1. Metody badania oddziatywania komorek z polimerami
2. Oddziatywanie komorek z powierzchnia polimeru
3. Oddziatywanie komorek z polimerami w zawiesinie
4. Oddziatywanie komorek z trojwymiarowa macierza
i zelami







Nanostruktury kolagenowe z chitosanem
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kolagen polikaprolakton
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Barwienie fluorescencyjne fibroblastow na macierzy PCL




fibrylarna siec kwasu poliglikolowego

17 Bum

h17H

Smith & Mooney 2000



Hepatocyty na ggbczastym nosniku z kwasu poli-L-mlekowego

/ dni po przeszczepie




PLGA - nosnik ggbczasty
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Mikrokapsutki z alginianu wapnia z hepatocytami
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Sztuczna watroba

Collagen/chitosan/heparin matrix for a bioartificial liver
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Figure 1. A sketch of the implantable bioartificial liver.

Wang et al. 2005



Tereftalan polietylenowy (PET)

Basu et al. Tissue Engineering 2005



Tereftalan polietylenowy

Srednica poréw 65 um

Basu et al. Tissue Engineering 2005
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. Wtokna tereftalanu
d polietylenowego (PET)
Z preadipocytami
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e wysoka porowatosc
e duza powierzchnia adhezji
e wytrzymatosc strukturalna
e specyficzny ksztatt
e biokompatybilnosc



Metody syntezy polimerowych nosnikow

e Wigzanie wtokien

e Odlew roztworu i wyptukiwanie
e Uwarstwianie

e Wyttaczanie

e Piana gazowa

e Zamrazanie-suszenie

e Rozdziat faz

e Polimeryzacja in situ



Wiazanie (spajanie) wtokien

e PLLA rozpuszczony w chlorku metylenu i wylany na siec PGA
e Odparowanie rozpuszczalnika

e Podgrzewanie mieszaniny do temp. topnienia PGA - krzyzowe
wiazanie wtokien

e Hartowanie kompozytu
e Suszenie w prozni



Increasing capillary-screen distance
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Odlew rozpuszczonego polimeru
Z czasteczkami soli

e Polimer rozpuszczony w chloroformie

e Krysztaty soli nierozpuszczalne w chloroformie
e Mieszanina - odparowanie rozpuszczalnika

e Suszenie polimeru w prozni



Uwarstwianie noshika

e Nosniki 3-wymiarowe o ksztattach anatomicznych

e Metoda odlewu rozpuszczonego polimeru z czasteczkami soli
- cienkie warstwy ,,sklejane” poprzez zwilzanie
chloroformem



Odlew rozpuszczonego polimeru
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Wua et a 2006




wyttaczanie
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[njecting microsphere suspension into conduits: (1) Syringe, (2) O ptical micrograph of a conduit fabricated from PLGA and salt
Microsphere suspension, (3) Support structure, (4) Conduit, (5) PBS crystals of a diameter range from 130 to 300 um, a salt weight fraction
solution. The arrows indicate the flow of the microsphere suspension. of 90%, and an extrusion temperature of 250 C. Bar 1s 1 mm.

Widmer et al. Biomaterials 1998




Spienianie gazem

e Kompresja polimeru - skondensowana tabletka polimerowa
e Nasycenie polimeru CO,- wysokie cisnienie

e Redukcja cisnienia - nukleacja i formowanie porow w
macierzy polimerowej (pory zamkniete)

Stosowanie krysztatkow soli przed kompresja PLGA, po
dekompresji wyptukiwanie soli---- otwarte pory
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Polimerowe mikrosfery .
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Rodziat faz

e Metoda wytwarzania nosnikow aktywnych czasteczek

e Inkorporacja aktywnych molekut z zachowaniem ich
aktywnosci podczas produkcji nosnika

¢ Rozpuszczenie polimeru - w rozpuszczalniku (fenol/naftalen) temp. 55°C
¢ Wprowadzenie biomolekut
¢ Kontrolowane chtodzenie do pojawienia sie separacji 2 faz-
1) polimer modyfikowany biomolekuta
2) Rozpuszczalnik
¢ Hartowanie - utworzenie dwufazowego bloczka
¢ Sublimacja



Formowanie gabek polimerowo-ceramicznych

Thomson et al. Biomaterials 1998
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Fig. 6. SEM photomicrographs of PLGA 85:15/hvdroxvapatite fiber composite foams after leaching of salt porogen. Foam cvlinders were
manufactured using salt as a porogen with the following initial weight fractions: (a) 60%, (b) 70%, (c) 80%, (d) 90%. The cylinders were then cleaved
along their longitudinal planes to form the half-cvlinders shown. Foams were fabricated using a polymer: fiber weight ratio of 7:6 and salt particles
with diameters in the range 300-500 pm.
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Polimeryzacja in situ

e PMMA- polimetylometakrylan - cement kostny
e PPF- fumaran polipropylenowy



technika

opis

zalety

wady

wigzanie widkien

elektroprzedzenie

odlew stopu

Odlew rozpuszczonego
polimeru z odptukaniem
czgsteczek soli

laminowanie membran

wyttaczanie

zamrazanie i suszenie

widkna polimerowe s3
podgrzewane i tgczone w
punktach przeciecia

otrzymywania widkien ze
stopionych polimerdw lub ich
roztwordw z zastosowaniem
wysokiego napiecia

polimer i porogen
podgrzewany w matrycy,
zestalanie, wyptukiwanie
porogenu

porogen przytgczony do
polimeru , zestalony; progen
nastepnie odptukany

cienkie warstwy porowatego
polimeru tgczone chemicznie

Podgrzany polimer
przeciskany przez ttok,
formowany jest 3-wymiarowy
profil o Srednicy ttoka

emulgowany roztwor
polimeru, emulsja
umieszczona w matrycy,
zamrozona

tatwa procedura, wysoki
stosunek pola powierzchni do
objetosci nosnika

kontrolowana grubos¢
widkien

kontrola ksztattu w matrycy,
umozliwia inkorporacje
materiatow kompozytowych

mate zuzycie materiatu,
wysoka porowatosc,
mozliwos¢ inkorporacji
materiatow kompozytowych

Scisle okreSlona geometria,

nie widoczne potgczenia
miedzy warstwami

Mozliwosc tworzenia struktur
tubularnych

potgczenia miedzy porami

wysokie temperatury
przetwarzania, ograniczona
kontrola porowatosci

ograniczona kontrola
porowatosci, staba
wytrzymatos¢ mechaniczna

pory niepotgczone
wysoka temperatura procesu

pory nie pofgczone,
mozliwos$¢ pozostania
resztkowych porogenow i
rozpuszczalnika

dtugotrwata procedura,
toksyczne rozpuszczalniki,
koniecznos¢ definiowania
ksztattu kazdej warstwy

Wysokie temperatura i
ciSnienie konieczne do
przeprowadzenia procesu

mata porowatosc,
ograniczenia w rozmiarach |
porowatosci rusztowania




technika

opis

zalety

wady

rozdziat faz

emulsja o wysokiej zawartosci
fazy wewnetrznej

spienianie gazem

samoformujgce sie peptydy

polimeryzacja in situ

polimer rozpuszczony w
rozpuszczalniku, dodane
bioaktywne molekuty —
homogenna mieszanina;
schtadzanie i mrozenie
powoduje rozdziat faz —
rozpuszczalnik odparowany

emulsja woda w oleju,
monomery fazy organicznej
biorg udziat w syntezie |
krzyzowym wigzaniu
polimerowych skafoldow z
porami

polimer uprzednio poddany
kompresji poddany dziataniu
gazu pod wysokim cisnieniem —
pory formujg sie wraz ze
spadkiem cisnienia

zaprojektowane peptydy
formujg kompeksy (sfery,
witdkna, arkusze) poprzez
oddziatywania
hydrofilowe/hydrofobowe

polimer jest wstrzykiwany do
miejsca przeznaczenia i
polimeryzyje lub wigze
krzyzowo po implantacji

potencjalne nosniki lekow,
bioaktywne molekuty chronione
przed rozpuszczalnikiem

Mozliwosc iniekcji, dobre
rozmiary porow, mozliwosc
uzycia polimerow
biodegradowalnych

brak rozpuszczalnika, poprawa
adhezywnosci komorek

mogg by¢ zaprojektowane dla
promowania wybranych funkcji
komorek

mozliwa natychmiastowa
implantacja

resztkowy rozpuszczalnik,
ograniczony rozmiar porow

wysoka temperatura procesu

ograniczony rozmiar porow i
brak potgczen miedzy nimi

kosztowne materiaty

ograniczone wlasnosci
mechaniczne, porowatosc,
szkodliwa polimeryzacja




“Top-down” approach

Scaffold
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Cell proliferation Scaffold
ECM deposition = degradation

“Bottom-up” approach
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A Fabrication of microgels encapsulated with celis
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Assembly of multi-layer spheroid construct

One-layer Two-layer Three-layer Magnetic rod
assembly assembly assembly
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TROJWYMIAROWE BIODRUKOWANIE

TKANKI BIOMIMETYCZNE



Nadrzedne cele biodrukowania

e Drukowanie pojedynczymi komorkami lub agregatami
e Odktadanie materiatu warstwa po warstwie

e Zachowanie wtasciwej integralnosci strukturalnej (fuzja
warstw)

e Wytwarzanie struktur naczyniowych



obrazowanie
uszkodzonej tkanki

projektowanie
tkanki

Biomimicry

Self-assembly

Mini-tissues

Etapy biodrukowania

wybor materiatu

Natural polymers

Le

wybor komorek biodrukowanie
Differentiated cells Maturation

Plurpotent stem cells

Multipotent stem cells

Murphy & Atala Nature Biotechnology 2014



Rodzaje biodrukowania

” H H
»atrament mikrowyttaczanie biodrukowanie laserowe

Inkjet bioprinter \ b ‘ Microextrusion bioprinter \ ct Laser-assisted bioprinter

Energy- Laser Donor
absorbing pulse slide
layer

Thermal Piezoeletric Pneumatic Piston Screw

Piezoelectric
actuater

Murphy & Atala Nature Biotechnology 2014



Poréwnanie wybranych parametrow biodrukowania

Lepkos¢ materiatu 3,5—-12 mPa/s 30mPa/s do >6 x 10’ mPa/s 1- 300 mPa/s
Metoda zelowania chemiczna, fotosieciowanie chemiczna, fotosieciowanie, chemiczna, fotosieciowanie
termiczna

Czas przygotowania [] [ 1 I

Szybkos¢ drukowania szybko (1 — 10 000 kropel/s) wolno (10 — 50 um/s) Srednia (200 — 1 600 mm/s)

Rozdzielczos¢ lub rozmiar

kropel <1 pl do >300 pl, szerokos¢ 50 um  Szerokos¢ od 5 um do mm Mikro

Zywotno$¢ komorek >85% 40-80% 95%

Gestos¢ komorek Niska, < 1mIn komérek/ml Wysoka, sferoidy komorkowe Srednia, 100 mlIn komdrek/ml

Koszt drukark O] — E—

Murphy & Atala Nature Biotechnology 2014



Przyktady biodrukowanych tkanek ludzkich

Two-dimensional tissue

— Skin

Cartilage
Skin

Hollow tubes

Trachea

/\.
@—%— Heart valve

i— Vasculature

Vasculature Aortic valve Tracheal splint

Solid organs




Podpora (rusztowanie) dla wzrostu nowej tkanki - maksymalna
dostepnosc substancji odzywczych, aktywnych czynnikow
farmaceutycznych do komorek, utatwmny kontakt
miedzykomorkowy

Hamowanie aktywnosci proliferacyjnej komorek - kiedy jest
niepozadana

Sterowanie odpowiedzig komorkowa w tkance - wzmacnianie
jednych - hamowanie innych

Wzmacnianie adhezji komorkowej i nastepnie aktywacje komorek
(adhezja, proliferacja i produkcja sktadnikow macierzy przez
flbroblasty w trakcie gojenia skory)

Hamowanie adhezji komorkowej - ptytki - przeszczep naczyniowy

zapobieganie odpowiedzi biologicznej (przeciwciata blokujace
przeciwko komorkom wykorzystanym w przeszczepie)



Pozadane cechy materiatow biodegradowalnych:

Mozliwosc masowej produkcji
Zdolnosc polimeryzacji w spodziewanym ksztatcie

Wtasnosci mechaniczne adekwatne do krotkotrwatego spetniania
funkcji tkanki, nie kolidujace z dtugotrwatg funkcja

Niska lub pomijalna toksycznosc produktow degradacji w lokalnym
otoczeniu i ogolnoustrojowa

Kompatybilnosc w aplikacjach, ktore wymagaja uwalniania lub
adhezji aktywnych sktadnikow (drug delivery system)



