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MEDYCYNA REGENERACYJNA — cykl dziatan terapeutycznych zmierzajgcych
do odtworzenia struktury i/lub funkcji uszkodzonych elementow strukturalnych
organizmu:

- komorki

- tkanki

- narzady

WYKORZYSTANE METODY

- stymulowanie lokalnej naprawy uszkodzenia (indukowane "gojenie"
skuteczniejsze, niz miatoby miejsce bez ingerencji terapeuty);

- przeszczepianie elementéw podoporowych dla regenerujgcej tkanki (skafoldy);
- przeszczepianie zywych komorek lub tkanek

DLACZEGO NIE WYSTARCZY TRANSPLANTOLOGIA?

- niedostateczna podaz tkanek i narzgdow

- niedopasowanie w zakresie zgodnosci tkankowej

- niedopasowanie w zakresie wymiarow i ksztattow (np przeszczepy kostne)



WYTWARZANIE TROJWYMIAROWYCH STRUKTUR NA POTRZEBY MEDYCYNY
REGENERACYJNEJ:

a) Metody "klasyczne":
- wyptukiwanie soli
- wytapianie porogenow
- spienianie gazami

b) Metody "additive manufacturing” (AM)
- stereolitografia (lata 80-te XX wieku)
- drukowanie 3D

[drukowanie "pustych" skafoldéw } [drukowanie tkanek}




Konstrukcja trojwymiarowych struktur (tzw.
skafoldoéw) tworzacych mechaniczna podpore dla
komorek regenerowanego narzadu

Skafoldy sa zasiedlane komoérkami w hodowli in
vitro lub komorkami migrujacymi do ich wnetrza
PO wszczepieniu do tkanek biorcy









Cell Isolation Cells growth

o 3 custom-made
. Scaffold

Patient
Patient

with BIOIMPLANT

CT+ =
Computer [ \
System
























sDrukowanie 3D” zywymi komorkami lub mieszaning
komorek i elementow podporowych celem
wytworzenia kompletnej struktury odtwarzanego
narzadu



OGRANICZENIA METOD AM W ZASTOSOWANIU DO KONSTRUKCJI ZYWYCH TKANEK

- temperatury >39°C

- kwasy lub alkalia

- toksyny

- naprezenia mechaniczne, gradient cisnien

- UV, promieniowanie jonizujgce, promieniowanie mikrofalowe
- laser duzej mocy

WYMOGI W ZAKRESIE KOMPONENTY KOMORKOWEJ

- zapewnienie zywotnosci komorek (czas, czynniki odzywcze i wzrostowe, mikrosrodowisko)
- umozliwienie proliferacji i roznicowania komorek w produkcie

- kompatybilnos¢ biomateriatu i urzadzenia modelujgcego ("drukarki")

- integralnosc i stabilnos¢ produktu korncowego

- biozgodnos$¢ produktu z organizmem biorcy



ZASADY DZIALANIA DRUKAREK 3D
a) drukarki typu ink-jet

- rozproszenie "atramentu biologicznego w postaci kropel zawierajgcych jedng
lub kilka — kilkanascie komorek

- linearny wyptyw strumienia z dyszy prostopadle do "biopapieru” tzn. podtoza,
na ktorym drukowana jest struktura trojwymiarowa

b) drukowanie metoda bezposredniego nanoszenia bioatramentu na
podtoze (direct — write)

Cechy wspadlne dla (a) i (b):

- bioatrament ztozony z ptynnego lub potptynnego nosnika komorek

utwardzajgcego sie po naniesieniu na podtoze (hydrozele, jak alginiany,
zelatyna, chitosan)

- komorki bezposrednio w zawiesinie lub upakowane uprzednio w podjednostKki
typu mikrokapsut lub blokéw chronigcych je przed uszkoczeniami podczas
druku

c) drukowanie wspomagane laserem (Laser-Assisted Cell Printing, LACP)

- komorki umocowane (zel) pod warstwg absorbujgcg swiatto lasera,
podwieszone pod ptytkg szklang

- aktywacja swiattem lasera odparowuje warstwe absorbujgcg wyrzucajgc
komorke na "biopapier”
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TABLE |. Comparison of Prominent Bioprinting Methods

Ink-Jet Bioprinting

Direct-Write Bioprinting

Computer-designed pattern

Method of pattern printing

Viscosity of printed material

Printed feature height

Printing resolution

Print multiple materials in single pass
Nozzle or needle size

Dispense cells

Dispense complex, multicellular clusters
Cell viability after printing

Yes

Pattern rasterized into dots
3.5-12 mPa s?’

5 um?*
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YBS15.21.24
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15,22, 71
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No
Greater than 85%22
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Pattern translated into lines
30 to >6 x 10" mPa s?

10 pm tomillimeters®?'
b uma

NDE,31

20 um to millimeters®®
Yest2728

Yeg2325.29
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® Viscosities measured with Brookfield Digital Rheometer, model DV-1l1+.
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5. Wiist et al {Acta Biomaterialia 10 {2014) 630-640
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FIGURE 4. Example of simple two-material direct-write printed pattern. {(a) Line path representing printed high viscosity material (green) and
low viscosity material {red). Actual images of bioprinted high viscosity 40 wt % Pluronic F127 (b) followed by low viscosity collagen with sus-
pended microvascular cells and microvesesl fragments (c). After 7 days of culture, cells and fragments (green) form neovascular networks within
the patterned collagen (d).

a) Y | Y | L _ '

select substrate print high print multiple layers fill mold with cold, print cells or other material
or scaffold viscosity material to form mold unpolymerized collagen within collagen volume




Koch et al: Skin Tissue Generation by Laser Cell Printing
Biotechnology and Bioengineering, Vol. 109, Na. 7, July, 2012

laser pulse
laser absorbing Iayar

e

gel with cells

Figure 1. Top: Sketch of the lasar printing setup. The cell-hydrogel compound is propelled forward as a jat by the pressure of a laser-induced vapour bubbla. Layer-by-layer a
30 cell pattern is generated. A printed grd structure (top view) of fibroblasts (green) and keratinocytes (red) demonstrates micropatterning capabilities of the laser printing
technigue. Bottom: Seven alternating colour-layers of red and green keratinocytes {left; detail ight). Each colour-layer consists of four printed sublayers. A histological section was
prepared 18h after printing. The whole structure has a height of about 2 mm and a base area of 10mm = 10 mm Scale bars are 500 m. [Color figure can be seen in the online

varsion of this aricle, available at hope/feileyonlinelibrany. comyhit)



Laser Assisted Cell Printing

L. Koch, M. Gruene, C. Unger and B. Chichkov
Current Pharmaceutical Biotechnology, 2013, Vol. 14, No. I 93




DRUKOWANIE STRUKTUR ZLOZONYCH Z ROZNYCH TYPOW KOMOREK
- tkanki i narzgdy majg strukture ztozong z réznych typow komorek

- organizacja przestrzenna komoérek w tkance jest warunkiem koniecznym dla jej
funkcjonowania

- reakcje przestrzenne pomiedzy komdorkami w uktadzie 3D determinujg ich funkcje i
kierunkujg ich réznicowanie i dojrzewanie

- naczynia krwionosne sg niezbedne dla zachowania zywotnosci komorek i tkanek

PRZYKLADY TKANEK | NARZADOW AKTUALNIE MOZLIWYCH DO ODTWARZANIA
TECHNIKA DRUKU 3D (FAZA EKSPERYMENTALNA)

- kosc¢

- fragment oskrzela

- elementy struktury nerki
- naczynie krwionosne

- skéra

- krtan

- moczowod



PROBLEMY | PERSPEKTYWY DRUKOWANIA 3D W MEDYCYNIE REGENERACYJNEJ
- metody szybkiego wytwarzania duzych struktur zawierajgcych zywe komorki

- metody tgczgce formowanie struktur komorkowych z mechanicznymi nosnikami (skafoldy z
wbudowanymi komaorkami)

- zroznicowanie dostepnych "cegiet" tzn. modutow podstawowych ztozonych z pakietow
komorek, substancji miedzykomaorkowej lub polimerdw i mineratow

- opracowanie modutow zawierajgcych cytokiny — czynniki wzrostu i réznicowania

- metody druku 3D bezposrednio w organizmie pacjenta, np. laparoskopowe odtworzenie
watroby, trzustki, naczyn krwionosnych

- techniki 3D w neurologii i neurochirurgii



Jak stworzy¢ cztowieka?

Bog Stworca: od razu, Ewolucja — niekonczaca sie metoda
wedtug gotowej receptury »prob i btedéow”

Druk 3D — na kim sie wzorowac?
Produkty koncowe czy materiaty konstrukcyjne?
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