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ANALYZA SUCASNEHO STAVU




Analyza sUcasného stavu

Charakteristika kostneho tkaniva

- Komplexny, hierarchicky organizovany system -
> [ i A i 1 KiAgHol Tfoggﬁo’lag:ir)\(ovy 1,5 nm stedny a Haversove
- Pozostava z proteinovej extracelularnej matrix L = e
napustenej apatitovymi krystalmi (analogicky I i o
kompozit)
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A S Obr. Grafy napétia a pomernej deformdcie pre kortikdlnu a trabekularnu kost

Zdroj : WEGST, U. et al. Bioinspired structural materials. Nature materials, 2015, 14.1: 23.; PARK, J. Bioceramics: properties, characterizations, and applications. Springer Science & Business Media, 2009. 4

MORGAN, EF. et al.. The bone organ system: form and function. In: Osteoporosis. Academic Press, 2013. p. 3-20.



Analyza sUcasného stavu

Moznosti nahrad kostného tkaniva
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SUBSTIUTY KOSTNEHO TKANIVA

Autolégna kost

Polymetylmetaakrylat

Titan

Hydroxyapatit/ Kalcium
fosfaty

Polyetéretérketon

Polyetylén

Materialy pre implantaciu v kraniofacialnej chirurgii:
Porovnanie rizika infekcie, povrchu interakcie a tkanivovej bioaktivity
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M Priemerna miera infekcie B Povrch interakcie (ISF) @ Hodnota tkanivovej bioaktivity (TAB)

Obr. Porovnanie materialov pouZzivanych v maxilofacialnej chirurgii

Zdroj: KWARCINSKI, J et al. Cranioplasty and Craniofacial Reconstruction: A Review of Implant Material, Manufacturing Method
and Infection Risk. Applied Science. 2017, 2017(7).

MATSUNO, A. et al. Analyses of the factors influencing bone graft infection after delayed cranioplasty.Acta Neurochir. 2006,
148, 535-540.

IACCARINO, C. et al.: F. Preliminary results of a prospective study on methods of cranial reconstruction. J. Oral MaxillofacsSurg.
2015, 73, 2375-2378.:



Kalcium fosfatova biokeramika

Chemicky podobna s mineralnou zlozkou kosti cicavcov

Zmes Hydroxyapatitu a B-Trikalcium fosfatu (HAP je viac
rozpustny ako TCP, ktory je zas stabilnejsi => bifazicky kalcium
fosfat)

Vykazuje vhodné biokompatibilné a osteokonduktivne
vlastnosti

Mechanické vlastnosti
Pevnost v tahu 38-300 MPa Hustota 2,55-3,21 g/cm?
Pevnost v tlaku 90-120 MPa Koeficient 11,6- 14,2x 10-
tepelnej 6/°C
roztaznosti
Pevnost v ohybe 38-250 MPa Tepelnd vodivost  1-1,2 /WmK
Youngov modul 35-120 GPa Teplota topenia 1250°C

pruznosti

Tvrdost podla Vickersa 3-7 GPa

N
I

Poissonovo €islo 0,27 : A 3

Obr. Struktura Trikalcium fosfatu

Lomova huzevnatost 1,20+ 0,05 MPa
Zdroj: M. Ebrahimi, et al., Biphasic calcium phosphates bioceramics (HA/TCP): Concept, physicochemical

properties and the impact of standardization Mater. Sci. Eng., C (2016)

Tab. Vybrané mechanickeé a fyzikalne vlastnosti hydroxyapatitovej keramiky BIAN, W. et al. Fabrication of a bio-inspired beta-Tricalcium phosphate/collagen scaffold based on
ceramic stereolithography and gel casting for osteochondral tissue engineering. Rapid Prototyping
Journal. 2012, 18(1), 38-80

m1/2



Moznosti pripravy substitutov kostného tkaniva

é i _____ PFECI pltacne metOdy Stereolitografia (Kostné - Pevnost v tlaku 12 MPa
o 1 tkanivo- TCP) - Biologické hodnotenie na animalnom modeli
— 1
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pd i
o ----- : Selektivne laserové - Pevnost v tlaku 41 MPa (skafold s 50 % pérovitostou)
5 : sinterovanie
S :,____ Sé|_ gé| teChniky (Kalcium fosfatova keramika)
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1 . .
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1
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i tlace
1
)

Modelovanie nanasanim
taveniny

Tab. Porovnanie vytvorenych skafoldov réznymi typmi aditivnych technoldgii a ich testovania

= Technologla rladenej tryskovej Zdroj: Li, X. et al. 2011. Osteogenic differentiation of human adipose-derived stem cells induced by osteoinductive calcium

tlace phosphate ceramics. In Journal of biomedical materials research. Part B, Applied biomaterials.,
KOLAN, KCR et al. Effect of material, process parameters, and simulated body fluids on mechanical properties of 13-93 bioactive glass
porous constructs made by selective laser sintering. Journal of the mechanical behavior of biomedical materials.)
_____ Vytvrdzovanie prasku TEO, EY et al. Polycaprolactone-based fused deposition modeled mesh for delivery of antibacterial agents to infected wounds
CASTILHO, M. et al.. Fabrication of computationally designed scaffolds by low temperature 3D printing. BIOFABRICATION. 2013,
HOUMARD M. et al. On the structural, mechanical, and biodegradation properties of HA/b-TCP robocast scaffolds. J Biomed Mater 7
Res Part B
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EXPERIMENTALNA CAST




Experimentalna Cast

Obr. Metodika experimentalnych prac

Metodika experimentalnych prac




Experimentalna Cast

Navrh a vyroba biokeramickych vzoriek aditivhou technologiou

Obr. 3D tladiaren pouzita na pripravu vzoriek CeraFab 8500 (Lithoz, Rakusko) a princip
technolégie LCM

120
100
e 80
5 Obr. Teplotny profil pre sudenie
g €0 a sinterovanie kalciumfosfatovej
3 4 biokeramiky
5 40
'_
20
Obr. Vyroba biokeramickych vzoriek techolégiou 3D tlace litografickou 5 - 55 - 15 = 0

technikou Time [h]



Stanovenie zakladnych parametrov vzoriek

r POZOSTAVAL Z DVOCH KROKOV: 1

STANOVENIE VONKAJSICH STANOVENIE HMOTNOSTI
ROZMERQOV CYLINDRICKYCH VZORIEK CYLINDRICKYCH VZORIEK
e Hodnotila sa vyska h a priemer e Odvazenie jednej vzorky 30x pre
vzorky (o) kontrolu vaZenia a stanovenie
e Posuvnym meradlom standardnej neistoty typu A

e Vazenie kalcium fosfatovych vzoriek
na analytickych vahach
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Experimentalna Cast dizertacnej prace- Stanovenie zakladnych parametrov vzoriek

Vv /

Stanovenie vonkajsich rozmerov cylindrickych vzoriek

200 pm 400 um 600 um
B , » , B , Ako kritérium presnosti bol zvoleny priemer podstavy, nakolko vyska valca
Vyska Priemer Vyska Priemer Vyska Priemer . , ) v . .
je upravovana v priebehu odstrafiovania zo stavebnej platformy
[mm] [mm] [mm] [mm] [mm] [(mm] , o . y v DT
- ~ Z nameranych Udajov vyplyva, Ze najblizSie sa nomindlnej vzorke
CISTY HAP X 19,62 9,42 20,22 9,42 19,79 9,96 (s priemerom podstavy 10 mm) pribliZuju tieto:
SD 0,084 0,035 0,22 0,21 0,15 0,068
EISTE TCP e 2072 10,62 20,22 942 19 84 996 * Prevelkost porov 200 pm: material HATCP 55, kde priemer
SD 0,12 0,063 0,22 0,21 0,084 0,073 podstavy je 9,89 mm.
B ' ' ' ' ' ' e  Pre velkost pérov 400 um: material HATCP 37, kde priemer
SD 0,080 0,037 0,14 0,098 0,066 0,041 *  Pre velkost pérov 600 um: materialy Cisty HAP a Cisté TCP maju
HATPCP _ zhodny priemer podstavy 9,96 mm nizsia smerodajna odchylka
73 L LSAR S 15,78 220 12,07 10,13 (SD= +0,068) bola stanovena pre material Cisty hydroxyapatit.
SD 0,10 0,023 0,092 0,051 0,072 0,036
HA-SFZCP X 18,97 9,89 18,94 9,54 19,26 10,23
SD 0,095 0,065 0,11 0,098 0,050 0,041

Tab. Priemerné hodnoty a smerodajné odchylky vySok a priemerov cylindrickych
vzoriek

12



Experimentalna Cast dizertaCnej prace- Stanovenie hmotnosti cylindrickych vzoriek

Vazenie kalcium fosfatovych vzoriek na analytickych vahach

Materiél: CISW Hyd roxya patlt Porovnanie hmotnosti a objemov pre vzorky 200 pm
200 pm 400 pm 600 pm o
Cislo Hmotnost Objem Hmotnost Objem Hmotnost Objem - 2
[e] [mm3] [e] [mm3] le] [mm3] S - -
1 2,0933 1392,026 1,0822 1420,575 0,8529 1558,987 % oo T
2 2,0548  1381,018 1,064 1445,783 0,8535 1542,687 o i I i -
29 2,1707 1373,781 1,1388 1444,973 0,6993 1490,471 Porovnanie hmotnosti a objemov pre vzorky 400 pm
30 ;0251 1340,959 1,127 1408,504 0,685 1500,382 -
X 2,071 1,121 0,752 T "
SD 0,064 0,053 0,069 g E oo
Tab. Hmotnost a objem cylindrickych vzoriek pre material Hydroxyapatit A0 »
Na zdklade hmotnosti a objemu cylindrickych vzoriek nie je mozné - g
predikovat zaliatie ich porov a pretp nastala .potreba podrobit vzorky Srovseitmitnotilisiimorarevadiel@ium
analyze prostrednictvom pocitacovej tomografie. Tato skutocnost mbze -
byt spbsobena chybajucimi drobnymi castami vo vzorkach (ulomky =
obrysov vrstiev nakolko ich hrdbka bola mensia ako hrubka jednotlivych T o o g
vrstiev). Tento problém je vhodné podrobit dalsiemu $tidiu, kde by sa § o 1. g il
stanovili hrubky stien u jednotlivych struktur. - o
Obr. Graficka reprezentdcia Z|skanych dat pre hmotnost a doratany objem cylindrickych 13

vzoriek pre materidl Hydroxyapatit



Analyza kalcium fosfatovych vzoriek technologiou priemyselného CT

SKENOVANIE KUBICKYCH VZORIEK

Obr. RTG kubickej vzorky

a.  Na Obr. hore je zndzorneny rez vzorkou vyrobenou z HA s porozitou 200 pm.
Vpravo je iba rez z CT (Metrotom 1500, Carl Zeiss, Nemecko) a vlavo rovnaky rez
s STL modelom (oranzovou). Ako je vidno, umiestnenie a velkost pérov na CT nie
je totoZnd s pérmi na STL modeli. Je to z dévodu zmrstenia materidlu, pricom
koeficient zmrstenia je v réznych smeroch rézny. Spodnd c¢ast STL modelu slizi
ako pridavok kvéli orezaniu dielu zo stavacej platne

b. Pri vyrobe Struktury doslo k zaliatiu pérov v strede vzorky, z dovodu
nedostato¢ného opracovania vzorky po tlaci

e

SKENOVANIE CYLINDRICKYCH VZORIEK

, ge= o
Obr. RTG cylindrickej vzorky

zaliate poéry u vzorky s velkostou pdérov 200 um nevyplavenou fotosenzitivnou
biokeramickou zmesou, ktora nebola pocas procesu nasledného spracovania po tlaci,
poskodena vnutorna struktura u vzorky velkostou porov 200 um,

nizsia hrdbka vrstvy u vzorky velkostou pérov 200 um,

nedostatocne odstranena stavebna podpora u vzorky velkostou porov 200 um,,
chybajuca vonkajsia Struktura u vzorky velkostou pérov 400 pm,

nedistota nachadzajuca sa vo vnutri péru u vzorky velkostou pérov 400 um,
zoSikmena vrstva biokeramickej vzorky velkostou pérov 400 um, — jednotlivé vrstvy
neboli pri tlaci vodorovne vytlacené

chybajuce casti vonkajsej Struktury u vzorky velkostou pérov 600 um,

nespravny tvar péru (nemaju stvorcovy prierez) u vzorky velkostou pérov 600 um,
prasklina vo vonkajsej Strukture u vzorky velkostou pérov 600 um,

mensia hrubka vrstvy u vzorky velkostou pérov 600 um.



ALGORITMUS URCENIA OBJEMU

Experimentalna ¢ast - UrCenie objemovej hmotnosti cylindrickych vzoriek

Urcenie objemovej hmotnosti cylindrickych vzoriek na podklade CT dat

STANOVENE HODNOTY OBJEMU

MATERIAL
Nacitanie CT dat z Urcenie povrchu pre E z;'/z?;/nour(?ggl?fe!a?gn
Metromu 1500 vsetky vzorky Jmu &
of interest)
|
£\
Extrahovanie oblasti Vyrovnanie vzorky s Ur&enie povrchu pre CISTY HAP
zaumu (ROI) (Valec) konkrétnu vzorku
I
\
Urc‘?”'e hodnoty Obr. Postup urcenia objemu
objemu vzorky
CISTETCP

200 um 400 pm 600 um

CHARAKTERISTIKA

Objem [mm3] Objem [mm3] Objem [mm3]

Najlahsia vzorka 755,898 386,554 252,329
Najtazsia vzorka 878,29 476,702 326,122
Stredna hodnota 805,623 420,194 272,279
Vzorka z intervalu najlahsia —
802,087 419,247 317,866
stredna hodnota
Vzorka z intervalu najtazsia —
770,247 405,421 248,563
stredna hodnota
Najlahsia vzorka 862,952 306,425 238,586
Najtazsia vzorka 733,096 383,549 306,741
Stredna hodnota 772,886 330,195 276,991
Vzorka z intervalu najlahsia —
764,823 350,671 298,117
strednd hodnota
Vzorka z intervalu najtazsia —
902,94 317,762 259,545

strednd hodnota

Tab. Stanovené hodnoty pre realny objem na podklade dat z CT

15



MATERIAL

CISTY HAP
CISTE TCP
HATCP 37
HATPCP 73
HATPCP 55

200 pm

Aritmeticky
priemer
2,6212
2,8024
2,9268
2,9824
2,9628

400 pm
Aritmeticky
SD .
priemer
0,041 2,6772
0,084 3,0558
0,039 2,9886
0,048 3,0348
0,022 2,9628

SD

0,039
0,031
0,049
0,046
0,022

Tab. Doratany aritmeticky priemer a smerodajné odchylky pre

HAP

HATCP37

HATCP73

HATCP55

TCP

stanovené objemové hmostnosti

HAP

0,000051
0,000000
0,019384

0,000013

Kruskal-Wallisov test: H =38,47879 p = 0,0000

HATCP37

0,000051

1,000000
1,000000

1,000000

HATCP73
0,000000

1,000000

0,169649

1,000000

Experimentalna Cast - UrCenie objemovej hmotnosti cylindrickych vzoriek

Urcenie objemovej hmotnosti cylindrickych vzoriek na podklade CT dat

600 pm
Aritmeticky
‘ SD
priemer
2,7198 0,14
3,0654 0,024
3,0456 0,049
3,036 0,087
2,9752 0,031
HATCPS5 TCP
0,019384 0,000013
1,000000 1,000000
0,169649 1,000000
0,814328
0,814328

Tab. Kruskal Wallisov a post hoc test pre ziskané objemové
hmotnosti

Celkovo
Hustota
SD

[g/cm’]

2,6727 0,091
2,9745 0,14

2,987 0,66
3,0177 0,64
2,9237 0,087

Hustota [g/cm?)]

3,2

3,1

3,0

N
©

N
[e)

2,7

2,6

2,5

Krabicovy graf podla skupin
Porovnanie ziskanych hustét pre vietky druhy materialov

l T
o o
T
L
o -4 €
HAP HATCP37 HATCP73 HATCP35 TCP

Material

Obr. Box plot pre ziskané objemové hmotnosti

O Median
[ 25%-75%
T Min-Max

Ako zavisla premenna sa stanovil parameter objemova
hmotnost, pricom grupovacou (nezavislou) premennou bol

Material.

Objemova hmotnost je zavisla na materiali

16



Experimentalna Cast dizertaCnej prace- Analyza keramickych vzoriek priemyselnym CT

Stanovenie ploch cylindrickych vzoriek pre vypocet jednooseho tlaku
ALGORITMUS STANOVENIA PLOCHY PRIEREZ VZORKY

Nacitanie dat (vo
formate . jpeg)

> Urcenie mierky

v
Ur&enie plochy Vysledna plocha
(funkciou treshold) [mm?2]

Obr. Postup urcenia plochy v softvéri FlJI Image) (NIH, USA)

Obr. Ukdzka podkladov pre stanovenie plochy prierezu 17
(vpravo) a pre stanovenie plochy stlpikov (v/avo)



Experimentalna Cast dizertaCnej prace- Stanovenie mechanickych vlastnosti v tlaku

Staticka skuska v jednoosom tlaku

PRINCIP STATICKEJ SKUSKY V TLAKU ZISKANE A DORATANE DATA
CISTY HYDROXYAPATIT
, Napadtie Napatie
VPE(;EOO?/T Vzorka F max [N] na prierezoch na stlpikoch
[MPa] [MPa]
200 Priemer 1360,633 21,107 58,289
Km sD 798,505 12,387 34,206
podl ) P Priemer 684,515 14,030 72,854
- Fodla vzorca: W SD 215,469 4416 22,932
. Priemer 322,001 5,528 44,474
F Km sD 269,706 3,280 26,391
o =—[MPa]
A Tab. Stanovené hodnoty maximalnej sily a z nej vyratané
hodnoty napétia na priereze a na stfpikoch
- Ziskané napatia na prierezoch sa pohybuju v
intervale od 3,28 MPa do 21,107 MPa
- Ziskané napatia na stlpikoch sa pohybuju v
Obr. Rozdrvena vzorka v Celustiach jednoosého :
e s intervale od 26,391 MPa do 72,854 MPa

18



Experimentalna Cast dizertaCnej prace- Stanovenie mechanickych vlastnosti v tlaku

Statistické vyhodnotenie ziskanvch dat

Krabicovy graf podfa skupin

® Krabicovy graf podfa skupin

50

80 45

Porovnanie napati na
prierezoch vzhladom na
velkost porov

30 o

25

20

Napatie na prierezoch [MPa]
k<

5

8 &
—
[—
|_
o
Napétie na priereze [MPa]
o
a
}7 o
.

Porovnanie napati na 10 i
stlpikoch vzhladom na il ; i L 1
velkost porov 0 . _
l 0 Median o Median
[ 25%75% -5 [] 25%75%
HAP_200 HATCP37_200 HATCP73_200 HATCP55_200 TCP_200 T Min-Max HAP_600 HATCP37_600 HATCP73_800 HATCP55_600 TCP_600 T Min-Max
Material Materidl
Rorovname napatina 0 KreoEon gt podfa s Obr. Porovnanie napatia na prierezoch podfa materialu z
prierezoch vzhladom na ktorého boli vzorky pripravené
material 0
—_ 50
= Napdtie na je zavislé materidli
AU DETeU! I . z ktorého je vzorka pripravena a
stlpikoch vzhladom na 2 ol ] T . , ., . ,
materidl je zavislé na velkosti pdrov
z

2 j i ° biokeramickych vzoriek

Obr. Vykonan4 $tatistickd analyza pre Udaje ziskané °
mechanickymi skdskami v tlaku = Ve
[]25%-75%
HAP_400 HATCP37 400  HATCP73.400  HATCPA5_400 TCPA0 T in-tar 19

Material



Experimentalna Cast dizertacnej prace- Stanovenie mechanickych vlastnosti v tlaku

/hodnotenie ziskanych dat

200 um

600 um

Porovnanie napatia v tlaku na priereze vzhfadom k hodnotam napétia
v tlaku pre humannu kost
80

70

g

Napitie v tlaku [MPa]
a
=3

w
S

20

10

Material

®HAP_200 mHATCP37_200 mHATCP73_200 ® HATCPS5_200 mTCP_200

Porovnanie napétia v tlaku na priereze vzhfadom k hodnotam napitia v
tlaku pre humannu kost

&

Naptie v tlaku [MPa]
8

B

WHAP WHATCP37 WHATCP?73 mHATCPSS mTCP

Kranium

Mandibula

Cervikalne stavce
Lumbalne stavce

Kranium

Mandibula

Cervikalne stavce

Lumbalne stavce

400 um

Porovnanie napitia v tlaku na priereze vzhfadom k hodnotam napitia v
tlaku pre humannu kost

F7Z7 MHIIMIMHITITHEIIIEH T IR RN Kranium

Mandibula

Napétie v tlaku [MPa]

Cervikalne stavce

Lumbalne stavce

WHAP WHATCP37 WHATCP?3 WHATCPSS mTCP

Obr. Porovnanie napatia v tlaku pre keramické vzorky a humanne kosti

Ako substituty kranidlnej kosti by mohli byt vytvorené porézne
Struktury s velkostou pdrov 200 um zo zmesi materialu Hydroxyapatit
a Trikalcium fosfat v pomere 30:70 a 70:30. Ostatné vzorky neslfiaju
parametre pre tuto potencionalnu aplikaciu.

Nahrady mandibuly (porézne Struktury s velkostou pérov 200 um) by
mohli vytvorené zo zmesi Hydroxyapatit a Trikalcium fosfat
v nasledovnych pomeroch 30:70; 70:30; 50:50.

Nahradou mandibuly by mohli byt porézne Struktury s velkostou
porov 400 um zo zmesi materialov Hydroxyapatit a Trikalcium fosfat
v pomere 30:70.
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Experimentalna Cast dizertacnej prace- UrCenie cytotoxického Ucinku biokeramickych vzoriek

pripravenych aditivnou technoldgiou

Stanovenie biokompatibility kalcium fosfatovych vzoriek

Priprava kubickych vzoriek
technoldgiou 3D tlace litografickou
technikou

BO24h
E48h
O072h

Izolacia humannych
mezenchymovych kmenovych buniek
z podkozného tuku

Poéet buniek [1 x 10°]
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Obr. Proliferacna aktivita kmenovych buniek izolovanych z podkoZzného tuku na biokeramickom skafolde

MTT test na stanovenie
cytotoxického ucinku

Obr. Dokaz pritomnosti mezenchymovych kmenovych
buniek na kalcium fosfatovom skafolde. Hore pohlad

zvrchu, dole pohlad zboku.
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Zaver

* Medicina, ako oblast aplikacie aditivhej vyroby je jedna
z najrychlejSie rastucich aplikacnych oblasti, cielom
aditivne vyrobenej  Struktury (implantatu) vyplnenie
oblasti defektu telu vlastnym tkanivom

e 7 dosiahnutych vysledkov mozno konstatovat, ze velkost
porov ma vplyv na napatie v tlaku na priereze
cylindrickych vzoriek, Co sa potvrdilo. Nebolo vsak
dokazané, ze kritickym parametrom je napatie v tlaku na
stipikoch, pretoze hodnoty napatia na stipikoch boli
nasobne vyssie ako hodnoty napatia v tlaku na priereze.

* Biokeramickée skafoldy nemaju negativny proliferacny
efekt pre kmenové bunky

Obr. Vzorka kranialneho implantatu pripraveného otestovanou
technoldgiou pre zamyslané miesto implantdcie
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