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L'objet de l'invention est un procédé d'impression d'au moins une encre biologique, ledit procédé utilisant au moins une téte d'im -
pression (102) de type laser pour déposer au moins une gouttelette d'au moins une encre biologique sur une surface de dépose d'un
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10

15

20

25

WO 2016/097620 PCT/FR2015/053570

PROCEDE D’'IMPRESSION D’ELEMENTS BIOLOGIQUES PAR LASER ET DISPOSITIF POUR SA
MISE EN CEUVRE

La présente invention se rapporte a un procédé d’'impression d’éléments biologiques par
laser ainsi qu’a un dispositif pour sa mise en ceuvre. L'invention a également pour objet un
procédé de réalisation d’un tissu biologique qui utilise ce procédé d’impression.

Selon un premier mode opératoire, il est possible de faire croitre in vitro des cellules sur une
matrice macroporeuse biodégradable (scaffold en anglais) pour obtenir un tissu biologique.
Ce premier mode opératoire n’est pas pleinement satisfaisant car la croissance du tissu
biologique peut étre limitée dans la profondeur de la matrice macroporeuse en raison d’un
défaut de colonisation cellulaire. En outre, ce mode opératoire permet difficilement de
traiter de la complexité des tissus (qui se caractérise par une multiplicité de types cellulaires
organisés selon des arrangements spécifiques et généralement anisotropes).

Pour remédier a ces inconvénients, des procédés d'impression d’éléments biologiques ont
été développés pour produire un tissu biologique de maniére automatisable.

Selon les ouvrages, ces procédés d’impression sont appelés bio-impression, micro-
impression d’éléments biologiques ou bioprinting en anglais.

Selon ces procédés, le tissu biologique est obtenu en imprimant des gouttelettes d’encres
biologiques. Pour obtenir un volume, les gouttelettes sont agencées par couche qui sont
superposées les unes sur les autres.

Selon une premiére variante, I'encre biologique est stockée dans un réservoir et passe a
travers des buses ou des capillaires pour former des gouttelettes qui sont transférées sur un
support. Cette premiére variante d’impression dite a buse regroupe la bioextrusion,
I'impression jet d’encre ou I'impression par microvannes.

La bioextrusion permet d’obtenir une densité cellulaire importante de I'ordre de 100 millions
de cellules par millilitre et une résolution de I'ordre du millimétre.

L'impression par microvannes permet d’obtenir une densité cellulaire moindre de I'ordre de

quelques millions de cellules par millilitre et une résolution meilleure de I'ordre de 100 um.
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L'impression jet d’encre permet d’obtenir une densité cellulaire identique a I'impression par

microvannes, inférieure a 10 millions de cellules par millilitre et une résolution meilleure de
I'ordre de 10 um.

Dans le cas de la bioextrusion, les cellules sont déposées a partir d’'une premiére buse et un
hydrogel est simultanément déposé a partir d’une seconde buse. En variante, les cellules et
I’'hydrogel sont mixés dans un réservoir avant extrusion. Dans les deux autres cas, I'encre est
un milieu aqueux contenant les cellules. Selon les variantes, la bioextrusion permet de
déposer I'encre de maniére continue sous la forme de filaments ou de maniére discontinue
sous forme de gouttelettes.

Selon ces modes d’'impression a buse, la résolution d’'impression étant liée notamment a la
section des buses, seules des encres biologiques avec des caractéristiques rhéologiques
données peuvent étre utilisées pour des résolutions élevées. Ainsi, des encres biologiques a
forte densité cellulaire peuvent étre difficilement imprimées avec une résolution élevée car
cette technique d’'impression induit au moment du passage a travers la buse des contraintes
de cisaillement importantes susceptibles d’endommager les cellules. De plus, avec ce type
d’encre, les risques d’obturation des buses par les cellules sont importants du fait
notamment de la sédimentation des cellules a I'intérieur des réservoirs.

Pour pouvoir utiliser une large gamme d’encres biologiques et atteindre un niveau élevé de
résolution, un procédé d’'impression d’éléments biologiques par laser a été développé. Ce
procédé d’'impression appelé bio-impression par laser, est également connu sous le nom de
« Laser-Assisted Bioprinting » (LAB) en anglais. L'invention se rapporte plus précisément a ce
type de procédés d’impression. A titre de comparaison, la bio-impression par laser permet
d’'imprimer des encres présentant une forte densité cellulaire de I'ordre de 100 millions de
cellules par millilitre avec une résolution de 10 um.

Comme illustré sur la figure 1, un dispositif d’'impression d’éléments biologiques par laser qui
repose sur la technique dénommée « Laser-Induced Forward Transfer » (LIFT) en anglais,
comprend une source laser pulsée 10 émettant un faisceau laser 12, un systéme 14 pour
focaliser et orienter le faisceau laser 12, un support donneur 16 qui comporte au moins une
encre biologique 18 et un substrat receveur 20 positionné de maniére a recevoir des
gouttelettes 22 émises depuis le support donneur 16.

Selon cette technique d’impression, le faisceau laser est pulsé et a chaque impulsion une

gouttelettes est générée.
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L’encre biologique 18 comprend une matrice, par exemple un milieu aqueux, dans laquelle

sont présents des éléments, par exemple des cellules, a déposer sur le substrat receveur 20.
Le support donneur 16 comprend une lame 24 transparente a la longueur d’onde du
faisceau laser 12 qui est revétue d’une couche absorbante 26 sur laquelle est apposée
I'encre biologique 18 sous la forme d’un film.

La couche absorbante 26 permet de convertir I'énergie lumineuse en énergie cinétique.
Ainsi, le faisceau laser 12 produit un échauffement ponctuel au niveau de la couche
absorbante 26 qui génére par vaporisation une bulle de gaz 28 qui par expansion provoque
I'éjection d’'une gouttelette 30 d’encre biologique.

Selon un agencement connu, le faisceau laser 12 impacte le support donneur 16 en étant
orienté selon une direction approximativement verticale et selon un sens de haut en bas,
soit dans le méme sens que la force gravitationnelle G. Ainsi, I'encre biologique 18 est placée
sous la lame 24 de maniere a étre orientée vers le bas en direction du substrat receveur 20
qui est placé sous le support donneur 16.

Compte tenu de cet agencement, I'encre biologique 18 est sous la forme d’un film avec une
épaisseur E inférieure a un seuil donné pour pouvoir étre maintenue sur la lame. Ce seuil
varie notamment en fonction de la tension de surface, de la viscosité et de la densité de
I'encre biologique.

La formation des gouttelettes 30 a partir du film d’encre biologique dépend de nombreux
parameétres qui sont relatifs notamment au faisceau laser 12 (longueur d’onde, énergie,
durée d’impulsion,...), a la nature de I'encre biologique 18 (tension de surface, viscosité,...),
aux conditions extérieures (température, hygrométrie,...).

Méme si I'impression laser permet d’obtenir en théorie un débit d’impression important
dans la mesure ou il est possible de générer plusieurs dizaines de milliers de gouttelettes par
seconde, la production de tissus biologiques n’est pas rapide car ces gouttelettes ne font que
quelques dizaines de picolitres. De plus, les supports donneurs doivent étre remplacés
fréquemment car ils ne contiennent chacun gu’un faible volume d’encre a imprimer de
I'ordre de quelques dizaines de microlitres.

Selon un deuxiéme mode de réalisation illustré sur la figure 2 et décrit dans une publication
intitulée « Microdroplet deposition through a film-free laser forward technique » parue le 1
Octobre 2011 sur le site www.elsevier.com, un dispositif d'impression laser comprend une

source laser 32 émettant un faisceau laser 34, un systeme 36 pour focaliser et orienter le
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faisceau laser 34, un support donneur 38 qui contient au moins une encre biologique 40 ainsi

gu’un substrat receveur 42 positionné de maniére a recevoir des gouttelettes 44 émises
depuis le support donneur 38.

Contrairement au premier mode de réalisation, le support donneur 38 ne comprend pas de
couche absorbante distincte de I'encre biologique.

Selon ce mode de réalisation, le support donneur 38 comprend un réservoir 46 sans paroi
supérieure de sorte que la surface libre 48 de I'encre biologique 40 contenue dans le
réservoir fait face au substrat receveur 42. Pour obtenir une surface libre 48 réguliére et
sensiblement plane, I'encre biologique ne se présente pas sous la forme d’un film mince
mais d’un volume ayant une profondeur de I'ordre de 3 mm. De la sorte, le fond du réservoir
n'a pas d’'influence sur la forme de la surface libre 48 de I'encre biologique et les parois
latérales du réservoir ont un effet limité a la périphérie de la surface libre 48 en raison de la
tension de surface.

Compte tenu de la profondeur du volume d’encre biologique, la surface libre 48 est
nécessairement orientée vers le haut pour rester dans le réservoir et le substrat receveur 42
est positionné au-dessus de I’encre biologique 40.

Selon ce document, pour obtenir I'éjection d’une gouttelette, le faisceau laser 34 est focalisé
juste en-dessous de la surface libre 48 a une profondeur de I'ordre de 40 a 80 um. Ainsi, les
gouttelettes émises a partir de la surface libre 48 sont projetées vers le substrat receveur 42
selon un sens de déplacement contraire au sens de la force gravitationnelle G.

Méme si ce deuxieme mode de réalisation utilise des supports donneurs contenant un
volume d’encre biologique plus important, il n‘est pas forcément adapté aux encres
biologiques. En effet, comme indiqué précédemment, ces encres biologiques contiennent
des éléments a imprimer, comme par exemple des cellules, noyés dans une matrice, qui ont
tendance par sédimentation a descendre en fond de réservoir. La concentration en éléments
a imprimer étant faible a proximité de la surface libre, les gouttelettes imprimées ont de fait
de faibles concentrations en cellules ce qui est généralement préjudiciable pour le tissu
biologique imprimé. De plus, selon cette méthode, il est trés difficile de contréler le nombres
de cellules et la concentration des cellules déposées.

Aussi, la présente invention vise a remédier aux inconvénients de I'art antérieur.

A cet effet, I'invention a pour objet un procédé d’impression d’au moins une encre

biologique, ledit procédé utilisant au moins une téte d'impression de type laser pour
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déposer au moins une gouttelette d’au moins une encre biologique sur une surface de

dépose d’un substrat receveur. Le procédé d’'impression se caractérise en ce gqu’il utilise au
moins une téte d’'impression a buse pour déposer au moins une gouttelette d’au moins une
encre biologique sur une surface de dépose du méme substrat receveur que la téte
d’'impression de type laser.

Cette combinaison permet d’augmenter le débit de fabrication des tissus biologiques et
d’obtenir des tissus biologiques plus complexes.

Pour la production d’un tissu biologique comprenant a la fois des cellules et une matrice
extracellulaire, les matériaux constituant cette matrice extracellulaire sont déposés par la ou
les téte(s) d’'impression a buse et en ce que les cellules sont déposées par la ou les téte(s)
d’'impression de type laser.

L'invention a également pour objet un procédé de réalisation d’un tissu biologique qui se
caractérise en ce qu’il comprend les étapes visant a :

- Générer une représentation numérique en trois dimensions du tissu biologique a
réaliser, ladite représentation comprenant plusieurs zones volumiques colorées ou
texturées, chaque couleur ou texture étant associée a une encre biologique,

- Trancher la représentation numérique en une succession de couches superposées,
chaque couche comprenant des zones colorées ou texturées qui correspondent aux zones
volumiques de la représentation numérique,

- Pour chaque couche, déterminer la position des gouttelettes a imprimer de chaque
encre biologique en fonction des zones colorées ou texturées et du volume prévu de
chacune des gouttelettes,

- Imprimer les différentes gouttelettes.

De préférence, les couches ont une épaisseur fonction des dimensions des gouttelettes.
Avantageusement, chaque couche comprend un ensemble de petits polygones élémentaires
qui ont des couleurs ou des textures différentes en fonction de la zone a laquelle ils
appartiennent.

Selon un mode opératoire, pour déterminer la position de chaque gouttelette, chaque zone
d’'une méme couleur ou d’'une méme texture est remplie par des ellipses identiques qui ont
des dimensions fonction des dimensions des gouttelettes de I'encre biologique destinée a

étre imprimée dans ladite zone, le centre de chaque ellipse correspondant a la position du
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centre d’une gouttelette. De préférence, le positionnement des ellipses est réalisé zone par

zone, par ordre décroissant de grosseurs.
L'invention a également pour objet un dispositif d'impression qui comprend au moins un
substrat receveur avec une surface de dépose et au moins une téte d’'impression de type
laser et qui se caractérise en ce qu’il comprend au moins une téte d’'impression a buse pour
imprimer au moins une encre biologique sur le méme substrat receveur que la ou les téte(s)
d’'impression de type laser.
Selon une autre caractéristique, le dispositif d’'impression comprend une enceinte
configurée pour stocker au moins un socle supportant un support donneur, ladite enceinte
étant équipée de moyens de confinement permettant de conserver a lintérieur une
atmosphére adaptée aux encres biologiques.
De préférence, I'enceinte a des dimensions adaptées pour stocker plusieurs socles. Dans ce
cas, le dispositif d'impression comprend au moins une embase configurée pour étre stockée
a lI'intérieur de ladite enceinte, ladite embase comprenant un logement pour chaque socle.
Avantageusement, lI'enceinte comprend sur une premiére face orientée vers les tétes
d’'impression une premiére ouverture permettant de faire sortir les socles et sur une autre
face une deuxié@me ouverture permettant d’introduire les socles.
Selon une autre caractéristique, le dispositif d’'impression comprend une pince mobile pour
déplacer les socles entre I'enceinte et la téte d’impression de type laser.
Selon une autre caractéristique, le dispositif d’'impression comprend un chéassis mobile
supportant au moins un substrat récepteur, un systéme de guidage et de déplacement du
chassis mobile par rapport a un bati selon trois directions et un systéme de commande
permettant de controler les déplacements du chassis mobile, ledit systéme de guidage et de
déplacement et ledit systeme de contréle ayant une précision micrométrique.
D'autres caractéristiques et avantages ressortiront de la description qui va suivre de
I'invention, description donnée a titre d'exemple uniquement, en regard des dessins annexés
sur lesquels :

- La figure 1 est une représentation schématique d’un dispositif d'impression par laser

qui illustre une variante de I'art antérieur,
- La figure 2 est une représentation schématique d’un dispositif d'impression par laser

qui illustre une autre variante de I'invention,
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La figure 3 est une représentation schématique d’un dispositif d’'impression par laser

qui illustre l'invention,

Les figures 4A a 4D sont des vues de cété illustrant la formation ou non d'une
gouttelette en fonction de différents régimes,

Les figures 5A a 5D sont des schémas qui illustrent une gouttelette a différents
moments de sa formation, la derniére figure 5D illustrant I'instant ol une gouttelette
atteint un substrat receveur,

La figure 6 est une coupe d’un support donneur illustrant le rapport entre la taille des
éléments a imprimer et I'épaisseur d’un film d’encre biologique,

Les figures 7A et 7B sont des vues de c6té illustrant la formation d’une excroissance a
la surface libre d’un film d’encre biologique, préalablement a la formation d’une
gouttelette, au méme instant mais produite avec des énergies différentes pour le
faisceau laser,

La figure 8 est une représentation schématique d’un dispositif d’'impression selon un
mode de réalisation de l'invention combinant au moins une téte d’'impression de
type laser et au moins une téte d'impression de type jet d’encre,

La figure 9 est une vue en perspective d’'un dispositif d'impression selon un mode de
réalisation de l'invention combinant une téte d’impression de type laser et plusieurs
tétes d’'impression de type jet d’encre,

La figure 10 est une vue en perspective d’une partie du dispositif d’'impression de la
figure 9 lors d’une impression avec une des tétes d'impression de type jet d’encre,

La figure 11 est une coupe d’une partie du dispositif d'impression de la figure 9 lors
d’une impression avec la téte d’'impression de type laser,

La figure 12 est une vue en perspectif d’une représentation en 3 dimensions d’'une
partie d’un tissu biologique que I'on cherche a reproduire,

La figure 13 est une vue en perspective d’une tranche de la représentation de la
figure 12,

La figure 14 est une vue de dessus de la tranche de la figure 13 illustrant le

positionnement des gouttelettes d’encres biologiques.

Sur la figure 3, on a représenté un dispositif d'impression 50 pour réaliser au moins un tissu
biologique en assemblant couche par couche, selon un agencement prédéfini, différents

constituants comme par exemple une matrice extracellulaire et différents morphogénes.
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Ainsi, le dispositif d'impression 50 permet de déposer couche par couche des gouttelettes 52

d’au moins une encre biologique 54 sur une surface de dépose 56 qui correspond a la
surface d’un substrat receveur 58 pour la premiére couche ou a la derniére couche déposée
sur ledit substrat receveur 58 pour les couches suivantes.

Dans un but de simplifier la représentation, la surface de dépose 56 correspond a la surface
du substrat receveur 58 sur la figure 3.

Selon un mode de réalisation sur la figure 6, I'encre biologique 54 comprend une matrice 60,
par exemple un milieu aqueux, dans laquelle sont présents des éléments 62, par exemple
des cellules ou des agrégats de cellules, a imprimer sur la surface de dépose 56.

Selon les cas, une encre biologique 54 comprend dans la matrice 60 une seule sorte
d’éléments a imprimer 62 ou plusieurs sortes d’éléments a imprimer 62. En variante, 'encre
biologique 54 peut ne comprendre qu’un seul constituant.

Par encre biologique, on entend pour la présente demande de brevet une matiere
biologique ou biomatériau. A titre d’exemple, I’encre biologique comprend seulement une
matrice extracellulaire (par exemple du collagéne), une matrice extracellulaire et des
éléments tels que des cellules ou des agrégats de cellules, un milieu aqueux contenant des
éléments tels que des cellules ou des agrégats de cellules.

L'encre biologique 54 n’est pas plus décrite car elle peut avoir différentes natures et des
caractéristiques rhéologiques différentes d’une encre a l'autre.

Ce dispositif d’impression comprend une source laser 64 configurée pour émettre un
faisceau laser 66 qui se caractérise entre autre par sa longueur d’onde, sa fréquence, son
énergie, son diamétre, sa durée d’impulsion. De préférence, la source laser 64 est
paramétrable afin d’ajuster au moins une caractéristique du faisceau laser, notamment son
énergie.

Pour pouvoir former des gouttelettes dissociées les unes des autres, la source laser 64 est
une source pulsée. Pour donner un ordre de grandeur, il est possible d’éjecter 10000
gouttelettes par seconde.

A titre d’exemple, la source laser 64 est une source laser avec une longueur d’onde de 1064
nm.

En plus, de la source laser, le dispositif d'impression 50 comprend un systéme optique 68 qui
permet un réglage de la focalisation selon un axe Z perpendiculaire a la surface de dépose

56. Avantageusement, le systéme optique 68 comprend une lentille qui permet de focaliser
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le faisceau laser 66 sur une zone impactée. De préférence, le systéeme optique 68 comprend

un miroir pour modifier la position de la zone impactée. Ainsi, le systéme optique 68 permet
de modifier la zone impactée par le faisceau laser dans un plan d’'impact référencé Pi sur la
figure 3.

La source laser 64 et le systéme optique 68 ne sont pas plus décrits car ils sont connus de
I’'homme du métier et peuvent étre identiques a ceux de I'art antérieur.

Le dispositif d'impression 50 comprend également au moins un support donneur 70 qui
comprend selon un mode de réalisation une couche absorbante 72 a la longueur d’onde du
faisceau laser 66 sur laquelle est apposé un film 74 d’au moins une encre biologique.

Pour la suite de la description, on entend par film que I'encre biologique occupe un volume
avec une épaisseur (dimension selon une direction perpendiculaire au plan d’impact Pi)
inférieure a 500 um.

Contrairement a un réservoir, le fait que I'encre biologique soit conditionnée sous la forme
d’un film permet d’éviter les phénomenes de sédimentation.

La couche absorbante 72 est réalisée en un matériau adapté a la longueur d’onde du
faisceau laser 66 pour transformer I'énergie lumineuse en un échauffement ponctuel de la
couche absorbante 72.

De préférence, le support donneur 70 est positionné de maniéere a ce que le systéme optique
focalise le faisceau laser au niveau de la couche absorbante 72.

Selon un mode de réalisation, la couche absorbante 72 est en or, en titane, ou autre en
fonction de la longueur d’onde du faisceau laser 66.

Selon un autre mode de réalisation, le support donneur 70 ne comprend pas de couche
absorbante 72. Dans ce cas, I'énergie du faisceau laser 66 est absorbée par I'encre.

De préférence, le support donneur 70 comprend une lame 76 en un matériau transparent a
la longueur d’onde du faisceau laser 66 qui comprend sur une de ses faces un revétement
correspondant a la couche absorbante 72. La présence de la lame 76 confére une rigidité au
support donneur 70 permettant de le manipuler et de conserver I'encre et/ou la couche
absorbante 72 sensiblement plane dans le plan d’impact Pi.

Le film 74 d’encre biologique comprend une surface libre 78 qui est espacée de la couche
absorbante 72 d’une distance E correspondant a I'épaisseur du film 74 et qui est espacée de
la surface de dépose 56 d’une distance L. La surface libre 78 et la surface de dépose 56 se

font face.
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Comme illustré sur la figure 3, le faisceau laser 66 est adapté pour produire une cavité 80 a

Iinterface entre la couche absorbante et le film 74 d’encre biologique qui génére une
gouttelette 82 qui se détache de la surface libre 78 pour se déplacer vers la surface de
dépose 56.

Pour la suite de la description, une direction verticale est paralléle a la force gravitationnelle
G et le sens haut-bas correspond au sens de la force gravitationnelle G.

La direction du faisceau laser 66 et la direction du mouvement de la gouttelette sont

paralléles a la direction verticale.

Tir vers le haut :

Selon une caractéristique de l'invention, le faisceau laser 66 et donc le mouvement de la
gouttelette 82 sont orientés a contresens par rapport a la force gravitationnelle G. Ainsi, la
surface libre 78 du film 74 d’encre biologique est orientée vers le haut. Lors de son
mouvement du film 74 d’encre biologique vers la surface de dépose 56, la gouttelette 82 se
déplace vers le haut, selon le sens bas-haut.

Cette configuration procure les avantages suivants :

- Elle limite I'apparition des phénomenes de sédimentation, I'encre biologique étant
sous la forme d’un film,

- Elle permet d’obtenir une épaisseur E pour le film 74 d’encre biologique
sensiblement constante, l'influence de la force gravitationnelle G sur la forme de la
surface libre 78 du film 74 étant limitée du fait que la surface libre 78 est orientée
vers le haut,

- Elle permet d'utiliser une large gamme d’encre biologique lorsqu’une couche
absorbante 72 indépendante du film 74 d’encre biologique est utilisée pour

transformer I'énergie lumineuse en un échauffement ponctuel.

Energie cinétigue quasi nulle au moment du dépot d’une gouttelette sur le substrat

receveur :
La formation d’une gouttelette 82 a partir d'un film d’encre biologique va dépendre de
nombreux paramétres, essentiellement des caractéristiques de |'encre biologique, des

caractéristiques du faisceau laser et des conditions de réalisation.
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Sur les figures 4A a 4D, on a représenté I'évolution dans le temps de la déformation de la

surface libre du film d’encre biologique, aboutissant ou non a la formation d’une gouttelette,
pour différentes valeurs de I'énergie du faisceau laser 66, ce dernier ayant une énergie de 21
) pour la figure 4A, de 35 W pour la figure 4B, de 40 W pour la figure 4C et 43 W pour la
figure 4D.

Pour la méme encre biologique et dans les mémes conditions de réalisation, on note gu’il
existe plusieurs régimes en fonction de I'énergie du faisceau laser.

Comme illustré sur la figure 4A, si I'énergie du faisceau laser est inférieure a un seuil
inférieur, la gouttelette ne se détache pas du film 74 d’encre biologique. La hauteur
maximale de la déformation 84 générée au niveau de la surface libre 78 du film 74 de I'’encre
étant inférieure a la distance L séparant le film 74 et la surface de dépose 56 aucun élément
n’est imprimé. Selon I'exemple choisi, le seuil inférieur est compris entre 21 w et 35 .
Comme illustré sur la figure 4D, si I'énergie du faisceau laser est supérieure a un seuil
supérieur, la bulle de gaz 80 produite a I'intérieur du film éclate au niveau de la surface libre
provoquant la projection incontrblée de microgouttelettes. Selon I'exemple choisi, le seuil
supérieur est compris entre 40 W et 43 pJ.

Entre les seuils inférieur et supérieur, comme illustré sur les figures 4B et 4C, on est en
présence d’un régime permettant la formation d’un jet. Si la distance L séparant le film 74 et
la surface de dépose 56 est suffisante, ce régime permet la formation d’une gouttelette.

De préférence, la distance L est de I'ordre de 1 a 2 mm pour permettre la formation d’une
gouttelette et non d’un jet continu qui s’étire depuis le film jusqu’a la surface de dépose.
Cette configuration limite les risques de contamination du tissu biologique réalisé par I'encre
biologique.

Selon une autre caractéristique de l'invention, pour la méme encre biologique et dans les
mémes conditions de réalisation, la distance L séparant le film 74 d’encre biologique et la
surface de dépose 56 et/ou I'énergie du faisceau laser 66 sont ajustées de sorte que
I'énergie cinétique de la gouttelette soit quasi nulle lorsque la gouttelette 82 touche Ia
surface de dépose 56, comme illustré sur la figure 5D. Cette configuration limite le risque
d’endommagement des éléments a imprimer qui sont des cellules.

Par quasi nulle, on entend que I'énergie cinétique est nulle ou trés légérement positive pour

permettre a la gouttelette de se fixer sur la surface de dépose 56.
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Cette circonstance est rendue possible du fait que la gouttelette 82 se déplace a contresens

par rapport la force gravitationnelle G.

De préférence, la distance L séparant le film 74 d’encre biologique et la surface de dépose 56
est fixe. Par conséquent, I'énergie du faisceau laser 66 est ajustée de sorte a ce que I'énergie
cinétique de la gouttelette soit quasi nulle lorsque la gouttelette 82 touche la surface de

dépose 56.

Technique de calibration :

Comme indiqué précédemment, la formation de la gouttelette n’est pas uniquement liée a
I'énergie du faisceau laser. Elle est également liée a la nature de I'encre biologique
notamment de sa viscosité, de sa tension de surface et aux conditions de réalisation.

Sur les figures 5A a 5D, 7A a 7D, on a illustré un procédé de calibration permettant de
déterminer I'énergie du faisceau laser pour obtenir un régime optimal concernant la
formation et le dépdt des gouttelettes, notamment un régime qui conduit a un dép6t a
vitesse nulle a une distance L donnée.

Sur les figures 5A a 5D, on a représenté certaines des étapes de formation d’'une gouttelette
82 entre l'instant de I'impact du faisceau laser illustré sur la figure 5A et le dépbt de la
gouttelette 82 sur la surface de dépose 56.

Selon une caractéristique de l'invention, le procédé de calibration permettant d’ajuster
I'énergie du laser comprend les étapes consistant a mesurer un angle de pointe 8 d’une
déformation 86 de la surface libre 78 du film 74 de I'encre biologique a un instant T1 fixe
aprés I'impact du faisceau laser 66 et a ajuster I'énergie du faisceau laser 66 en fonction de
la valeur mesurée de I'angle de pointe 8.

Comme illustré sur les figures 5B, 7A et 7B, la déformation 86 a une forme symétrique par
rapport a un axe médian Am parallele a la direction verticale. Cette déformation 86
comprend un sommet S centré par rapport a I'’axe médian Am. Ce sommet S correspond a la
zone de la déformation 86 la plus éloignée du reste de la surface libre 78 du film 74.

Dans un plan contenant I'axe médian Am, le sommet S est prolongé par un premier flanc 88
d’un c6té de 'axe médian Am et par un second flanc 88’ de 'autre c6té de I'axe médian Am,
les deux flancs 88, 88’ étant symétriques par rapport a I'axe médian Am.

Chaque flanc 88, 88’ comprend un point d’inflexion.
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Le premier flanc 88 comprend au niveau de son point d’inflexion une premiéere tangente Tgl

et le second flanc 88’ comprend au niveau de son point d’inflexion une seconde tangente
Tg2, les deux tangentes Tgl et Tg2 étant sécantes en un point de I'axe médian Am.

L'angle de pointe 0 correspond a I'angle formé par les tangentes Tgl et Tg2 et orienté vers le
film 74 (soit vers le bas).

Pour obtenir la formation d’'une gouttelette, I'angle de pointe 8 doit étre inférieur ou égal a
un premier seuil 81.

Ainsi, comme illustré sur la figure 7A, si I'angle de pointe 6 est supérieur au premier seuil 81,
I'énergie du faisceau laser n"est pas suffisante pour générer une gouttelette. A contrario,
comme illustré sur la figure 7B, si 'angle de pointe 8 est inférieur au premier seuil 61,
I'énergie du faisceau laser est suffisante pour générer une gouttelette.

Pour obtenir une énergie cinétique quasi nulle au moment ou la gouttelette formée atteint
la surface de dépose 56 placée a une distance L de la surface libre 78 du film 74, I'angle de
pointe O doit étre supérieur ou égal a un second seuil 62.

De préférence, la valeur de I'angle de pointe 8 est déterminée grace a une prise de vue a
I'instant T1 de la déformation 86. Selon un mode de réalisation, la prise de vue est réalisée
grace a une caméra dont I'axe de visée est perpendiculaire a la direction verticale.

L'instant T1 est fonction de I'épaisseur du film et varie trés peu d’'une encre a l'autre.
Avantageusement, I'instant T1 est de I'ordre de 4 a 5 ps a compter de I'impact du faisceau
laser pour une épaisseur E de film de I'ordre de 40 a 50 um. Cet instant T1 correspond a la
figure 5B.

Le premier seuil 81 est approximativement égal a 105°. Ainsi, si a l'instant T1 I'angle de
pointe 8 est inférieur ou égal a 105°, I'énergie du faisceau laser est suffisante pour générer
une gouttelette 82.

Le second seuil 82 est fonction de la distance L entre la surface de dépose 56 et la surface
libre 78 du film 74 de I'encre. Le second seuil 82 est inversement proportionnel a la
distance L.

Le second seuil 82 est élevé et égal a approximativement 80° pour une distance L faible de
I'ordre de 1 mm. Le choix d’une distance L relativement faible sera privilégié pour réduire les
contraintes dans le jet et au moment du contact des gouttelettes avec la surface de dépose.
Le second seuil 02 est faible et égal a approximativement 50° pour une distance L

importante de I'ordre de 10 mm. Le choix d’une distance L relativement importante sera
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privilégié si on souhaite imprimer a longue distance par exemple si le support donneur 70 a

des dimensions plus importantes que celles du puits au fond duquel est positionnée la
surface de dépose 56.

Cette technique de calibration de I"énergie du faisceau laser permet d’optimiser la vitesse du
jet en la réduisant pour limiter les risques d’endommagement des éléments contenus dans

I'encre biologique notamment au moment du dépét sur la surface de dépose 56.

Epaisseur du film d’encre :

De préférence, I'encre biologique comprend une forte concentration en éléments a
imprimer 62 afin d’obtenir un tissu biologique avec une forte concentration en cellules.

Dans ce cas, comme illustré sur la figure 3, la gouttelette 82 comprend une fraction
volumique en éléments a imprimer 62 élevée.

Pour les encres biologiques a forte concentration, I'épaisseur E du film 74 est de I'ordre de
40 a 60 pm.

Avantageusement, pour améliorer la précision du dép6t des éléments a imprimer, le film 74
d’encre biologique a une épaisseur E comprise entre 1,5D et 2D, D étant le diamétre des
éléments a imprimer 62 qui ont une forme approximativement sphérique ou le diamétre
d’une sphére dans laquelle un élément a imprimer 62 est inscrit.

Selon un mode de réalisation, le film 74 d’encre biologique a une épaisseur E supérieure ou
égale a 20 um pour les plus petits éléments a imprimer qui ont un diamétre de I'ordre de 10
a 15 um. L’épaisseur E du film peut étre de l'ordre de 400 um lorsque les éléments a
imprimer 62 sont des agrégats de cellules.

Généralement, I'épaisseur E du film est inférieure a 100 um lorsque les éléments a imprimer
62 sont des cellules unitaires.

De préférence, le film 74 se caractérise par un ratio (dimension de la surface libre
78)/(épaisseur du film 74) supérieur ou égal a 10, et avantageusement supérieur ou égal a
20. La dimension de la surface libre 78 correspond a la plus grande dimension de la surface

libre 78 du film 74 prise dans un plan paralléle au plan d’impact Pi.

Technique d’'impression combinant une téte dimpression de type laser et une téte

d’impression a buse :
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Selon une autre caractéristique de I'invention, le procédé d’impression utilise au moins une

téte d’impression de type laser pour au moins une premiére encre biologique et au moins
une téte d’impression a buse pour au moins une deuxiéme encre biologique.

Cette combinaison permet d’augmenter le débit de fabrication.

Par téte d’'impression a buse, on entend une téte d'impression qui comprend un orifice via
lequel passe la deuxiéme encre biologique. Ainsi, une téte d’'impression a buse peut étre une
téte d’impression de type jet d’encre, une téte d’'impression par microvannes, une téte
d’'impression de type bioextrusion.

De préférence, chaque téte d'impression de type laser est identique a celle décrite sur la
figure 3. Cependant, I'invention n’est pas limitée a cette téte d’impression de type laser.
Ainsi, il est envisageable d’utiliser les tétes d’'impression de type laser décrites sur les figures
1 et 2 ou d’autres.

Les tétes d’'impression a buse ne sont pas plus décrites car elles sont de préférence
identiques a celles de I'art antérieur.

Dans le cas d’un tissu biologique comprenant des cellules disjointes séparées par des
matériaux extracellulaires, les matériaux extracellulaires sont déposés de préférence par la
ou les téte(s) d'impression a buse et les cellules sont déposées de préférence par la ou les
téte(s) d'impression de type laser.

Les matériaux extracellulaires étant moins sensibles aux effets de cisaillement, il est possible
de les déposer avec une téte d'impression a buse. Les cartouches d’encre biologique
destinées aux tétes d’'impression a buse ayant un volume trés nettement supérieur au
volume d’encre (de I'ordre de 40ul) supporté par un support donneur 70 destiné a une téte
d’'impression de type laser, il est possible de déposer les matériaux de la matrice
extracellulaire avec un débit important. Méme si une téte d’'impression a buse est capable
de déposer les encres avec un débit important, chaque support donneur destiné a une téte
d’'impression de type laser supportant un trés faible volume d’encre, il est nécessaire de les
changer fréquemment ce qui tend a augmenter le temps de dépose par rapport a une téte
d’impression a buse.

Selon une autre caractéristique, la ou les téte(s) d'impression de type laser et la ou les
téte(s) d’'impression a buse sont intégrées dans une méme machine et se déplacent dans le

méme référentiel. Cette configuration permet de simplifier le positionnement relatif des
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différentes tétes d’'impression, d’améliorer la précision de dépose et de garantir l'intégrité

des éléments imprimés.

Dispositif d'impression comprenant une enceinte de stockage de supports donneurs :

Sur les figures 8 a 11, on a représenté un dispositif d’'impression selon un mode de
réalisation de I'invention.

Ce dispositif d'impression comprend un bati 100 supportant une téte d’'impression 102 de
type laser et plusieurs tétes d'impression 104, 104’, 104" de type jet d’encre. Ce bati 100
comprend un repére X,Y,Z, I'axe Z étant orienté selon la direction verticale, le plan XY
correspondant a un plan horizontal.

Les tétes d'impression 102, 104, 104’, 104" sont fixes par rapport au bati 100 et positionnées
de maniére a ce que les gouttelettes soient émises verticalement, vers le haut.

Les tétes d’'impression 102, 104, 104’, 104” sont décalées selon une premiére direction
paralléle a I'axe Y. Selon un mode de réalisation, les tétes d’'impression 104, 104’, 104" de
type jet d’encre sont accolées les unes contre les autres. La téte d’impression 102 de type
laser est écartée des tétes d’'impression 104, 104’, 104” de type de jet.

Le dispositif d'impression comprend également un chassis mobile 106, un systéme de
guidage et de déplacement du chassis mobile 106 par rapport au bati 100 selon trois
directions paralleles aux axes X,Y,Z et un systéme de commande permettant de contrbler les
déplacements du chassis mobile 106. Le systéme de guidage et de déplacement et le
systeme de contréle sont choisis de maniére a atteindre une précision micrométrique
concernant les déplacements du chassis mobile 106 par rapport au bati.

Comme illustré sur la figure 10, le chassis mobile 106 comprend un cadre 108 permettant de
fixer de maniére amovible au moins un substrat receveur 58. Lorsqu’il est solidarisé au
chassis mobile, les déplacements du substrat receveur 58 sont contr6lés avec une précision
micrométrique.

La téte d’impression 102 de type laser comprend un corps creux cylindrique 110, fixe par
rapport au bati, qui contient une partie d’un systéme optique et qui est surmonté d’une
portion tubulaire 112 qui comprend une extrémité supérieure 114 placée qui débouche dans
un plan horizontal. Ces éléments sont configurés de maniére a ce qu’un faisceau laser guidé
par le systéme optique balaie la section de I'extrémité supérieure 114.

Chaque support donneur 70 a la forme d’un disque positionné sur un socle 116.
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Selon un mode de réalisation illustré sur la figure 11, chaque socle 116 a la forme d’un tube

qui comprend au niveau de son bord supérieur un décrochement 118 qui a un diamétre
identique a celui d’un support donneur 70 et une hauteur suffisante pour le maintenir. Ainsi,
ce décrochement 118 permet de positionner un support donneur 70 par rapport au socle qui
le regoit.

L'extrémité supérieure 114 et le socle 116 ont des formes qui coopérent entre elles de
maniére a ce que le socle 116 soit immobilisé selon une position donnée par rapport a
I'extrémité supérieure 114 et donc par rapport au repere X,Y,Z du bati. Selon un mode de
réalisation, le socle 116 comprend une collerette 120 extérieure qui prend appui contre
I'extrémité supérieure 114 et permet de positionner le socle selon I'axe Z. En dessous de la
collerette 120, le socle 116 comprend une surface tronconique 122 qui coopére avec une
portion tronconique prévue a l'intérieur de la portion tubulaire 112. Ces formes permettent
de centrer le socle 116 par rapport a la portion tubulaire 112 et de le positionner dans un
plan XY. De préférence, il est possible d’utiliser des matériaux magnétiques pour améliorer le
positionnement du socle 116 par rapport a la portion tubulaire 112.

Avantageusement, le dispositif d'impression comprend une enceinte 124 configurée pour
stocker au moins un socle 116. Cette enceinte 124 comprend au moins une ouverture 125
permettant de faire entrer et sortir le ou les socles 116 stockés. Selon un mode de
réalisation, cette enceinte 124 a une forme parallélépipédique.

De préférence, I'enceinte 124 a des dimensions adaptées pour pouvoir stocker plusieurs
socles. Ainsi, le dispositif d’'impression peut imprimer successivement plusieurs encres
biologiques avec la méme téte d’'impression 102 de type laser.

Les socles 116 sont stockés sur une embase 126 qui comprend des logements 128, un
logement pour chaque socle 116. L'embase 126 a une forme allongée et comprend sur sa
longueur des encoches 128 en U. Selon une premiére variante illustrée sur la figure 8, la
longueur de 'embase 126 est orientée selon I'axe Y.

Selon une seconde variante privilégiée, la longueur de 'embase 126 est orientée selon |'axe
X et les encoches 128 sont ouvertes en direction des tétes d’impression.

Avantageusement, 'enceinte 124 comprend sur une premiére face orientée vers les tétes
d’'impression une premiere ouverture 125 permettant de faire sortir les socles 116 et sur une

autre face une deuxiéme ouverture 125’ permettant d’introduire les socles 116.
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Selon un mode de réalisation, I'enceinte 124 comprend un systéme de guidage pour

positionner I'embase 126, par exemple un rail, 'embase 126 comprenant en partie
inférieure une rainure dont la section coopére avec celle du rail. Ce rail débouche au niveau
de la deuxiéme ouverture 125’. |l est de préférence orienté selon I'axe X.

L'enceinte 124 comprend des moyens de confinement pour conserver a lintérieur de
I'enceinte une atmospheére adaptée aux encres biologiques, notamment en température
et/ou en hygrométrie. Ces moyens de confinement sont prévus notamment au niveau de
chaque ouverture 125, 125’. lls peuvent prendre la forme d’une barriere ou d’un rideau
d’air.

En complément de I'enceinte, le dispositif d’impression comprend une pince mobile 130
pour déplacer les socles entre I'enceinte 124 et la téte d'impression 102 de type laser. Selon
une premiere variante, la pince mobile 130 est solidarisée a un chariot mobile 132,
indépendant du chassis mobile 106, qui est configuré pour se déplacer selon les directions X,
Y, Z.

Selon une autre variante, la pince mobile 130 est solidarisée au chassis mobile 106.

Selon un mode de réalisation, le dispositif d'impression comprend un appareil de prise de
vue (non représenté) dont I'axe de visée est perpendiculaire a la direction verticale et
orientée au niveau de la surface supérieure du support donneur. Cet appareil peut étre

utilisé pour calibrer I'énergie du faisceau laser de la téte d’'impression 102 de type laser.

Procédé de réalisation d’un tissu biologique par bio-impression :

La premiére étape dudit procédé consiste a générer une représentation numérique en trois
dimensions du tissu biologique a imprimer.

Sur la figure 12, on a représenté en 140 une partie d’une telle représentation sous la forme
d’un cube qui comprend une premiére zone volumique 142 placée a l'intérieur d’'une
deuxiéme zone volumique 144 elle-méme disposée dans une troisieme zone volumique 146.
Pour les besoins de la description, la représentation 140 est grandement simplifiée.

Chaque zone volumique 142, 144, 146 est colorée ou texturée différemment, chaque
couleur ou texture correspondant a un ensemble de caractéristiques parmi les
caractéristiques suivantes (non limitées) matériau, moyen de fabrication, trajectoire,...

De préférence, chaque couleur ou texture correspond a une encre biologique.

Toutes les zones volumiques 142, 144 et 146 sont fermées.
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Avantageusement, la représentation comprend une pluralité de petits volumes élémentaires

qui ont des couleurs ou textures différentes en fonction de la zone volumique a laquelle ils
appartiennent. Selon un mode de réalisation, la représentation 140 est issue d’un fichier
informatique de type PLY.

La deuxieme étape du procédé consiste a trancher la représentation 140 en une succession
de couches superposées selon un axe Z. Sur la figure 13, on a isolé une couche 148 de la
représentation 140.

Lors du tranchage de la représentation 140, au droit d’'un changement de zone volumique,
chaque couche comprend une aréte qui correspond a un changement de zone.

Comme illustré sur la figure 13, la couche 148 comprend une premiére zone 142’ qui
correspond a la premiére zone volumique 142, une deuxiéme zone 144’ qui correspond a la
deuxiéme zone volumique 144 et une troisieme zone 146’ qui correspond a la troisiéme
zone volumique 146. Pour chaque couche, les zones 142’, 144’, 146’ sont colorées ou
texturées en fonction de la couleur ou texture des zones volumiques 142, 144, 146.

Chaque couche a une épaisseur £ qui est déterminée en fonction de la hauteur des
gouttelettes imprimées.

Si la couche ne comprend qu’une seule matiére a imprimer, la couche a une épaisseur
sensiblement égale a la hauteur d’une gouttelette.

Lorsque la couche comprend plusieurs matiéres a imprimer, selon une premiéere variante, la
couche a une épaisseur égale au plus petit commun multiple des hauteurs des gouttelettes
associées a chagque matiére. Cette variante a pour avantage de minimiser le décalage dans
toute la hauteur de I'objet a imprimer et d’aboutir a une impression rapide.

Selon une deuxiéme variante, la couche a une épaisseur égale au plus grand commun
diviseur des hauteurs des gouttelettes associées a chaque matiére. Cette variante a pour
avantage d’augmenter la résolution et le nombre de couches.

A titre d’exemple, si la premiére matiére est imprimée par bio-impression par laser, les
gouttelettes imprimées ont une hauteur de l'ordre de 10 um. Si la deuxiéme matiére est
imprimée par bio-impression par microvannes, les gouttelettes imprimées ont une hauteur
de l'ordre de 100 pum. Selon la premiére variante, les couches ont une épaisseur de I'ordre

de 100 um. Selon la deuxiéme variante, les couches ont une épaisseur de I'ordre de 10 um.
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De préférence, chaque couche comprend une pluralité de petits polygones élémentaires par

exemple triangulaires qui ont des couleurs différentes en fonction de la zone a laquelle ils
appartiennent.
Ainsi, I'objet a imprimer correspond a un ensemble de couches qui comprennent chacune un
ensemble de polygones qui ont chacun une couleur ou une texture associée.
Une troisieme étape du procédé consiste a déterminer pour chaque couche la position des
gouttelettes a imprimer de chaque encre biologique en fonction des zones 142’, 144’, 146’
colorées ou texturées et du volume prévu de chacune des gouttelettes. A cet effet, chaque
zone 142’, 144’, 146’ de chaque couche est remplie par des ellipses 142", 144”, 146" dont
les dimensions sont fonction des dimensions des gouttelettes de I'encre biologique destinée
a étre imprimée dans ladite zone, comme illustré sur la figure 14.
Pour chaque zone, les ellipses ont les mémes dimensions. Toutes les ellipses ont des axes
focaux paralléles.
La forme elliptique permet de pouvoir adapter les distances entre les gouttelettes selon
deux directions (une premiére direction paralléle aux axes focaux et une seconde direction
perpendiculaire a la premiere).
Le centre de chaque ellipse correspond a la position du centre d’une gouttelette.
Le positionnement des ellipses se fait zone par zone, par ordre décroissant de grosseurs,
Ainsi, les plus grosses ellipses disposées dans la zone 146’ sont positionnées en premier et
les plus petites ellipses disposées dans la zone 142’ sont positionnées en dernier.
De préférence, au niveau d’'un changement de zone, I'optimisation du positionnement se fait
selon deux criteres :

- ratio maximal de polygones élémentaires ayant la bonne couleur ou texture au sein

d’une ellipse, de I'ordre de 75% par exemple,
- Ratio minimal de polygones élémentaires ayant la mauvaise couleur ou texture au
sein d’une ellipse, de I'ordre de 5% par exemple.

Les chevauchements entre ellipses peuvent étre tolérés.
Une quatriéme étape du procédé consiste a synchroniser le déplacement de la surface de
dépose 56 sur laquelle les gouttelettes d’encre biologique sont imprimées et les différentes
tétes d’'impression.
Pour une bio-impression par laser, la zone de focalisation du laser est le centre de chaque

ellipse imprimée par laser, et chaque ellipse fait I'objet d’un pulse laser. Dans ce cas, la
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surface de dépose est fixe, c'est le laser qui balaie toute la surface de dépose. Pour une

surface de dépose plus grande que le support donneur, Il est possible de déplacer également
le substrat (sur lequel sont rapportées les surfaces de dépose) de maniere synchronisée avec
le balayage du laser.

Pour une bio-impression a buse, le centre de chaque ellipse correspond au point d'impact
supposé d’une gouttelette sur la surface de dépose 56. Dans ce cas, la buse d’impression est

fixe, c’est le substrat qui se déplace. Toutefois, la buse d’impression pourrait étre mobile.

Applications :

La bio-impression selon I'invention peut étre utilisée pour produire :

- Des tissus implantables pour la médecine régénératrice,

- Des tissus individualisés, réalisés a partir des cellules du patient, permettant de
sélectionner in vitro les traitements et de développer des solutions thérapeutiques
personnalisées,

- Des modeéles prédictifs reproduisant la physiologie de tissus humains sains ou de
tissus affectés par une pathologie pour tester de maniére prédictive I'efficacité ou la

toxicité des molécules, d’ingrédients et des candidats médicaments.

A titre d’exemple et de maniere non limitative, le tissu biologique est un tissu osseux.
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REVENDICATIONS

1. Procédé d’impression d’au moins une encre biologique, ledit procédé utilisant au
moins une téte d’impression (102) de type laser pour déposer au moins une gouttelette (82)
d’au moins une encre biologique sur une surface de dépose (56) d’un substrat receveur (58),
caractérisé en ce que le procédé d’'impression utilise au moins une téte d’impression (104,
104, 104”) a buse pour déposer au moins une gouttelette d’au moins une encre biologique
sur une surface de dépose (56) du méme substrat receveur (58) que la téte d’'impression
(102) de type laser.

2. Procédé d’'impression selon la revendication 1, ledit procédé étant utilisé pour
obtenir un tissu biologique comprenant des cellules et une matrice extracellulaire,
caractérisé en ce que les matériaux constituant la matrice extracellulaire sont déposés par la
ou les téte(s) d'impression (104, 104’, 104”) a buse et en ce que les cellules sont déposées
par la ou les téte(s) d’'impression (102) de type laser.

3. Procédé de réalisation d’'un tissu biologique utilisant le procédé d’impression
selon la revendication 1 ou 2, caractérisé en ce gqu’il comprend les étapes visant a :

- Générer une représentation (140) numérique en trois dimensions du tissu biologique

a réaliser, ladite représentation comprenant plusieurs zones volumiques (142, 144,

146) colorées ou texturées, chaque couleur ou texture étant associée a une encre

biologique,

- Trancher la représentation (140) en une succession de couches (148) superposées,
chaque couche (148) comprenant des zones (142°, 144’, 146’) colorées ou texturées

qui correspondent aux zones volumiques (142, 144, 146) de la représentation (140),

- Pour chaque couche, déterminer la position des gouttelettes a imprimer de chaque
encre biologique en fonction des zones (142’, 144’, 146’) colorées ou texturées et du
volume prévu de chacune des gouttelettes,

- Imprimer les différentes gouttelettes.

4. Procédé de réalisation d’un tissu biologique selon la revendication 3, caractérisé
en ce qu’un procédé d’'impression selon la revendication 1 ou 2 est utilisé pour imprimer les

différentes gouttelettes.
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5. Procédé de réalisation d’un tissu biologique selon la revendication 3 ou 4,

caractérisé en ce que les couches (148) ont une épaisseur fonction des dimensions des
gouttelettes.

6. Procédé de réalisation d’un tissu biologique selon I'une des revendications 3 a 5,
caractérisé en ce que chaque couche comprend un ensemble de petits polygones
élémentaires qui ont des couleurs ou des textures différentes en fonction de la zone a
laquelle ils appartiennent.

7. Procédé de réalisation d’un tissu biologique selon I'une des revendications 3 a 6,
caractérisé en ce que pour déterminer la position de chaque gouttelette, chaque zone (142,
144’, 146’) est remplie par des ellipses (142", 144", 146" ) identiques qui ont des dimensions
fonction des dimensions des gouttelettes de I'encre biologique destinée a étre imprimée
dans ladite zone, le centre de chaque ellipse correspondant a la position du centre d'une
gouttelette.

8. Procédé de réalisation d’un tissu biologique selon la revendication 7, caractérisé
en ce que le positionnement des ellipses est réalisé zone par zone, par ordre décroissant de
grosseurs.

9. Dispositif d'impression comprenant au moins un substrat receveur (58) avec une
surface de dépose (56) et au moins une téte d’'impression (102) de type laser qui comprend :

- au moins une source laser (64) pulsée configurée pour émettre un faisceau laser

(66),

- un systéme optique (68) pour focaliser et orienter ledit faisceau laser (66),

- au moins un support donneur (70) qui comprend au moins une encre biologique,
caractérisé en ce que le dispositif d'impression comprend au moins une téte d’impression
(104, 104’, 104”’) a buse pour imprimer au moins une encre biologique sur le méme substrat
receveur (58) que la ou les téte(s) d'impression (102) de type laser.

10. Dispositif d’impression selon la revendication 9, caractérisé en ce que le
dispositif d'impression comprend une enceinte (124) configurée pour stocker au moins un
socle (116) supportant un support donneur (70), ladite enceinte (124) étant équipée de
movyens de confinement permettant de conserver a l'intérieur une atmosphére adaptée aux
encres biologiques.

11. Dispositif d'impression selon la revendication 10, caractérisé en ce que I'enceinte

(124) a des dimensions adaptées pour stocker plusieurs socles (116) et en ce que le dispositif
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d’impression comprend au moins une embase (126) qui comprend des logements (128), un

logement pour chaque socle (116), ladite embase étant configurée pour étre stockée a
I'intérieur de ladite enceinte (124).

12. Dispositif d’'impression selon la revendication 11, caractérisé en ce que I'embase
(126) comprend un systeme de guidage pour la positionner dans I'enceinte (124).

13. Dispositif d'impression selon I'une des revendication 9 a 12, caractérisé en ce
gue I'enceinte (124) comprend sur une premiere face orientée vers les tétes d’'impression
une premiére ouverture (125) permettant de faire sortir les socles (116) et sur une autre
face une deuxieme ouverture (125’) permettant d’introduire les socles (116).

14. Dispositif d’'impression selon 'une des revendications 9 a 13, caractérisé en ce
gue le dispositif d'impression comprend une pince mobile (130) pour déplacer les socles
entre 'enceinte (124) et la téte d’impression de type laser (102).

15. Dispositif d’'impression selon 'une des revendications 9 a 14, caractérisé en ce
gue le dispositif d’'impression comprend un chassis mobile (106) supportant au moins un
substrat récepteur (58), un systéme de guidage et de déplacement du chassis mobile (106)
par rapport a un bati (100) selon trois directions et un systeme de commande permettant de
contréler les déplacements du chassis mobile (106), ledit systétme de guidage et de
déplacement et ledit systeme de contréle ayant une précision micrométrique.

16. Dispositif d’'impression selon les revendications 14 et 15, caractérisé en ce que la

pince mobile (130) est solidarisée au chassis mobile (106).
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