03.05.2024: https://www.filkfreiberg.de/forschung-entwicklung/projekte-und-publikationen/
projektbibliothek/dreidimensionales-plotten-von-komplexen-und-individuellen-weichgewebs-implantaten

FI LK Freiberg Institute

DREIDIMENSIONALES PLOTTEN VON KOMPLEXEN UND
INDIVIDUELLEN WEICHGEWEBS-IMPLANTATEN

BMWi IGF 306 ZBR | Laufzeit: 01.2009 - 09.2011 | Michael Meyer, FILK Freiberg; Frank Sonntag, Fraunhofer
IWS Dresden; Michael Gelinksy, TU Dresden (MTZ)
Kategorien:  Biomaterialien  Kollagen

PROJEKTZIEL & ERGEBNISSE

Ziel des Projektes war die Entwicklung eines 3D-Plotsystems zur Erzeugung Patienten-individueller, kom-
plex zusammengesetzter Weichgewebeimplantate. Mit Hilfe einer zu entwickelnden Software sollten ausge-
hend von 3D-Datensatz und Zielparametern des geplanten Weichgewebeersatzes Plotplane erstellt wer-
den, in denen der Anwender fUr jeden Strang ein bestimmtes Material vorgeben kann. Aus diesen Daten
sollten anschlieBend aus mehreren verschiedenen Hydrogelen auf Basis des Biopolymers Kollagen mit ho-
her Ortsauflosung automatisiert Scaffolds mit definierter, komplexer duBerer wie innerer Geometrie fur die
Weichgewebsrekonstruktion erzeugt werden. Weiterhin sollten passende Perfusionszellkultursysteme zur
optimalen Versorgung der neuen Scaffolds wahrend der anschlielienden Zellbesiedlung entwickelt werden.
Fur das 3D-Plotten sollten neben dem eigentlichen Plotsystem geeignete Kollagenpasten entwickelt und
die erzeugten 3D-Matrices in Zellkulturexperimenten getestet werden. Dazu sollten zum einen die Eigen-
schaften der Kollagenpasten auf das Plotverfahren abgestimmt und entsprechend optimiert werden. Zum
anderen sollten die verwendeten Kollagenrohwaren sowie die Rezepturen der Pasten in Bezug auf eine
Zellkultivierung untersucht und angepasst werden. Die durch 3D-Plotten hergestellten Scaffolds sollten
letztlich sowohl zur Zellkultivierung, als auch zur Herstellung unterschiedlicher Gewebetypen im Sinne des
Tissue Engineering fur die Behandlung von dreidimensionalen Weichteildefekten in der Chirurgie einge-
setzt werden. Zuletzt sollte das System auch hinsichtlich der Verarbeitung bereits Zellen enthaltender Hy-

drogele erweitert und getestet werden.

Am FILK wurde Schweineschwarte als geeignete Rohwarenqguelle ausgewahlt, diese wurde von einem zerti-
fizierten Zerlegebetrieb bezogen. Es wurde eine Technologie entwickelt, aus der Rohware eine Kollagensus-
pension herzustellen. Diese Suspension war im sauren pH-Bereich und im neutralen pH-Bereich mit Zusat-
zen plottbar. Es wurden erfolgreich verschiedene Scaffoldgeometrien hergestellt und diese mit unter-

schiedlichen Methoden stabilisiert. Mit Langzeittests (1 Monat) bei 37 °Cin Zellkulturlésung konnte die Sta-

bilitét der verschiedenen Scaffoldpraparationen nachgewiesen werden. Fir das simultane Plotten von Kol-
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lagensuspension und Zellen wurde die Suspension gefriergetrocknet, gammasterilisiert, und anschlieend

in Puffer (pH: neutral) resuspendiert und erfolgreich geplottet.

Die am IWS entwickelten 3-Kanal-Plotsysteme wurden inklusive Software erfolgreich bei den Projektpart-
nern TU Dresden (unter sterilen Bedingungen) und FILK Freiberg etabliert und zur Herstellung komplexer
Scaffolds eingesetzt. Das Plotten von Scaffolds aus verschiedenen Materialien wurde demonstriert. FUr die
pneumatische Dosierung bestimmter Materialien (Agarose, Polycaprolacton) muss die Viskositat des Medi-
ums Uber die Kartuschentemperatur geregelt werden. Dazu wurde eine Dosierkartuschentemperierung
entwickelt, getestet und beim Projektpartner TU Dresden etabliert. Durch die Integration von Heizelemen-
ten (Widerstand, Peltier-Element) und Temperatursensoren sowie die thermische Isolation zum Dosierkopf
konnen Temperaturen im Bereich von 30 bis 100 °C realisiert werden. Entwicklung angepasster Perfusions-
zellkultursysteme: Basierend auf den modularen Zellkultur- und Mikrofluidikplattformen des IWS wurde ein

miniaturisiertes Perfusionssystem entwickelt, umgesetzt und erfolgreich getestet.

Am MBZ/TFO wurden zur mikroskopischen Charakterisierung REM-Analysen von geplotteten Kollagenscaf-
folds durchgefuhrt, die eine interkonnektierende Mikroporenstruktur der Materialstrange, geeignet fur das
Einwachsen von Zellen zeigten. Die geplotteten Scaffolds wiesen eine ausreichende Stabilitat auf, um unter
Zellkulturbedingungen Uber mehrere Wochen gut handhabbar zu bleiben. Zellkulturexperimente zur Cha-
rakterisierung der Besiedlungsfahigkeit, Zellverteilung und Adhasion: Geplottete Kollagenscaffolds waren
sehr gut mit Zellen besiedelbar (zufriedenstellende Besiedlungseffizienz und Verteilung auf dem gesamten
Scaffold bei Anwendung einer semidynamischen Besiedlungsmethode). Die Zellen adhdarieren sehr gut am
Material. Proliferation und Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen (hMSC): In Abhangigkeit von
den Kultivierungsbedingungen konnte eine leichte Zunahme der Zellzahl bzw. konstante Zellzahl nachge-
wiesen werden. REM-Aufnahmen zeigten, dass die Strange nach 28 Tagen Kultivierung komplett mit Zellen
bedeckt waren. Adipogene bzw. osteogene Differenzierung der hMSC unter den entsprechenden Kultivie-
rungsbedingungen wurden ebenfalls nachgewiesen.

Erweiterung und Testung des Systems hinsichtlich Verarbeitung von bereits Zellen enthaltenden

Lebende, in Alginat-basierten Hydrogelen (mit und ohne Kollagen) resuspendierte Zellen konnten mittels
3D-Plotten verarbeitet werden. Die zellen-enthaltenden Scaffolds konnten zellvertraglich stabilisiert werden
und sind Uber mehrere Wochen unter Zellkulturbedingungen stabil. Die Prozessbedingungen wurden so-
weit optimiert, dass ein grol3er Teil der Zellen Uberlebt, auch nach mehreren Wochen waren lebende Zellen

in den Strukturen nachweisbar.
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