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Mit der stetigen Weiterentwicklung der modernen Medizin ver-

lagert sich der Fokus immer stdrker weg von allgemeingiltigen
Therapieprinzipien und hin zu an die individuellen Bedurfnisse
eines Patienten angepassten und optimierten Behandlungsmag-
lichkeiten. Diesem kontinuierlich stattfindenden Wandel wird
insbesondere in der Weich- und Hartgeweberegeneration durch
die vermehrte Erforschung, Verbesserung und Nutzung additiver

Fertigungstechnologien Rechnung getragen.

Dr. Mike Barbeck
[Infos zum Autor]
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3D-Druck-Technologien fir die
Weich- und Hartgeweberegeneration

Sven Pantermehl, Prof. Steffen Emmert, Said Alkildani,
Aenne Foth, Dr. Ole Jung, Dr. Mike Barbeck

Unter Fertigungstechnologien wird

eine Vielzahl von verschiedenen Tech-
niken fir die Schaffung dreidimensio-
naler Strukturen nach individuell ge-
setzten Vorgaben zusammengefasst,
welche sich in ihrer Funktionsweise
und den verwendeten Materialien un-
terscheiden.
Die fir die Fertigung notwendigen
Arbeitsschritte sind dabei fiir alle ver-
fugbaren additiven Fertigungsmetho-
den dquivalent:

Erstellen oder Scannen

Das zu druckende Objekt wird zu-
erst erstellt und gescannt. Wahrend
der Scan fiir gewéhnlich mittels CT
oder MRT erfolgt, konnen die beno-
tigten Konstrukte auch unter Nutzung
von ,,computer aided design”-Software
(CAD) vollstandig digital konstruiert
werden. Dieses Vorgehen erlaubt die
Fertigung eines an die individuellen
Bediirfnisse bzw. vorliegenden Wund-
verhaltnisse des Patienten angefertig-
ten Gewebeersatzes.

Umwandlung

Das erstellte Konstrukt wird in eine
flr den Drucker auslesbare Datei um-
gewandelt. Dazu wird das dreidimen-

sionale Objekt in einzelne zweidimen-
sionale Schichten Ubersetzt.

Festlegung

Das zu verwendende Druckmaterial
in Abhangigkeit von den an das Kon-
strukt gestellten mechanischen bzw.
strukturellen Eigenschaften und der
genutzten Fertigungstechnik wird fest-
gelegt.

Fertigung

Additive Fertigung des dreidimen-
sionalen Konstruktes bzw. Gewebes.
In Abhdngigkeit von Material und
3D-Druck-Applikation kénnen nach-
trdgliche Aushartungsprozesse bzw.
bei Verwendung vitaler Zellen zu-
satzliche Inkubationszeiten nach Ab-
schluss des Druckvorganges notwen-
dig sein.’

Bioprinting

Die bspw. fir die chirurgische Weich-
bzw. Hartgeweberegeneration zur
Anwendung kommende Generierung
kinstlicher Gewebe unter Verwen-
dung vitaler Zellen mittels 3D-Druck-
Technologie wird als ,Bioprinting”
bezeichnet. Dabei knnen zwei unter-

schiedliche Herstellungsansatze ver-

folgt werden:

a. Der , top-down"-Ansatz beschreibt
die derzeit haufiger eingesetzte
Methode. Hierzu wird zundchst eine
Tragerstruktur mittels 3D-Druck
hergestellt und anschlieBend mit
den gewlinschten Zellen besiedelt
oder bedruckt. Die Tragerstruktur
dient dabei nicht nur als Adha-
sionsflache flr die Zellen, sondern
fungiert, in Abhangigkeit vom ver-
wendeten Material und der ge-
wahlten Mikrostruktur, auch als
eine kiinstliche Extrazellularmatrix
(EZM) und kann durch zuséatzliche
Beladung mit Wachstumsfaktoren
oder Nahrstoffen zur Proliferations-
steigerung beitragen. Nach Implan-
tation kommt es zur Degradation
der Tragerstruktur und zu einer
zeitgleichen Schaffung einer eige-
nen EZM durch die inkorporierten
Zellen.?

b.In der neueren, duBerst vielver-
sprechenden , bottom-up“-Methode
werden Zellen und Proteine zu-
nachst zu mehreren Nano- oder
Mikrostrukturen zusammengesetzt,
welche durch zellulare Selbstorga-
nisation ihre eigene EZM schaffen



und so zu einem funktionalen Ge-
webe zusammenwachsen. Durch
die freie Zusammenstellung und
Positionierung der mikrostrukturel-
len Einheiten lasst sich mit dieser
Methode noch gezielter Einfluss auf
die Gesamtstruktur des erschaf-
fenen Gewebes nehmen.?

Biotinten

Die fir den Druck organischen Gewe-
bes verwendeten Materialien missen
einige grundlegende mechanische,
biologische und chemische Anforde-
rungen erfiillen.* Dazu gehoren ne-
ben einer grundsatzlichen Biokompa-
tibilitdt auch eine fiir die jeweilige
Druckapplikation geeignete Viskosi-
tat, die Moglichkeit der Modifikation,
bspw. durch das Einbringen zusatzli-
cher proliferationsfordernder Proteine,
oder auch die Biodegradierbarkeit,
wie sie insbesondere fir den ,top-
down"-Ansatz von entscheidender Be-
deutung ist. Lediglich die mit vita-
len Zellen beladenen Druckmaterialien
werden per definitionem als Biotinten
(Engl.: Bioinks) bezeichnet, wahrend
fur alle zellfreien Materialien der Ter-
minus ,Biomaterialien” Verwendung
findet. Zu den eingesetzten Materia-
lien gehdren neben Hydrogel-basier-
ten Stoffen, wie Kollagen oder Hya-
luronsaure, welche durch ihre sehr
guten biokompatiblen und biodegra-
dierbaren Eigenschaften in einem brei-
ten Anwendungsspektrum zum Ein-
satz kommen, auch vorpraparierte
Zellaggregate und -pellets sowie bio-
aktive Molekille, wie die bereits er-
wahnten Wachstumsfaktoren oder un-
terschiedliche Nanopartikel aus Gold
und Silber, welche bspw. die mecha-
nische Stabilitdt des Gewebes posi-
tiv beeinflussen oder die Zellviabilitat
fordern konnen.

3D-Druck-Technologien

Die aktuelle 1SO 17296-2 definiert der-
zeit insgesamt sieben verschiedene
3D-Druck-Technologien, die sich wie-
derum in weitere Unterkategorien
unterteilen lassen. Fir die Herstellung
kinstlicher Hart- oder Weichgewebe
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Abb. 1: Fiir die Vat-Photopolymerisation wird sich die Eigenschaft photosensibler Materialien, bei
Absorption von UV-Licht auszuhdrten, zunutze gemacht, um mittels zielgerichteter UV-Bestrahlung

die bendtigten Konstrukte herzustellen.

unter Verwendung vitaler Zellen als
Druckmaterial eignen sich aufgrund
ihrer Zellviabilitats-schonenden Funk-
tionsweise gegenwartig primdr drei
dieser Technologien.

Vat-Photopolymerisation

Die unter dem Begriff der Vat-Photo-
polymerisation zusammengefassten
3D-Druck-Anwendungen nutzen flUs-
sige, in einem entsprechenden Be-
héltnis (Engl.: Vat) befindliche photo-
sensible Polymere, welche Schicht fiir
Schicht mittels UV-Quelle zur Aushar-
tung gebracht werden konnen. Der
zu diesem Zweck in das Material ein-
gebrachte Photoinitiator absorbiert
die einfallenden UV-Strahlen und bil-
det aktive Spezies, die zu einer Poly-
merisation des Biomaterials fiihren.
Durch unterschiedliche UV-Quellen
oder technische Spezifikationen kén-
nen auf Photopolymerisation basie-
rende Drucker in zusatzliche Unter-
kategorien unterteilt werden.

Die wesentlichen Vorteile dieses Ver-
fahrens liegen in einer relativ hohen
Aufldsung des entstehenden Kon-

struktes bei vergleichsweise kurzer
Druckzeit. Da auf die Nutzung einer
Druckdise fiir den MaterialausstoB
verzichtet werden kann, kommt es
nicht zur Entstehung von die Zellvia-
bilitat negativ beeinflussenden Scher-
kraften.> Gleichzeitig ist die Auswahl
der zur Verfiigung stehenden Ma-
terialien stark eingeschrankt, da die
meisten photosensiblen Polymere bei
UV-Absorption aggressive Radikale
bilden, welche eine Inkorporierung
vitaler Zellen zumindest deutlich er-
schweren. Gegenwartig werden auf
Photopolymerisation basierende Dru-
cker Uberwiegend fur die Herstellung
von Tragerstrukturen eingesetzt, wel-
che mittels nachtraglicher Aufreini-
gungsprozesse von entstandenen Ra-
dikalen gesdubert und anschlieBend
mit adharenten Zellen besiedelt wer-
den kénnen (Abb. 1).

Das Forschungsteam um Grogan et al.
nutzte einen auf Photopolymerisa-
tion basierenden 3D-Drucker fiir die
Herstellung einer Tragerstruktur aus
Gelatine-Methacrylat (GelMa) und
die nachtrdgliche Besiedlung mit hu-
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Abb. 2: Material-Jetting beruht auf der kontrollierten Abgabe des Druckmaterials in Tropfenform.
Dabei gibt es viele in ihrem Funktionsprinzip unterschiedliche Drucksysteme. Der fiir die Uberwindung
der Oberflachenspannung des Materials an der Disenspitze notwendige Druck kann bspw. durch
Heiz-Elemente und die daraus resultierende Bildung von Dampfblasen im Materialtank aufgebaut
werden (A). Ein recht &hnliches Verfahren nutzt zu diesem Zweck stattdessen die Eigenschaft piezo-
elektrischer Elemente, sich in Abhangigkeit der anliegenden Spannung auszudehnen oder zu kontra-

hieren (B).

manen Meniskus-Zellen aus der avas-
kuldren Zone.® Das entstandene Kon-
strukt wurde nach zweiwdchiger Kul-
tivierung in ein explantiertes Organ
eingesetzt, wo eine erfolgreiche Aus-
differenzierung und Integration der
Zellen in das umgebende Meniskus-
Gewebe beobachtet werden konnte.
Somit bietet dieses Verfahren bei-
spielsweise einen innovativen und
vielversprechenden zukinftigen The-
rapieansatz fiir die Behandlung von
Meniskus-Schaden.®

Multi-Jet Modelling

Multi-Jet Modelling nutzt einzelne,
variabel hinzuschaltbare DruckdUsen
fur den Auswurf des tropfenformi-
gen Druckmaterials. Bei den fiir diese
Applikation geeigneten Materialien
handelt es sich primar um flissige
Photopolymere oder Harze, die durch
anschlieBende UV-Bestrahlung zur de-

finitiven Aushartung gebracht werden.
Durch die parallele Verwendung ver-
schiedener Druckkopfe lassen sich
unterschiedliche Materialien gleichzei-
tig in dasselbe Konstrukt einbringen.
Ferner zeichnet sich das Verfahren
durch hohe Druckgeschwindigkeiten
und Auflésungen von bis zu 10pum
aus, wodurch auch sehr feine Struk-
turen in vergleichsweise kurzer Zeit
hergestellt werden konnen.” Gleich-
zeitig bedarf es unter Nutzung dieses
Verfahrens meist zusatzlicher parallel
mit dem Objekt mitgedruckter Stiitz-
strukturen, um eine ausreichende
mechanische Stabilitdt des Kon-
struktes vor der finalen Aushdrtung
gewadhrleisten zu konnen. Diese
Strukturen miissen im Anschluss an
den Druck zumeist handisch vom
Objekt entfernt werden. Auch ist das
Risiko einer Verstopfung der Druck-
diisen und dem daraus resultieren-

den Verlust von Qualitdt und Pra-
zision im laufenden Druckvorgang
insbesondere bei der Materialaus-
wahl zu berlcksichtigen (Abb. 2).
Koch et al. verwendeten einen auf der
Funktionsweise des Multi-Jet Model-
ling beruhenden 3D-Drucker, um u.a.
humane mesenchymale Stammzellen
zu drucken und den Einfluss des Ver-
fahrens auf Zelliberleben, Prolifera-
tionsverhalten und potenzielle DNA-
Schaden zu analysieren.® Es zeigte
sich, dass die Stammzellen auch nach
Druckprozess ihre charakteristischen
Oberflachenmarker (CD44, CD105,
CD29 und CD90) behielten und so-
mit keine immunophanotypische Um-
wandlung der Zellen durch das Ver-
fahren verursacht wurde. Diese Ergeb-
nisse konnten den Grundstein eines
neuen therapeutischen Einsatzes plu-
ripotenter Stammzellen legen, welche
direkt und mit héchster Prazision in
das geschadigte Gewebe gedruckt und
dort erst zur gewlinschten Ausdiffe-
renzierung gebracht werden kénnten.

Materialextrusion

Auf dem Prinzip der Materialextru-
sion basierende Drucker nutzen einen
kontinuierlich mittels mechanischer
oder pneumatischer Kraft durch eine
Diise ausgestoBenen Strahl des ver-
wendeten Druckmaterials, welcher
gemaB der vorgegebenen Objektda-
ten Schicht fir Schicht in der Form
des gewiinschten Konstruktes aufge-
tragen wird.® Die diesem Funktions-
prinzip zugehorigen Applikationen
unterscheiden sich primar in der fir
den Materialauswurf notwendigen
Kraftquelle. Dazu zahlen u.a. senk-
recht auf das Material einwirkende
Kolben, Schrauben oder auch alleinig
auf Druckluft basierende Systeme.
Aufgrund ihrer einfachen, auch ein-
steigerfreundlichen Handhabung, ge-
ringer Anschaffungs- und Betriebs-
kosten sowie einer breiten Auswahl
an mdglichen Materialien gehdren ex-
trusionsbasierte 3D-Drucker zu den
am weitesten verbreiteten additiven
Fertigungstechnologien auf dem Feld
des Bioprinting. Gleichzeitig gilt es,
mehrere die Qualitdt und Zellviabili-
tat beeinflussende Faktoren zu be-



achten und entsprechend zu modifi-
zieren, um optimale Ergebnisse zu
erhalten. Dazu gehdren u. a. eine ge-
eignete Viskositdt des Materials, da
hochviskose Stoffe zur Verstopfung
der Dise filhren kénnen, wohinge-
gen es unter Verwendung geringvis-
koser Substanzen zum Abbruch des
Materialstrahls, Tropfenbildung und
folglich einer unkontrollierten Mate-
rialabgabe kommen kann. Gleichzei-
tig konnen die bei Auswurf in der
Duse aufkommenden Scherkrafte via-
bilitatsmindernd auf die flir den Druck
verwendeten Zellen wirken.

2017 konnten Kim et al. durch Ein-
satz eines kombinierten Extrusions-
und Multi-Jet-3D-Druckers ein voll-
standiges Hautmodell, bestehend aus
Dermis und einer der menschlichen
Haut sehr dhnlich stratifizierten Epi-
dermis, herstellen.’® Hierzu wurde mit-
tels Materialextrusion eine Trager-
struktur aus Polycaprolakton und Ge-
latine-Hydrogel konstruiert und zu-
satzlich mit in Kollagen eingebetteten
humanen primaren Dermal-Fibroblas-
ten bedruckt. Diese Arbeitsschritte
wurden bis zur gewlnschten Dicke
des Gebildes von 3,5mm wiederholt
und dann mittels Multi-Jet-Druck eine
abschlieBende Schicht humaner epi-
dermaler Keratinozyten aufgetragen.
Nach zweiwdchiger Inkubation des
kiinstlichen Gewebes zeigte sich ne-
ben einem der menschlichen Haut sehr
ahnlichen Dehnungsverhalten der Fi-
broblasten u.a. auch die Exprimie-
rung von Kollagen und Dermis-spe-
zifischer Differenzierungsmarker als
Hinweise auf ein vollkommen kiinst-
lich hergestelltes und grundlegend
funktionales Hautgewebe.

Fazit

3D-Druck-Technologien fiir den Ein-
satz zur Weich- und Hartgeweberege-
neration haben initial schon Einzug in
die medizinische Forschung gehalten.
Zukiinftig bedarf es jedoch weiterer
umfangreicher und intensiver For-
schungs-, Entwicklungs- und Optimie-
rungsprozesse, um das volle Potenzial
dieser Technologien fir die unmittel-
bare klinische Therapieanwendung
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Abb. 3: Extrusionsdrucker nutzen verschiedene Mechanismen, wie Druckluft (A), mechanische Kol-
ben (B) oder motorisierte Schrauben (C), um die Bioink aus dem Duisenkopf auszustoBen. Auf diese
Weise wird Schicht fiir Schicht das gewlinschte Objekt gefertigt.

erschlieBen zu kdnnen. Geben die
oben genannten Beispiele nur einen
sehr kleinen Einblick in die Moglich-
keiten, die sich fir die Verwendung
des Bioprintings in naher Zukunft zur
patientenindividuellen Therapie rea-
lisieren lieBen, so wird bereits jetzt
kontinuierlich und mitunter interdis-
Ziplindr an weiteren innovativen Ver-
besserungen der Verfahren gearbei-
tet. Beispielhaft seien u.a. der Ein-
satz kinstlicher Intelligenz genannt,
mit deren Hilfe die einzelnen Para-
meter auch im laufenden Druckpro-
zess stetig (iberwacht und automa-
tisiert im Sinne einer bestmdglichen
Qualitdt des Objektes adaptiert wer-
den kénnen." Ebenso vielversprechend
zeigt sich die Methodik des In-situ-
Bioprintings und somit der Druck des
gewiinschten Gewebes unmittelbar in
den Gewebedefekt des Patienten, wo-
durch retardierende In-vitro-Inkuba-
tionszeiten, potenzielle Kontaminatio-
nen vor Implantation und generelle
Schwierigkeiten bei der korrekten Ar-
retierung des vorinkubierten Gewe-
bes in den Defekt entfallen kénnten.?

Problemstellungen, wie eine mangel-
hafte Vaskularisierung des neuen Ge-
webes in vitro oder einer vollstandig
dem humanen Nativgewebe nach-
empfundenen Mikrostruktur werden
global mit vielfaltigen L6sungsansat-
zen angegangen und kénnten somit
bereits in absehbarer Zeit zufrieden-
stellend gelost werden. Es liegt die
Vermutung nahe, dass das Bioprin-
ting in naher Zukunft weite Teile der
modernen Medizin vollstandig revo-
lutionieren diirfte.
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