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AUSGANGSSITUATION

Die Herstellung lebender Gewebe ex vivo (Tissue Engineering) besitzt groRes Potential, der steigenden
Nachfrage nach funktionellem Ersatz von irreversibel geschadigtem Gewebe und Organmaterial nachkom-
men zu konnen. Aktuelle Ansatze verfolgen die Erzeugung dieser dreidimensionalen Gewebe mittels 3D-
Druckverfahren. Die Auswahl des Biomaterials ist neben den Gewebezellen die kritischste Komponente im
Tissue Engineering. Das Biomaterial Kollagen ist aufgrund der ausgezeichneten biologischen Vertraglichkeit
und der geringen Immunogenitat fur die medizinische Anwendung hervorragend geeignet. Die Verarbei-
tung von Kollagen mittels Plott- oder Drucktechnik ist moglich, aber die Stabilitat der hergestellten Struktu-
ren gegentber mechanischen und biochemischen Einflissen ist nicht zufriedenstellend. Derzeit wird Kolla-
gen hauptsachlich in Form von Hydrogelen gedruckt. Dabei handelt es sich um stark wasserhaltige, aber
wasserunlosliche Polymernetzwerke, die zwar zellvertraglich, aber nur zur Fertigung von sehr weichen Ge-

webestrukturen geeignet sind.

PROJEKTZIEL

Ziel des Projektes war daher die Entwicklung neuartiger, biologisch vertraglicher Materialien auf Basis von
Kollagen, die zur Verarbeitung im 3D-Drucker geeignet sind und gleichzeitig die Fertigung mechanisch sta-
biler Tissue Engineering Konstrukte ermoglichen. Dazu war vorgesehen, sowohl hochviskose, faser-haltige
Kollagensuspensionen als auch niedrigviskose Kollagenldsungen so aufzubereiten, dass sie mittels additi-

ver Fertigung und in Gegenwart von Zellen den Aufbau dreidimensionaler Geruststrukturen ermoglichen.

LOSUNGSWEG

Das Drucken lebender Zellen sollte mit Hilfe einer niedrigviskosen Tinte erfolgen. Um die Sedimentation

der Zellen wahrend des Druckens zu verhindern, wurden Kollagenfibrillen in die Tinte eingearbeitet. Sie bil-
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deten eine netzartige Matrix, die das Absetzen der Zellen verminderte und dennoch tropfbar war. Da die
Sedimentation durch die Kollagenfibrillen aber nicht vollstandig unterbunden werden konnte, wurde der
Tinte Gelatine zugemischt. Die Kombination aus Kollagenfibrillen und Gelatine ermdglichte das Drucken ei-
ner konstanten Zellzahl Uber mehrere Stunden hinweg. Es stellte sich heraus, dass die Anwesenheit des
Kollagens in der Tinte zusatzlich das Uberleben der Zellen bei langen Druckprozessen verbessert. Hohe
Gelatinegehalte in der Tinte wirkten sich hingegen negativ auf die Zellviabilitat aus. Um die Stabilitat der ge-
druckten Zelltinte zu erhéhen, wurden das Kollagen und die Gelatine chemisch maodifiziert. Es wurden pho-
tosensitive Methacrylatgruppen angekoppelt, die Uber einen licht-induzierten Mechanismus eine Vernet-
zung der Kollagen- und Gelatinemolekule bewirkten. Die Vernetzung konnte mittels dynamischer Differenz-
kalorimetrie nachgewiesen werden und fUhrte zu einer Verfestigung der Materialien. Diese Derivatisierung
verhinderte zudem das Auflésen der Tinte bei der Zugabe von Zellkulturmedium nach dem Druckprozess
und hielt die Zellen auf dem gedruckten Konstrukt. Die Zellvertraglichkeit und die biochemischen und phy-

sikalischen Eigenschaften der Tinte wurden innerhalb des Projektes analysiert.

ERGEBNISSE

FUr das Drucken dreidimensionaler GerUststrukturen wurde eine Tinte auf Basis nicht-16slicher Kollagenfa-
sern entwickelt. Die FasergroRe und die Wasserbindekapazitat der Kollagensuspension wurde an die Verar-
beitung mittels 3D-Drucker angepasst. Dazu wurde der Mahlgrad optimiert und Additive zugemischt, die
eine Quellung und damit eine gesteigerte Wasserbindung der Kollagenfasern induzierten. Als Additive wur-
den Natriumcitrat, Kaliumdihydrogenphosphat, Tris-base, Hepes und Natriumacetat in verschiedenen Kon-
zentrationen untersucht. Lediglich Kaliumdihydrogenphosphat und Tris-base fuhrten jedoch zu guten Dru-
ckergebnissen. Intensive rheologische Untersuchungen ergaben, dass die Druckbarkeit der Kollagentinte
von der Viskositat und dem elastischen Anteil im Material abhangig war. So zeigten alle druckbaren Kolla-
gensuspensionen neben einer Wasserbindung von = 94 %, eine Viskositat < 30 kPa*s (bei geringer Scher-
rate) und ein Speichermodul G' = 2 kPa. In Zytotoxizitatstests konnte ein starker Einfluss der Additive auf
die Stoffwechselaktivitat von Zellen festgestellt werden. Die Kollagen-Tris-Tinte, die letztlich entwickelt wur-

de, war biokompatibel und zeigte sehr gute Druckeigenschaften.
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