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Abstract:

Introduction: 3D bioprinting is a continuously refined technology that enables tissue structures to be faithfully
reproduced, using specially developed bioinks and 3D printers. Thanks to its versatility, it is possible to use it in
regenerative medicine and transplantation, which could have a positive impact on the survival and comfort of
patients with injuries and those awaiting transplantation.

Aim of the study: Summarise the current state of knowledge on the use of 3D bioprinting technology in the field
of regenerative medicine and transplantation, to present the extent of the method's capabilities and examples of
its applications, and to outline what role it will play in the future of medicine.

Methods and materials: A review of the literature available in the PubMed database and Google Scholar from
the last 5 years was conducted, using the following keywords: 3d bioprinting, regenerative medicine, tissue
biofabrication.

Results: Significant progress has been made in the field of bioprinting and various types of tissue are now being
printed and tested. Current research into the printing of skin tissue leads us to believe that in the coming years,
3D bioprinting using stem cells will make it possible to significantly improve the treatment of skin injuries.
Researchers are also working on using this technology in the field of neurology and bone damage. Despite many
technical difficulties, the results of their work are promising.

Conclusion: The dynamic development of 3D bioprinting technology offers the hope of eliminating the main
transplantation problem related to donor availability. However, the road to wider clinical application of this
technology is still a long one, due to the numerous technological difficulties associated with the development of
bioprinters, advanced printers and a thorough understanding of human tissue architecture. With the current
intensified research in this field, it is expected that these problems will be eliminated in time and the technology
will gain more interest from clinicians.

Key words: bioprinting 3d, regenerative medicine, tissue biofabrication

Abstrakt:

Wprowadzenie: Biodruk 3D jest ciagle dopracowywana technologia, ktéra umozliwia wierne odwzorowanie
struktur tkankowych, przy wykorzystaniu specjalnie opracowywanych biotuszow i drukarek 3D. Dzicki swojej
wszechstronnosci mozliwe jest wykorzystanie jej w medycynie regeneracyjnej i transplantologii, co mogto by
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wplyna¢ pozytywnie na przezywalnos$¢ i komfort Zycia pacjentow z uszkodzeniami ciata i oczekujacych na
przeszczep.

Cel pracy: Podsumowanie aktualnego stanu wiedzy na temat korzystania z technologii biodruku 3d w
dziedzinie medycyny regeneracyjnej i transplantologii, przedstawienie zakresu mozliwosci tej metody oraz
przykladow jej zastosowan, a takze nakres$lenie jaka rolg bedzie odgrywata w przyszto$ci medycyny.

Materialy i metody: Dokonano przegladu literatury dostgpnej w bazie PubMed oraz Google Scholar z okresu
ostatnich 5 lat, uzywano nastgpujacych stow kluczy: ,bioprinting 3d”, ,regenerative medicine”, ,tissue
biofabrication”.

Wyniki: W dziedzinie biodruku dokonat si¢ znaczny postep i obecnie drukuje si¢ oraz testuje rdzne rodzaje
tkanek. Aktualnie prowadzone badania nad drukowaniem tkanki skoérnej pozwalaja wierzyé, ze w
nadchodzacych latach biodruk 3D z zastosowaniem komoérek macierzystych pozwoli na znaczne usprawnienie
procesu leczenia uszkodzen skornych. Naukowcy pracujg takze nad wykorzystaniem tej technologii w dziedzinie
neurologii i uszkodzen kostnych. Pomimo wielu trudnos$ci technicznych wyniki ich prac sa obiecujace.

Podsumowanie: Dynamiczny rozwdj technologii biodruku 3D daje nadziej¢ na wyeliminowanie gtdéwnego
problemu transplantologii zwigzanego z dostgpnoscia dawcow. Jednak droga do szerszego zastosowania
klinicznego tej technologii jest ciagle daleka, ze wzgledu na liczne trudnosci technologiczne zwigzane z
opracowywaniem biotuszow, zaawansowanych drukarek i doglgbnym poznaniem architektury tkanek ludzkich.
W obliczu aktualnie zintensyfikowanych badan w tej dziedzinie nalezy oczekiwac, iz problemy te zostang z
czasem wyeliminowane, a technologia zyska wigksze zainteresowanie klinicystow.

Stowa klucze: bioprinting 3d, regenerative medicine, tissue biofabrication

L. Wprowadzenie

Medycyna regeneracyjna i inzynieria tkankowa to galezie nauki, ktore rozwingty si¢ w odpowiedzi na naturalne
ograniczenia ludzkiego organizmu w dziedzinie odbudowy wiasnych tkanek. Dotychczasowe metody leczenia
byty limitowane liczbg dawcow organdw i stanem ich zdrowia. Rozwigzanie tych probleméw moze stanowic
tworzenie zywych i funkcjonalnych tkanek w warunkach laboratoryjnych, za pomoca biodruku 3d [1]. Biodruk
3d umozliwia precyzyjne odtworzenie architektury struktur organow, dzieki doktadnej kontroli rozmieszczenia
przestrzennego i sktadu substancji, co zapewnia duzg wszechstronno$¢ w wytwarzaniu funkcjonalnych tkanek
biomimetycznych [2]. Aktualne mozliwosci tej technologii pozwalaja na odtwarzanie tkanek takich jak chrzastka,
tkanka kostna i skéra, w stopniu zblizonym do biologicznego oryginatu [3]. Podejmowane byly takze proby
generowania tkanek o bardziej skomplikowanej budowie jak przykladowo naczynia krwionosne, czy chrzastka
ucha ludzkiego, jednak ciagle istnieja czynniki istotnie utrudniajagce wytworzenie w peli funkcjonalnych,
duzych i ztozonych organéw. Nalezg do nich przede wszystkim prawidtowe unaczynienie, zywotno$¢ komorek i
ich prawidlowe rozmieszczenie [4]. W procesie biodruku 3D mozemy wyodrebni¢ trzy glowne etapy:
preprocessing (przetwarzanie wstgpne), processing (przetwarzanie) i postprocessing (przetwarzanie wtorne).
Przetwarzanie wstgpne obejmuje generowanie projektu komputerowego (CAD) interesujacej nas tkanki lub
narzadu. Schemat tkanek i narzadow moze by¢ wygenerowany przy uzyciu technik obrazowania medycznego,
takich jak tomografia komputerowa (CT) lub rezonans magnetyczny (MRI) [4,5]. Schemat ten jest nast¢pnie
przeksztatcany w heterogeniczny model opisujacy sktad materiatu i komorek i ich rozmieszczenie. Struktury 3D
sa odtwarzane poprzez redukcje poszczegolnych prototypoéw do serii warstw dwu-wymiarowych (2D). Proces
drukowania polega na jednoczesnym osadzaniu komorek i biomaterialow przy uzyciu wspomaganych
komputerowo technik precyzyjnego rozmieszczenia sposobem ,warstwa po warstwie”. Przetwarzaniem
wtornym jest inkubacja wydrukowanych konstrukceji tkankowych w bioreaktorze [5].

II. Cel pracy:

Celem pracy jest podsumowanie aktualnego stanu wiedzy na temat korzystania z technologii biodruku 3d w
dziedzinie medycyny regeneracyjnej i transplantologii, przedstawienie zakresu mozliwosci tej metody oraz
przyktadow jej zastosowan, a takze nakreslenie jaka rolg bedzie odgrywata w przyszto§ci medycyny.
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111. Materialy i metody:

Dokonano przegladu literatury dostgpnej w bazie PubMed oraz Google Scholar z okresu ostatnich 5 lat,
uzywano nastepujacych stow kluczy: ,,bioprinting 3d”, ,,regenerative medicine”, ,tissue biofabrication”.

IV.  Wyniki

IV a. Zastosowanie biodruku 3D w leczeniu tkanki skornej

Skora odgrywa kluczowa role w ochronie organizmu przed $rodowiskiem zewngtrznym. Jej budowa jest
integralnie zwigzana z jej funkcjg - fizyczng barierag ochronna, termoregulacja, funkcja zmystowa, homeostaza i
rola immunoprotekcyjng. Wszelkie proby zastgpienia ubytkéw skory o pelnej lub czgéciowej grubosci musza
doktadnie odtwarza¢ jej architekture, aby mogta spetnia¢ wyzej wymienione funkcje. Wspotczesna inzynieria
tkankowa skory polega na wykorzystaniu keratynocytéw, wyizolowanych z czeSciowej lub petnej grubosci skory
poprzez trawienie enzymatyczne, posianych na bioaktywne rusztowania [6]. Na poczatku procesu obrazy tkanki
skornej uzyskane dzigki obrazowaniu tomografia komputerowsa, rezonansem magnetycznym lub USG moga by¢
wykorzystane do rekonstrukcji modeli 3D skory. Modele te postuza w nastepnym kroku do zaprojektowania
architektury wewnetrznej odtwarzanej tkanki [7].

Z pomocy algorytméw komputerowych kierujacych szlakami drukowania odbywa si¢ w konficu rzeczywisty
proces drukowania taki jak: drukowanie laserowe, drukowanie ekstruzyjne i drukowanie kropelkowe tkanki
skornej [6,7].

Biodruk konstrukcji wypetnionych komorkami skory mozna przeprowadzi¢ metoda in vitro lub in situ.
Konstrukt skory wydrukowany in vitro moze dojrzewa¢ w bioreaktorze przed wszczepieniem w miegjsce rany w
celu dalszego dojrzewania, natomiast konstrukt wydrukowany in situ jest naktadany bezposrednio na zranione
miejsce, a cialo dziata jak fizjologiczny bioreaktor [8]. Udane tréjwymiarowo wydrukowane modele skory moga
by¢ wykorzystane jako modele in vitro do rozwoju farmaceutykéw, testowania systemow dostarczania lekoéw i
badan substancji farmaceutycznych. Biodruk skory 3D wykazuje rowniez duzy potencjat do zastosowan w
transplantacji w leczeniu zmian skérnych. Tradycyjne strategie leczenia uszkodzen skoéry obejmuja preparaty
plynne, opatrunki na rany, autoprzeszczepy i alloprzeszczepy. Ze wzgledu na ograniczenia tych metod, takie jak
niezdolno$¢ do wspierania regeneracji utraconej skory, ograniczona dostepnos¢ miejsc- dawcow lub odrzucenie
immunologiczne, sztuczne substytuty skory sga stosowane w potgczeniu z tradycyjnymi metodami, takimi jak
autoprzeszczepy [7,8]. Ponadto drukowana w 3D macierz zewnatrzkomorkowa (ECM — extracellular matrix)
ulatwia jednoczesne i wysoce specyficzne osadzanie wielu typow komorek skory i biomateriatow, co jest
procesem, ktérego brakuje w konwencjonalnych metodach inzynierii tkankowej skory. Ostatnio, ze wzgledu na
zdolno$¢ do samoodnawiania i réznicowania, rézne komorki macierzyste sa szeroko stosowane w drukowaniu
substytutow skory. Komoérki macierzyste pochodzace z pitynu owodniowego (AFSCs) sa szeroko
pluripotencjalne i zidentyfikowano ich zdolno$¢ do réznicowania si¢ w komorki wszystkich trzech linii. Zostaty
one uzyte do biodruku bezposredniego na ranach skory u myszy z powodu ich immunokompetencji. Wyzszy
stopien zamknigcia rany i reepitelializacji mozna bylo zaobserwowaé na ranie po zastosowaniu zelu fibrynowo-
kolagenowego zawierajacego zar6wno AFSCs i mezenchymalnych komoérek macierzystych (MSCs) [8,9].

Istnieja rézne produkty dostepne komercyjnie i w wykorzystaniu klinicznym, ktére mozna podzieli¢ na trzy
gléwne rodzaje: konstrukty naskorkowe, skorne i1 dermoepidermalne. Substytuty naskoérka zawierajace
autologiczne keratynocyty moga by¢ stosowane w leczeniu zmian, w ktérych uszkodzony jest naskorek.
Keratynocyty sa zwykle izolowane z naskdrka jako zrédla komorek poprzez biopsje skéry na powierzchni
obszaru 2-5 cm2 [7]. Substytuty skéry sa wymagane do przeszczepu w przypadku leczenia zmian o pelnej
grubosci, gdzie uszkodzony jest zarowno naskorek, jak i1 skora wlasciwa. Jednakze, konstrukty skorne musza by¢
w takim przypadku pokryte warstwg naskorka. Substytuty dermoepidermalne zawierajace warstwe naskorka i
skory wlasciwej sg najbardziej zaawansowanymi konstrukcjami w uzyciu klinicznym. Dzigki obecnosci zar6wno
keratynocytow, jak i fibroblastow, konstrukty te sa w stanie przypomina¢ architekture skory poprzez
wspomaganie regeneracji warstwy skornej i naskorkowej [7,8,9]. Biodruk 3D jest spersonalizowany, umozliwia
poprawe konstrukcji skory, skraca czas oczekiwania pacjenta na wygojenie oraz znajduje zastosowanie w
leczeniu réznych obszarow i/lub réznych glebokosci ran [10].

IV b. Spersonalizowane przeszczepy kostne
W dziedzinie biodruku dokonat si¢ znaczny postep i obecnie drukuje si¢ oraz testuje rézne rodzaje tkanek. Jedng

z nich jest tkanka kostna. Na calym $wiecie istnieje niezwykle wysokie zapotrzebowanie na funkcjonalne
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przeszczepy kostne. Aktualnie tylko w samych Stanach Zjednoczonych okoto pot miliona pacjentéw rocznie
przechodzi naprawde defektu kostnego. Stanowi to powdd, dla ktorego biodruk tkanek szkieletowych takich jak
ko$¢ i chrzastka jest jednym z glownych obszarow zainteresowania w dziedzinie inzynierii tkankowej i
medycyny regeneracyjnej [11]. Specyficzny dla pacjenta substytut przeszczepu kostnego moze by¢ wytwarzany
za pomocg pliku CAD (Computer-Aided Design) i drukarki 3D. Model CAD oparty na rentgenowskiej
tomografii komputerowej (X-ray CT) lub obrazowaniu rezonansu magnetycznego (MRI) pacjenta umozliwia
spersonalizowane podejscie do konkretnego pacjenta [11,12]. Druk 3D moze réwniez pomoc w konstruowaniu
specyficznych architektur dla réznych proceséw, ktore zachodza podczas regeneracji kosci. Przyktad stanowi
unaczynienie, ktore odgrywa gtownag rolg w gojeniu si¢ kosci i moze by¢ stymulowane za pomoca pewnych
struktur wytwarzanych w 3D. Biomolekuty w hydrozelach o réznych stezeniach i wlasciwosciach wykazuja
rozne szybkosci uwalniania, co pozwala na sekwencyjne dostarczanie lekéw [12]. Wykazano, ze zwigkszona
skuteczno$¢ regeneracji kosci moze by¢ obserwowana zaréwno in vitro jak i in vivo, gdy czasteczki bioaktywne
sa wbudowane w rusztowania drukowane w 3D o trwatym lub zaprogramowanym profilu uwalniania. Co wigcej,
poprzez integracj¢ komorek z biologicznymi atramentami, mozliwy jest biodruk spersonalizowanych implantow
z biomimicznymi komponentami i mikrostrukturami w celu przywrécenia struktury i funkcji uszkodzonych
kosci [11,12]. Dobér materiatow wejsciowych jest krytycznym elementem w bioprintingu 3D. Roézne klasy
biomateriatow zostaly wykorzystane do wytworzenia trojwymiarowych nanoptytek dla zastosowan w inzynierii
tkankowej kos$ci. Bioaktywne rusztowania ceramiczne na bazie fosforanu wapnia, rusztowania na bazie
polimeréw oraz kompozyty bioaktywnych rusztowan ceramicznych i polimerowych na bazie fosforanu wapnia
byly dotychczas szeroko wykorzystywane [13].

IV c. Zastosowanie biodruku 3D w leczeniu uszkodzonych polaczen nerwowych

Urazy uktadu nerwowego powoduja zaburzenie sieci neuronowych i przekazywania informacji w catym
organizmie. Moze to w ostatecznosci prowadzi¢ do utraty funkcji motorycznych i sensorycznych. Niestety opcje
terapeutyczne sg ograniczone z powodu réznych przeszkod, w tym braku wskazowek dotyczacych przezycia i
regeneracji, niemoznosci nasladowania $rodowiska mechanicznego i chemicznego w miejscu urazu oraz
niemoznos$ci skutecznego dostarczenia komoérek macierzystych do uszkodzonej tkanki. Biodruk 3D moze
sprosta¢ tym wyzwaniom na wiele sposoboéw: 1) drukowane rusztowania mogg by¢ obcigzone matymi
czasteczkami lub biatkami, ktére wzmacniajg regeneracjg, 2) charakterystyka biotuszu moze by¢ dostrojona tak,
aby nasladowac specyficzne mikrosrodowisko pozakomorkowe, a 3) rusztowania moga hermetyzowaé i
dostarcza¢ komorki macierzyste do miejsca urazu w sposob ukierunkowany i trwaty [14,15]. Biodrukowane
rusztowania zapewniajg unikalng mozliwos¢ tworzenia specyficznych dla pacjenta przewodnikéw nerwowych,
ktére nasladuja $rodowisko naturalne, ulatwiajac regeneracj¢ [14]. W przeprowadzanych ostatnio badaniach
naukowcy stworzyli kompozytowe rusztowanie hydrozelowe z komoérkami Schwanna, ktére wspiera wzrost i
przetrwanie aksonow. Ztozony hydrozel byl kombinacjg alginianu, kwasu hialuronowego, fibryny i/lub
peptydow RGD. Ulozone komorki Schwanna w konstrukcjach z alginianu/kwasu hialuronowego/fibryny lub
alginianu/kwasu hialuronowego/fibryny/peptydow RGD byly w stanie kierowa¢ neurytami zwoju korzenia
grzbietowego, ktore byly hodowane na wydrukowanej powierzchni. Badanie to demonstruje potencjal
wspomagania regeneracji nerwoéw obwodowych poprzez tworzenie biotuszow, ktore nasladuja natywna macierz
pozakomoérkows i dostarczaja wskazowki dla regenerujacych si¢ neurondéw [15]. Ostatnie osiggnigcia w
dziedzinie rusztowan nerwowych zmienily koncepcje ich koncepcje z jedynie pasywnych cylindrycznych
urzadzen podtrzymujacych strukture, na takie, ktore aktywnie promujg wzrost neuronéw i regeneracj¢ aksonow.
Oprocz rozwoju idealnie cylindrycznego ksztattu, nerwy moga mie¢ liczne rozgal¢zienia, czyli bifurkacje, oraz
zwezenia. Druk 3D moze wytworzy¢ dostosowane, zlozone prowadnice lub rusztowania, ktére replikuja
wlasciwg anatomi¢ tkanek. Dzigki drukowaniu opartym na ekstruzji bylo przykladowo mozliwe stworzenie
spersonalizowanych rusztowan z przestrzennie kontrolowanymi biochemicznymi czynnikami wzrostu do
regeneracji geometrycznie i kompozycyjnie ztozonych $ciezek bifurkacji nerwéw obwodowych w nerwie
kulszowym [16].

IV d. Wyzwania i prognozy na przyszlo$¢

Jednym z glownych wyzwan w biodruku jest opracowanie odpowiednich biotuszow, ktore nie tylko
charakteryzuja si¢ mozliwoscia drukowania, biokompatybilno$cia, integralnoscia mechaniczng i
funkcjonalno$cia, ale takze posiadaja wlasciwosci dopasowania do tkanek i zdolno$¢ do nasladowania
kluczowych struktur tkankowych, co sprzyja wzrostowi tkanki. Na przykladzie drukowania tkanki skornej,
wytwarzanie wielowarstwowych struktur zawierajacych naskorek, skore wilasciwa i przedzialy podskoérne z
naczyniami, nerwami, mieszkami wlosowymi, pigmentacja 1 innych przydatkéw skéry wymagatoby
zastosowania preparatdow wielu biotuszow funkcjonalizowanych bioaktywnymi molekutami w celu kierowania
reakcjami mechanobiologicznymi i dostrojenia zachowania komoérek w kazdym przedziale struktury [8].
Materiaty oparte na hydrozelach wcigz sg dalekie od spetnienia wszystkich niezb¢dnych wymogow, mimo ze
opracowano rozne strategie poprawy ich wlasciwosci mechanicznych. Materiaty na bazie metalu i ceramiki maja
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silne wlasciwosci mechaniczne. Jednak w procesie przetwarzania czg¢éci wydrukowanych w 3D zazwyczaj
wymagana jest podwyzszona temperatura. Podczas spickania i krzepnigcia, niejednorodne wewngtrzne
mikrostruktury i nierownomierne obkurczanie moga powodowaé peknigcia, uszkadzajac drukowane struktury
[12].

Dalszy postep i sukces technologii biodruku 3d tkanek bedzie wynikiem podej$cia zespotowego obejmujacego
biologow, inzynierdw i klinicystow. Rozwdj szybszych biodrukarek z wieloma gtowicami i modutami, a takze
wyzsza rozdzielczo$¢ prawdopodobnie umozliwi generowanie ztozonych tkanek heterokomoérkowych z
wieloskalowym unaczynieniem i unerwieniem. Nowo zaprezentowany system Integrated Tissue Organ Printer
(ITOP) zawiera wiele glowic dozujacych i kontroler6w ci$nienia, rozwigzujac kwestie wielkosci i stabilnosci
biodrukowanych konstruktow [12,17]. Niedawny rozwoj technologii biodruku 4D, ktéora umozliwia
transformacj¢ ksztaltu z pewnoscig réwniez bedzie uzytecznym narzedziem do wytwarzania funkcjonalnych
tkanek. Rozwo] nowych biotuszow, takich jak samosktadajace si¢ peptydy oraz zastosowanie komponentow
takich jak grafen, poprawi integralno$¢ mechaniczng i stabilno$¢ strukturalng. Ponadto, nowe technologie
bioreaktorow pozwola na szybkie dojrzewanie po wydruku, zapewniajac kluczowa stymulacj¢ mechaniczng i
chemiczng wspomagajaca remodeling i wzrost tkanek [17].

V. Podsumowanie

W obliczu tysigcy pacjentéw umierajacych kazdego roku na catym $wiecie w oczekiwaniu na przeszczep
narzadu, biodrukowane narzady daja nadziej¢ na wyeliminowanie stale rosnacego kryzysu zwigzanego z
brakiem organéw. Ponadto moglyby pomdc w zaoszczedzeniu pieniedzy wydawanych na alternatywne metody
leczenia, takie jak np. dializy. Potencjal ten moze by¢ zrealizowany jedynie poprzez lepsze zrozumienie
funkcjonalnos$ci organéw, ktore majg zostaé zastapione oraz poprzez rozwini¢cie umiejetnosci przetozenia ich
architektury na proces technologiczny biodruku. Technologia ta jest ciagle w do$¢ wczesnej fazie swojego
rozwoju 1 potrzeba wigcej badan, jak chociazby prob na zwierzetach i badan klinicznych by w petni odkry¢
drzemigcy w niej potencjat. Chociaz zastosowanie kliniczne drukownych tkanek jest ciagle w poczatkowej fazie,
technologia ta okazala si¢ juz przydatna w przypadku niebiologicznych implantéw chirurgicznych i prowadnic.
Oczekuje si¢, ze dopracowanie tej technologii w nadchodzacych latach bedzie miato glgboki wptyw na zycie
pacjentéw cierpiacych na dysfunkcje narzadow i tkanek. Biorac pod uwage tempo, w jakim obecnie rozwija si¢
ta dziedzina, nie jest bezzasadne oczekiwanie na to, ze biodruk 3D stanie si¢ integralnym elementem medycyny
regeneracyjnej.
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