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> Les technologies de bio-impression 
permettent de positionner précisément 
les cellules et ainsi de mimer avec fidé-
lité l’architecture des tissus natifs [1, 
2]. Dans cette étude nous montrons que 
la bio-impression assistée par laser (LAB, 
laser-assisted bio-printing) permet 
d’imprimer in situ des cellules osseuses 
et de les agencer afin d’améliorer et de 
contrôler la répara-
tion osseuse in vivo 
[3] (➜).
Le concept d’ingénierie tissulaire repose 
sur des constructions tridimensionnelles 
(3D) combinant des matériaux biocom-
patibles et bioactifs avec des cellules et 
des facteurs bioactifs. Deux stratégies 
majeures sont utilisées : les approches 
descendantes « top down » et ascen-
dantes « bottom-up ».
Dans les approches « top down », les 
cellules sont souvent ensemencées de 
façon éparse à l’intérieur d’une matrice 
synthétique ou naturelle façonnée pour 

s’adapter à la géométrie souhaitée de 
la lésion à régénérer. Au cours des deux 
dernières décennies, cette stratégie a 
conduit à des progrès scientifiques et des 
succès précliniques, en particulier pour 
la régénération de tissus minces ou peu 
vascularisés tels que la peau, le cartilage 
ou les tissus conjonctifs, ou pour recréer 
des tissus à haute capacité de régé-
nération et/ou de remodelage, comme 
l’os. Cependant, les approches « top 
down » reproduisent avec imprécision les 
caractéristiques microstructurales com-
plexes des tissus natifs. La colonisation 
et la différenciation des cellules au sein 
des échafaudages restent difficiles à 
contrôler. Ces limitations expliquent que 
seules quelques applications cliniques 
aient réellement abouti à des succès.
Les approches « bottom-up », fondées 
sur une reconstruction brique par brique 
d’un tissu, offrent la possibilité de dis-
poser chaque composant selon un patron 
prédéfini qui guide la maturation subsé-

quente de la construction tissulaire vers 
son architecture fonctionnelle finale. La 
distribution des cellules peut être définie 
à l’échelle micrométrique. Le contrôle 
couche par couche de la distribution 
des cellules dans la matrice favorise la 
régénération tissulaire. Parmi les dif-
férentes techniques « bottom-up », la 
bio-impression est devenue, depuis ces 
cinq dernières années, une approche 
prometteuse permettant de maîtriser 
la géométrie des tissus imprimés. Elle 
bénéficie des capacités du prototypage 
rapide, facilité par des procédures de 
conception et / ou de fabrication assis-
tées par ordinateur (respectivement CAO 
et FAO), qui contrôlent la géométrie de 
la structure interne et la forme externe 
des échafaudages cellulaires lors de leur 
impression [4].
Il existe trois techniques majeures de 
bio-impression : le jet d’encre, la micro- 
extrusion et l’impression laser. Leurs 
avantages et leurs limites respectives 
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qui non seulement miment l’organisa-
tion structurelle des tissus natifs, mais 
sont également susceptibles de déve-
lopper une fonctionnalité physiologique 
proche de celle de leurs homologues 
natifs. Cette méthode présente aussi 
des avantages comme l’automatisation, 
la reproductibilité et le haut débit, qui 
permettent d’envisager la fabrication de 
constructions 3D de tailles pertinentes 
sur le plan physiologique.
Dans le travail publié dans la revue 
Scientific Reports [2], nous avons uti-
lisé cette technologie pour réaliser des 
impressions de cellules directement in 
vivo. Un poste de travail dédié a été 
adapté aux expériences de bio-impres-
sion in vivo (Figure 1B) pour permettre 
d’imprimer des cellules pré-ostéo-
blastiques, in situ, à l’intérieur d’un 
défaut osseux de calvaria de souris. 
Nos objectifs étaient d’établir la preuve 
de concept de la capacité de cette 
technologie à réaliser une bio-impres-
sion in vivo, puis d’évaluer l’impact 
de différentes géométries d’impres-
sion des cellules sur la régénération 
osseuse. Des cellules D1 (des cellules 
stromales mésenchymateuses de sou-
ris [MSC, mesenchymal stem cells] 
aptes à se différencier vers la lignée 
ostéoblastique) ont été imprimées, sui-
vant deux géométries distinctes, avec 
un nombre de cellules et une densité 
similaires (respectivement 700 et 800 
cellules/mm2). Comme illustré sur la 
Figure 2 (parties B1 et B2), les deux 
géométries imprimées correspondaient 
aux modèles d’impression prédéfinis. 
L’impact de la géométrie d’impression 
sur la régénération osseuse a ensuite 
été évalué par micro-tomographie aux 
rayons X (ou μCT) après un et deux 
mois. La Figure 2 (C1 et C2 ; zone#) 
montre qu’une reconstruction marginale 
du défaut a été observée deux mois 
après l’impression d’une encre contrôle 
constituée uniquement de collagène 
de type I et d’hydroxyapatite (essai 
contrôle représenté par le symbole#). 
Lorsque des cellules D1 ont été ajou-
tées à l’encre et imprimées dans une 

de culture ou une solution de colla-
gène) puis déposé à la surface d’un film 
métallique. L’impulsion laser induit la 
vaporisation du film métallique, entraî-
nant la production de gouttelettes qui 
se déposent sur le substrat en regard 
[7] (Figure 1A). Cette méthode permet 
de déposer des gouttelettes de cellules 
ou de biomatériaux à une fréquence de 
l’ordre du mégahertz (MHz). Grâce à 
une résolution à l’échelle du picolitre, 
la bio-impression assistée par laser 
permet de maîtriser finement la den-
sité cellulaire et l’organisation spatiale 
de l’impression en 3D. En théorie, elle 
permet de contrôler individuellement 
l’impression de chaque cellule et donc 
d’exercer un contrôle d’un niveau sans 
précédent de la répartition des cellules. 
Ainsi, cette technologie émergente est 
adaptée à la fabrication de structures 

ont été comparés dans plusieurs revues 
[4, 5]. La bio-impression assistée par 
laser, mise au point et brevetée aux 
États-Unis [6], est particulièrement 
bien adaptée aux applications d’ingé-
nierie tissulaire. Elle est fondée sur le 
LIFT (laser-induced forward transfer). 
Les bio-imprimantes correspondantes 
sont composées de trois éléments : (1) 
une source laser pulsée, (2) une cible, 
ou ruban, à partir duquel un matériel 
biologique est imprimé, et (3) un subs-
trat récepteur/receveur qui recueille 
le matériel imprimé. Le ruban est com-
posé d’un support transparent au laser 
(par exemple du verre ou du quartz) 
revêtu d’une mince couche métal-
lique absorbante (composée d’or ou de 
titane). Le composant organique (molé-
cules ou cellules) est préparé dans une 
phase liquide (par exemple un milieu 

A

Lentille de
focalisation

Laser

Bioencre

Microgoutte imprimée

Lame receveuse
(Biopapier)

B

Miroir de
balayage

Couche d’or

Laser

Figure 1. Bio-impression assistée par laser. A. Représentation schématique de la méthode de 
bio-impression assistée par laser (LAB). Une configuration LAB typique comprend un faisceau 
laser pulsé, un système de focalisation, un ruban (une lame de verre transparente, revêtue d’une 
couche de métal absorbant [or]), sur lequel une fine couche de bioencre (suspension cellulaire) 
est étalée et un substrat récepteur (biopapier) faisant face au ruban. Le principe physique de 
LAB est basé sur la génération d’une cavitation, dans la profondeur de la bioencre, dont l’expan-
sion et l’effondrement induisent la formation d’un jet et, par conséquent, le transfert de micro-
gouttes de bioencre vers le substrat. B. Le système d’impression a été adapté pour permettre 
l’impression in vivo et in situ dans un défaut d’os de calvaria chez la souris (figure adaptée avec 
permission de Keriquel et al. [2]).
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Les cellules utilisées dans cette étude 
sont des progéniteurs multipotents 
(MSC) capables de se différencier en 
différents types cellulaires (ostéo-
blastes, adipocytes, chondrocytes, 
ténocytes et myocytes squelettiques). 
Ces cellules immunomodulatrices sont 
facilement purifiées à partir de diffé-
rents tissus (moelle osseuse, tissu adi-
peux, cordon ombilical, etc.) et peuvent 
sécréter des facteurs biologiques pro-
tecteurs [8]. Conformément à nos pré-
cédents résultats [9], les cellules MSC 
imprimées par LAB sont viables et elles 
prolifèrent, in vitro et in vivo, indépen-
damment de la géométrie d’impression. 
Nous avons montré qu’en utilisant les 
mêmes paramètres d’impression, nous 
pouvions obtenir une disposition précise 
des cellules MSC, sans compromettre 
leur viabilité cellulaire, ni leur capacité 
à proliférer et à se différencier vers la 
lignée ostéoblastique, et sans induire de 
fragmentation de l’ADN [10]. Ces résul-
tats confirment la capacité de la bio-
impression assistée par laser à imprimer 
des cellules de mammifères avec un 
effet négligeable sur leur viabilité et 
leur fonction.
Ce travail fournit la première évidence 
de l’influence de la géométrie d’impres-
sion cellulaire par LAB, in situ, sur la 
régénération osseuse. Dans le modèle 
testé, la géométrie du disque était la 
plus favorable à la régénération osseuse 
in vivo, ce qui souligne l’importance du 
processus d’organisation. Nous sup-
posons que cet effet bénéfique était 
fondé sur une régulation autocrine par 
les cellules MSC elles-mêmes. En effet, 
les MSC peuvent réguler leur différen-
ciation vers la lignée ostéoblastique via 
un processus autocrine/paracrine, par 
la sécrétion d’IFN (interféron gamma) 
et de TNF (facteur de nécrose tumo-
rale alpha) [11]. Nous postulons que 
l’arrangement cellulaire en disque pour-
rait favoriser la régulation paracrine de 
la différenciation des MSC en augmen-
tant l’homogénéité de la distribution 
cellulaire et leur proximité. Cependant, 
nous n’avons pas évalué directement 

testées (voir la zone** sur la Figure 2, 
C2). Ces résultats ont été confirmés 
par la quantification du rapport entre 
le volume osseux et le volume total 
(VO / VT), comme illustré sur la Figure 
2D, ainsi que par l’analyse histologique 
des échantillons récupérés un mois et 
deux mois après l’impression [2].

géométrie en anneau, aucune formation 
osseuse majeure supplémentaire n’a été 
obtenue (voir la zone* sur la Figure 2, 
C1). En revanche, lorsqu’une géométrie 
de disque a été utilisée, une augmen-
tation significative de la formation 
osseuse post-impression a été observée 
par rapport aux deux autres conditions 

Anneaux Disque

A1

B1 B2

C1 C2

A2

*

*# #

**

**

1 000 m 1 000 m

D 0,8

0,6

0,4

0,2

0,0

VO
/V

T

nHa collagène
nHa collagène + cellules D1 anneaux
nHa collagène + cellules D1 disque

1 mois 2 mois

***

***

*

*

Figure 2. Importance de la géométrie d’impression dans une expérience de LAB in vivo. Représen-
tation schématique des géométries bio-imprimées in vivo par LAB, à savoir un anneau (A1) de 
diamètre externe et interne de 3 et 2,1 mm, respectivement, et un disque (A2) de 2 mm de dia-
mètre. Dans les deux cas, deux couches d’encre de collagène (type I) et d’hydroxyapatite (nHA) 
ont été imprimées en dessous et au-dessus de la couche d’encre cellulaire. Images de fluores-
cence représentatives des cellules D1 imprimées en anneau (B1) et en disque (B2) à l’intérieur 
du défaut de calvaria chez la souris, immédiatement après l’impression. Images représentatives 
de la reconstruction de micro-tomographie aux rayons X (μCT) de collagène et de nHA (zone#, 
C1, C2) et de cellules D1 imprimées en anneau (zone*, C1) ou en disque (zone**, C2), deux mois 
après l’impression dans le défaut de calvaria. D. Évaluation quantitative du rapport du volume 
osseux sur le volume total (VO / VT) par μCT, 1 mois et 2 mois après l’impression de cellules D1, 
en géométrie annulaire ou discale, ou celle de collagène et nHA en contrôle (moyenne du ratio, 
n = 9, * et *** p < 0,05 et p < 0,001, respectivement) (figure adaptée avec la permission de 
Keriquel et al. [2]).
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bloc opératoire, des chirurgiens pour-
raient diriger des imprimantes capables 
de réaliser des implantations cellulaires 
contrôlées au micron près. Néanmoins, la 
technologie LAB reste limitée aujourd’hui 
à des surfaces planes.
En conclusion, ce travail ouvre de nou-
velles perspectives de contrôle de la 
régénération osseuse. Des développe-
ments techniques restent nécessaires 
pour étendre la gamme des applications 
à la reconstruction de tissus plus com-
plexes et volumineux que l’os. ‡
Laser-assisted bioprinting: a novel 
approach for bone regeneration 
applications
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 l’intégration des cellules D1 imprimées 
dans le tissu osseux régénéré.
L’approche LAB échappe à un problème 
récurrent rencontré avec les autres tech-
niques de bio-impression : le colmatage 
d’une buse lors du passage de l’encre 
contenant des cellules. Elle permet, de 
plus, de contrôler la densité et la dis-
tribution à l’échelle microscopique des 
cellules, de préserver leur viabilité, d’at-
teindre des vitesses de dépôt élevées 
[9] et une précision d’impression de 
l’ordre du micron. Cette approche permet 
également d’utiliser, dans une même 
plateforme, différents rubans portant 
des types de cellules et de bioencres 
différents. Cette polyvalence pourrait 
permettre d’appliquer la bio-impression 
à d’autres tissus plus complexes, en 
choisissant une organisation en 3D apte 
à favoriser la régénération tissulaire. 
Cette technique permet une impression 
sans contact direct, nous pouvons donc 
envisager son application clinique sous 
environnement stérile. À l’intérieur du 
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