ' ‘ .
. Vznik mrtvého objemu ve sméSovaci.
vydrz bioinkoustu v tekutém stavu.

Minimalni pocet bublin v tisknutych Absence spinacich prvki pro definovani

vzorcich. maximalniho rozsahu pohybu.

Lineéarni vedeni pro pfevod rotaéni sily
Nutnost manualniho zapinani/vypinani
trapézové tyCe na translaéni pohyb _
motora dispenzoru pomoci piepinace.
voziku.

MozZnost regulace otacek dispenzoru )
' Moznost vzniku kondenzace.
béhem tisku.

Moznost pouziti reflexniho senzoru ‘ ' )
Maximalni objem stfikacky omezen na

pfibliZeni a s tim spojena rozsifeni |
2ml.

velikosti pouzitelnych jehel pro tisk.

Z grafi ¢. 9 je patrné, Ze nebyla prokdzana zadna vyznamna korelace mezi poctem
bunék na snimcich a mezi velikostmi pouzitych jehel pro nesterilni tisk bunék
dispenzorem DISP3. Pro dispenzor typu DISP2 vysla urcita zavislost zvolené jehly
na poétu obsazenych bunék v tisku, jak potvrzuje vypoctena p-hodnot. Prestoze
ptipravené bioinkousty pro testovaci tisk dispenzory DISP2 a DISP3 mély stejnou
pocatecni koncentraci bunék, jejich medidnova hodnota je rozdilna. To mohlo byt
zpisobeno sedimentaci bun€k v injek¢ni stiikacce bunééné suspenze bez kolagenu
dispenzoru DISP3. Sedimentaci nanaSenych bun¢k v bioinkoustu popisu také graf €. 9,
V némz je zietelné, Ze spodni zkoumana strana tisknut¢ho modelu pro jednotlivé

velikosti jehel ma vétsi Cetnost bungk.

Z divodu omezené velikosti injek¢nich stfikac¢ek o objemu maximalné 2 ml se podafilo

jednim pfipravenym bioinkoustem vytisknout pouze sérii analyzovanych modelil
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jehlami o priméru G10, G13 a G15. Pro jehly velikosti G17 a G20 musel byt pfipraven
novy vzorek bioinkoustu, kde mezitim doslo k sedimentaci bun¢k v roztoku bunécéné
suspenze, coz se odrazi v odchylkach dalsiho méfeni, kde se primérné mnozstvi
obsazenych bunék pohybuje v rozmezi piiblizné 340 az 390 bunék ve vytisknutém
vzorku. U jehel G10, G13 a G15 se primérny pocet bunék pohyboval pouze v rozmezi
cca 200 bunék. Pokud se pfitom tyka rozptylu napoctenych bunék, respektive jejich
homogenit, vyplyva z mezikvartilového rozpéti, ze nejlepsi vysledky vykazuji jehly
o velikostech G13 a G15 u dispenzoru DISP2 a u jehel o velikosti G10, G13
u dispenzoru DISP3.

V piipadé pouziti zdvojeného dispenzoru DISP3 bylo zjisténo, Ze sice nedochazi
k vyskytu nezadoucich bublin narusujicich homogenitu smési tisknutého modelu,
nicmén¢ pokud se tyka rozptylu bunék Vv tisknutém vzorku, respektive jejich

homogenity, vysledky se nijak vyrazn¢ nelisi.

U zdvojeného dispenzoru DISP3 se z kapacitnich divodu injekénimi stéikackami
oobjemu 2 ml podafilo jednim pfipravenym bioinkoustem vytisknout sérii
analyzovanych modelt tfemi jehlami o praiméru G10 G13 a G15. Pro ¢tvrtou jehlu G17
jiz prevazovalo déavkovani kolagenu, jelikoz mnozstvi bunétné suspenze v druhé

stiikaCce dochazelo.

Pokud se tyka pokusu se sterilnim tiskem dispenzorem DISP2 na PCL nanovlakna,
vysledky z hlediska vysledného tvaru nebyly uspokojivé, avsak jak je vidét na obrazku
¢. 52, buniky po ctyfech dnech inkubace prezily, proliferovaly a vytvorily pravidelny
protahly cytoskelet. Mozné diivody, pro¢ tisk ve sterilnim prostiedi nevykazoval
podobnou tvarovou Kkvalitu tisku jako v nesterilnim prostiedi, lze pficist S nejvetsi
pravdépodobnosti vnéjSim vliviim, jako naptiklad jinym atmosférickym podminkdm
prostiedi laminarniho boxu, chemickym vliviim z pouzité dezinfekce anebo pouZité jiné
sterilni arze kolagenu. Usp&$nost praktického vyuziti biotisku natisknutého a nasitého
prase¢iho perikardu na cévni sténu prasete bude hodnocena az s odstupem casu 2 - 3

mésicu.
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[ Zavér
V ramci zadani diplomové prace byly provedeny nasledujici tkony:

e NavrZeni a optimalizace dispenzoru pro davkovani hydrogelu nebo bunééné

suspenze pro 2ml injekéni stiikacky.
e Navrzeni konstrukce vhodné tiskarny a jejiho ovladani.
e NavrZeni a konstrukce vymezovaci a uchycovaci pro tisk na plosné substraty.

e Vybér motoru pro zajisténi Sroubového pohybu trapézové tyce v rotoru

krokového motoru vyvijejiciho tlak na pistni ty¢ injekeni stiikacky.

e Navrzeni ovladaciho rozhrani a elektroniky pro fizeni pouzitého krokového

motoru.
e Optimalizace generovanych G-koédii pro jednotlivé plosné substraty.

e Navrzeni variantnich ieSeni dispenzori (varianta pilotni DISP1, vylepsena

DISP2 a zdvojena DISP3).
e Ov¢reni funkénosti navrzenych prototypt dispenzort.
e Navrzeni a konstrukce kapilarniho sméSovace pro zdvojeny dispenzor.

e Ovéfeni moznosti sméSovani hydrogelu s bunéénou suspenzi v navrzeném

sméSovaci.
e Kalibrace zkonstruované tiskarny véetné optimalizace chodu dispenzord.

e Experimentalni ovéfeni dispenzorii tiskem bioinkoustu na zkusebni plosné

substraty.

e Ostré ovéreni funkce dispenzort tiskem ASC na plo$né substraty (kryci sklicka,
PCL nanovlakna)

e Zhotoveni podkladl pro obrazovou analyzu a vyhodnoceni dispenzort.
e Vyhodnoceni ziskanych dat.

V ramci praktického experimentu bylo prokazano, ze zdvojeny dispenzor typu DISP3
s kapilarnim sméSovacem nejlépe vyhovuje biotisku z hlediska lepsi homogenity a

z toho plynouci lepsi proliferace tiSténych bunék v tist€éném vzorku. Divodem lepSich
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vysledku tisku zdvojenym dispenzorem je minimalizace nezadoucich pfimeési
vzduchovych bublin béhem procesu michani slozek bioinkoustu. Tato skutecnost je
dolozena obrazovou dokumentaci z provedeného experimentu a jeho analyzy

jak v textu, tak v piilohach.
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Priloha B: Schéma zapojeni

Zapojeni optického senzoru 1.
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Zapojeni optického senzoru 2.
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Zapojeni mezi¢lanku.
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Priloha C: Vykresy
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