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Biodrukowanie S 7 owso

*» Biodrukowanie jest to zautomatyzowane, komputerowe
osadzanie warstwa-po-warstwie materiatow biologicznych
w celu produkcji funkcjonalnych tkanek i narzgdow.

“ Pozwala na (w jednym etapie) dowolne przestrzenne
rozmieszczenie komorek przez osadzanie biotuszu
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Metody biodrukowania ’T—’
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Table 1 Comparison of bioprinter types
Bioprinter type
Inkjet Microextrusion Laser assisted
Material viscosities 3.5-12 mPals 30 mPa/s to >6 x 107 mPals 1-300 mPa/s
Gelation methods Chemical, photo-crosslinking Chemical, photo-crosslinking, sheer Chemical, photo-crosslinking
thinning, temperature
Preparation time Low Low to medium Medium to high
Print speed Fast (1-10,000 droplets per second) Slow (10-50 pum/s) Medium-fast (200-1,600 mm/s)
Resolution or droplet size <1 pl to =300 pl droplets, 50 um wide b um to millimeters wide Microscale resolution
Cell viability >85% 40-80% >95%
Cell densities Low, <108 cells/ml High, cell spheroids Medium, 108 cells/ml
Printer cost Low Medium High
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Proces biodrukowania | jego etapy
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¢ Biotusze to wodne roztwory polimerow w ktorych zawieszone
sg komorki (mieszanina biomateriatu i komorek) - uzyte w celu
formowania substytutow tkanek technikg drukowania 3D.

s Sformutowanie wlasciwego biotuszu jest trudne, ze wzgledu
na koniecznosc¢ potaczenia wymagan procesowych oraz
idealnego srodowiska dla drukowania, wzrostu i roznicowania . .
komorek. M i ;

cell laden bioink

-

Wtasciwosci biotuszu

- Odpowiednie wtasciwosci reologiczne (stabilna zawiesina komarek,
mozliwos¢ wyttaczania)

- Szybkie, efektywne zelowanie

- WHtasciwosci mechaniczne umozliwiajgce manipulacje wytworzonym
rusztowaniem

- Biozgodnosc¢ polimerow oraz czynnika sieciujgcego




Przykiad |

Biodrukowanie tkanki chrzestnej *

*Wspotpracownicy: Krisztina Szoke, Magnus O. Oldergy,

a > Tommy Karlsen, Jan Brinchmann
e @
Y o -

/ Oslo University Hospital — Rikshospitalet, Norwegian Center
for Stem Cell Research, Oslo, Norwegia
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Mormal femoral Damaged
cartilage cartilage

Chondron technigue using fibrin gel

Ponad 20 milionow ludzi w Stanach Zjednoczonych cierpi z powodu choroby
zwyrodnieniowej stawu kolanowego (OA). W 2030 roku, 20% Amerykandw (okoto 70
min osob)> 65 roku zycia bedg narazeni na OA. Globalne statystyki ujawniajg ponad
100 miliondéw ludzi na Swiecie cierpi z OA, ktéra jest jedng z najczestszych przyczyn
niepethosprawnosci
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Tkanka chrzestna

Proteoglycan Ry
Aggregate : Chondrocyte .
\ 27N
¢ oo ! 0
Y
sl

h: Chondroitin sulfate ——

Collagen ” Link protein
fibre Core
protein

Schematyczne szkice najistotniejszych
glikozaminoglikanow (GAG) w chrzgstce
stawowe.

llustracja organizacji macierzy
zewnatrzkomorkowej (ECM) w tkance
chrzestnej

Schulz, R.M., Bader, A. Eur Biophys J (2007) 36:539-568)
A




Zatozenia

Biodrukowanie 3D konstrukcji hydrozelowych dla
inzynierii tkanki chrzestnej z:

* wysokg gestosci komérek (> 10/ BM-HMSCs /ml);
e wysokg przezywalnoscig komorek (> 85%);

» wysokg rozdzielczoscig druku (=100 um);

Z uzyciem biomimetycznych tuszy: kolagen, siarczan

chondroityny, kwas hialuronowy




Biomateriaty stosowane w druku 3D v =
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Materials Synthetic  Gelation mechanisms Gelation speed  Advantages Disadvantages
or natural
Acrylated PEG or  Synthetic Photopolymerization Seconds—minutes  Easy to control mechanical No biological activities,
multi-arm PEG properties needs modification
| Collagen Natural pH and temperature Hours Matural bioactivity, major  Slow gelation, lacks
component of native ECM  mechanical properties
Thiolated Natural pH-mediated Michael addition Minutes—hours Commercially available in ~ VWeak mechanical properties
hyaluronic acid kit with gelation for cell
adherence
Thiolated Natural Photopolymerization thiocl-ene Seconds Easily controllable, fast VWeak mechanical properties
hyaluronic acid gelation
Methacrylated Natural Photopolymerization Minutes Gelation speed modulated VVeak mechanical properties
hyaluronic acid by UV intensity
Tyramine Natural Chemical cross-linking (oxidative Seconds Fast gelling Difficult to control geometry
hyaluronic acid coupling, tyramine—H.O.) due to fast gelation
Gelatin Natural Temperature Minutes—hours MNatural cell adherent Unstable
Methacrylated Natural Photopolymerization Minutes MNatural cell adherent VWeak mechanical properties
| gelatin
Alginate Natural Chemical cross-linking (Ca™) Seconds Easy to create gel Difficult to control
microspheres geometry, no cell adherent
without modification
Fibrin Natural Enzymatic reaction (thrombin— Seconds Cell adherent Difficult to control geometry
fibrinogen)
PCL Synthetic Melt by high temperature Seconds Robust mechanical High temperature,

properties

incompatible with cells

A
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Alginate solution
/ Cell

Guo JF1, Jourdian GW, MacCallum DK.
Culture and growth characteristics of
chondrocytes encapsulated in alginate beads.
Connect Tissue Res. 1989;19(2-4):277-97.
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CaClz solution
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Wytworzenie biomimetycznego tuszu ’if 7 pwsioy

1. Zsyntetyzowano trzy grupy foto-utwardzalnych polimerow:

* metakryloamid zeletyny (GelMA);
» siarczan chondroityny metakrylowany grupami aminoetylowymi (CS-AEMA);

* metakryloamid kwasu hialuronowego (HAMA).

2. W celu syntezy polimerdéw przygotowano trzy biotusze:

e 6% w/w GelMA + 4% w/w ALG;
e 6% w/w GelMA + 4% w/w CS-AEMA + 4% w/w ALG;
e 6% w/w GelMA + 4% w/w CS-AEMA + 0.5% w/w HAMA + 4% w/w ALG.

Alginian stanowi kluczowy sktadnik do wytworzenia stabilnych widkien w
procesie biodrukowania 3D.

- _-———-'1
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Biodrukowanie wykorzystujagce system— < e
wspotosiowej igly y—

26 G dimension
{ID =250 pm, OD = 520 pm}
4% Alginate VG

19 G dimension
(ID = 690 pm, OD = 1070 pm})
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System wspotosiowej igty SR
zapewniajgcy wysoka rozdzielczos$é ey

,-" @ BM-MSCs "+,
_ ALG
Caz+
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!\, PHOTOCURABLE -
*.._POLYMERS _/

System wspotosiowej igty zostat zaprojektowany z myslg o szybkim
zelowaniu alginianéw za pomoca jonéw Ca?*.

Witdkna hydrozelowe uformowang poprzez podanie alginianu do czesci
wewnetrznej wspotosiowej igly (25G), zas CaCl, dozowano z czesci
zewnetrznej (19G).
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Drukowanie 3D biotuszy \f/->§—f prsioN

Precyzyjne dopasowanie
zadanego ksztattu

Rusztowania
zawieraty 50 warstw.
Grubosc¢ jednej
warstwy to 100 um
(wysokos¢ catosci =5
mm) Odlegtosé
miedzy wtdknami to
300 pm.
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Morfologia wydrukowanych rusztowan 8D__> —Z. s

» Wiokna zachowaty swoj okragty ksztatt

» Regularne pory wewnatrz rusztowania




Drukowanie 3D biotuszy

3D bioprinting of neonatal-size ear
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Kliniczne
odwzorowanie
i zachowanie
wymiaru
konstrukgc;ji
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Proces biodrukowania s

1 — Drukowanie 2 — sieciowanie UV @ 365nm 3 — In vitro hodowla
komorek/roznicowanie

Witdkna hydrozelowe formuja Fotoutwardzanie Réinicowénie BM-

polimeréw

w rusztowanie 3D hMSCs w chondrocyty

przez 21 dni.

celt laden bioink physmal crosslinking

: + | Coaxial Needles

|
|
|
Liquid
bioink | Step 1 - Bioprinting
| {termplating Ca-Alginate)
I
i
|
Hydroge! |
Fiber |
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3D biodrukowanie komorek BM-nMSCsy— 5 —> s
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3D-AlgGel

3D-AlgGelCs

3D-AlgGelCsHa

AlgGelCsHa

W celu zbadania czy proces
drukowania i sieciowanie UV wptywa
na przezywalnos¢ komaorek, 3 godziny
po drukowaniu przeprowadzono test
live/dead.

Przezywalnosé komoérek — 3 h po
drukowaniu — byto zawsze wyzsze
od 90%.




W
hydrozelowych widknach ——/< ——
AlgGelCsHa

Komorki umieszczone w
hydrozelowych wiéknach
zachowaty swoj okragly
ksztait

Zabarwiony cytoszkielet i jgdra komorkowe
hodowanych komorek przez 21 dni w
pozywce chondrogeniczne.

Jednak komorki, ktore wychodzg z wtokien przytaczajg
sie do powierzchni i majg bardziej wydtuzony ksztatt



~ Fluorescencja Immunocytochemiczna (ICC) dla 3D~ wim™
biodrukowanych konstrukcji po 21 dniach ink acf(‘““ --

Aggrecan Collagen 2 Collagen 1 Collagen 10

Produkcja agrekanu
i kolagenu typu 2
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Produkcja
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pomocg RT-gPCR
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Rusztowania 3D z GelMA + CSAEMA biotuszu (3D-AlgGelCs)
przewyzszyta inne biotusze pod wzgledem jakosci zdeponowanej ECM

o ——E———Y




E DESIGN

Wn I O S kl /i/>< 7 .. DIVISION

% Mozliwe jest wytwarzanie substytutow tkanki  chrzestnej
przeznaczonych do jej regeneracji stosujgc technike biodrukowania i
biomimetyczny biotusz zawierajgcy MSC.

W przysziosci muszg by¢ prowadzone dodatkowe
badania, aby lepiej wyjasni¢ zwiazek miedzy
wilasciwosciami mikrosrodowiska 3D hydrozelu i
réznicowania MSC.




Przyktad I

Biodrukowanie wysp trzustkowych*

)2

* Wspot. Dr Michat Wszota, WUM
MATERIALS



Cukrzyca typu |

W trakcie procesu autoimmunologicznego
zniszczeniu ulegajg komorki beta wysp
trzustkowych, produkujgcych insuline

Leczenie:
Przeszcgeplenl_e Wysp trzustkowych, komgrek or—
produkujgcych insuline, polega na pobraniu s

wysp trzustkowych od dawcy i wszczepieniu ich
osobie z cukrzyca.

> > bl 1 '
o / L. Glukoza jest
e . s magazynowana
< Pes * S ° W watrobie...
h ~
N
...  zuzywana przez
wszystkie narzady.

Problemy:

o - 2
»  insulina

» Pozyskanie odpowiedniej ilosci materiatu do Z0ROWR .,;.12.;.

przeszczepu— milion wysp do wykonania

jednego zabiegu ilf:wmye . s
« QOdrzuty przeszczepionych wysp Largenhansa " £n B site
« Obumieranie wysp po przeszczepie /) b . W ’khf;dg

l mniej insuliny F ... Nadmiar glukozy
lub jej brak "+ ., gromadzi sie we krwi.

050BA Z CUKRZYCATYPU 1
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Celem byto zbadanie, czy wyspy trzustkowe mozna stosowac jako
sktadnik biotuszu w procesie biodrukowania 3D

Drukowanie wysp trzustkowych
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. |Wyspy trzustkowe:

\

<> Ludzkie i mysie wyspy trzustkowe

Hydrozel:

<> 4% alginian sodu Drukowanie 3D

Sieciowanie:

Trzustkowe
rusztowania

http://www.qvision.es/blogs/joaquin-fernandez/2011/01/cross-linking-2-¢ es-el-

cross-linking-de-buena-familia/ ’q
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Hodowla rusztowan i wysp:
<> RPMI 1640 uzupetnionej 10% ptodowa surowicg bydlecg i
1% roztworem penicyliny-streptomycyny przez 10 dni
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Hodowla rusztowan/wysp trzustkowych — 5 —2 e

Dzien 1 - obrazowanie
Live/Dead za pomocqg
mikroskopii
fluorescencyjnej

< Zywe/ Martwe wyspy
trzustkowe po
wydrukowaniu
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Hematoksylina/eozyna:
<> Struktura wysp
trzustkowych

Barwienie ditizonem:
<> Struktura wysp
trzustkowych

A




MATERIALS
DESIGN

Whioski S

Wyspy trzustkowe mogg by¢
stosowane jako sktadnik biotuszu.

3D biodrukowanie wysp trzustkowych jest
mozliwe, ale konieczne s3 dalsze badania nad
optymalizacjg sktadu biotuszu.
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Podsumowanie

v" Rozwdj biomateriatdw, nanotechnologii oraz

biodrukowania 3D stwarza duze mozliwosci w tworzeniu:

v" nowych produktow medycznych i metod leczenia

dostosowanych do potrzeb pacjenta,

v" modeli tkanek i narzgdéw do badania nowych lekéw.

v Dalszy rozwdj biodrukowania 3D w medycynie wymaga

ciggtej wspotpracy inzynierow, biologow i lekarzy.
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PrzysztoSc biodrukowania S =2 o

,Bio-fabryka”

FARMA NARZADOW DRUKARNIA W SZPITALU

The Triumph of Regenerate Medicine” David Simonds
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Podziekowania:
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