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3D-Druck

Tinten fur die Biofabrikation -
Druckbarkeit vs. Biokompatibilitat?
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In biomaterial ink development, achieving optimal performance is a
complex process. A biomaterial ink that shows excellent printability
may be inferior in terms of cell compatibility. Properties facilitating
printability of biomaterial inks include, among others, viscosity and
stiffness. Research shows that stiffness plays a pivotal role in dictat-
ing cell response. Neurons used in this study require an exceptionally
low matrix stiffness, which may not show best printability results

when realized in a biomaterial ink.
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B 3D-Druck ist eine der bedeutendsten tech-
nologischen Entwicklungen der letzten Jahr-
zehnte und hat neben der Nutzung in Indus-
trie, Luft- und Raumfahrttechnik, Verkehr
und vielen weiteren Branchen, auch seine
Anwendung in der Biotechnologie und insbe-
sondere im Tissue Engineering gefunden [1].

Im Gegensatz zu herkommlichen Herstel-
lungsmethoden ermdglicht der 3D-Druck die
Herstellung spezialisierter, maBgeschneider-
ter Strukturen und somit die Durchfiihrung
komplexerer Experimente [1].

Urspriinglich fiir den industriellen Einsatz
entwickelte 3D-Drucker sind in der Regel

jedoch nicht fiir die biomedizinische Anwen-
dung ausgelegt, sondern auf den Druck von
thermoplastischen Polymeren, Keramiken
oder Metallen spezialisiert. Der Druckpro-
zess erfordert hierbei meist hohe Temperatu-
ren, toxische Losungsmittel und Vernetzer-
substanzen [1].

Materialien, die als Tinte fiir den 3D-Druck
im Bereich Biotechnologie und Tissue Engi-
neering Anwendung finden, sollen nicht
toxisch, biokompatibel und druckbar bei phy-
siologischen Temperaturen sein. Weiterhin
ist die Voraussetzung, dass die Stabilitdt und
Mechanik der zugehorigen biomedizinischen
Anwendung entsprechen.

Werden in ein Material Zellen unterge-
mischt und anschlieBend 3D-gedruckt, so
spricht man von einer ,Biotinte“. Wird ein
biokompatibles Material zellfrei 3D-gedruckt
(und optional anschlieBend mit Zellen
benetzt), bezeichnet man dies als ,Biomate-
rial-Tinte“ [2].

Eine der groBten Herausforderung bei der
Entwicklung von Tinten fiir die biomedizini-
sche Anwendung ist der Kompromiss zwi-
schen guter Druckbarkeit und hoher Biokom-
patibilitat. Die meisten Zellen erfordern ver-
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A Abb. 1: Kompromiss zwischen Formstabilitdt und Zellkompatibilitét bei der Entwicklung von Tinten fiir die 3D Biofabrikation. Die héchste Biokompa-
tibiltdt und Zellviabilitat wird meist bei niedrigen Viskositdten der Biotinte erreicht, was zu einer ungeniigenden Formstabilitat des gedruckten Konst-

ruktes fihrt (linker Bereich). Mit hoheren Viskositdten kann zwar eine exzellente Formstabilitét erreicht werden, allerdings leidet hierbei oft die Viabili-
tét der eingebetteten Zellen immens (rechter Bereich).
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gleichsweise weiche Umgebungen, wahrend
Materialien mit hoher Viskositit oft eine
bessere Druckbarkeit aufweisen [3]. Dieser
erforderliche Kompromiss ist in Abbildung 1
dargestellt. Eine der am hadufigsten ange-
wandte Materialkategorie fiir den Biodruck
sind Hydrogele.

Hydrogele als ideale EZM imitierende
Biomaterial-Tinte

Hydrogele sind 3-dimensionale polymere
Netzwerke, die in der Lage sind, groBe Men-
gen (bis zur 100-fachen Menge des eigenen
Gewichts) an wissrigen Losungen zu spei-
chern [4]. Zur Herstellung eines Hydrogels
werden hydrophile Polymere in Wasser
oder wasserbasierten Fliissigkeiten gelost
und anschlieBend physikalisch, chemisch
oder enzymatisch vernetzt [5]. Durch die
Vernetzung wird die Struktur unldslich in
Wasser.

Die entstehende Mikrostruktur dhnelt im
hohen MaBe der Mikrostruktur der extrazel-
luldren Matrix (EZM) natiirlichen Gewebes
[6]. Die EZM ist die nicht zellulire Kompo-
nente in allen Geweben und Organen und
fungiert als essenzielles physisches Geriist
fiir die zellularen Bestandteile [7]. Dariiber
hinaus liefert sie entscheidende biomechani-
sche und biochemische Impulse, erforderlich
fir die Differenzierung, Homdostase und
Morphogenese von Geweben [7]. Die EZM
besteht grundlegend aus Wasser, Proteinen
und Polysacchariden, wobei jeder Gewebetyp
seine eigene, individuelle Zusammensetzung
aufweist.

Variabilitat von Hydrogelen

Einer der mitunter groBten Vorteile von
Hydrogel fiir die Anwendung als EZM-Imita-
tion, neben der hohen Ahnlichkeit zur natiir-
lichen EZM, liegt in ihrer beinahe unbegrenz-
ten Moglichkeit zur Variation. Neben grund-
legenden Entscheidungen, wie der Wahl des
Polymers, des Vernetzers und des wassrigen
Losemittels, kann mit feinen Verdnderungen
des Feststoffanteils (bzw. der Konzentration),
des Vernetzungsgrads und des Anteils an
funktionellen Gruppen oder Wachstumsfak-
toren das Hydrogel auf nahezu jede Gewebe-
art angepasst werden.

Eine Veranderung der Hydrogelparameter
wird hierbei auch immer begleitet von einer
Veranderung der Materialeigenschaften. Sta-
bilitdt und Abbaubarkeit unter Zellkulturbe-
dingungen, Netzwerkdichte, Steifigkeit und
Viskositdt (und damit Druckbarkeit) sind
hier nur einige der beeinflussten Eigenschaf-
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A Abb. 2: Drucktests einer Biomaterial-Tinte basierend auf Hyaluronsédure und Gelatine mit
unterschiedlichem Feststoffanteil. Linke Spalte: Filament Collapse Test (FCT) ermittelt, wie weit
ein gedruckter Strang abhangig von der Uberhangsbreite absinkt, Mittlere Spalte: Filament Fusion
Test (FFT) ermittelt den minimal méglichen Abstand zwischen zwei Filamenten ohne dass die Fila-
mente fusionieren, f;: filament distance/Filamentabstand, f: filament thickness/Filamentbreite,
f, fused filament length/Lange des fusionierten Filaments:, Rechte Spalte: Grid Structure Test
(GST) ermittelt die Formgenauigkeit des Drucks, indem bestimmt wird, wie nah die Form einer

Pore der einer theoretisch perfekten Pore ist.

ten. Insbesondere die Konzentration der ein-
zelnen Hydrogel-Komponenten zeigt einen
signifikanten Effekt auf die Druckbarkeit des
Hydrogels [8].

Bessere Druckbarkeit bei hoherer
Konzentration

Abbildung 2 zeigt die Ergebnisse verschiede-
ner Drucktests eines Hydrogels mit variie-
render Konzentration. Drei Tests werden
durchgefiihrt: der Filament Fusion Test

(FFT), der Filament Collapse Test (FCT) und
der Grid Structure Test (GST). Mithilfe des
FFT wird der maximale Abstand zwischen
zwei Filamenten analysiert, ohne dass die
Filamente zusammenflieBen und nicht mehr
zu unterscheiden sind [9]. Der FCT ermittelt,
wie weit ein Filament zwischen zwei Stiitzen
absackt und bestimmt damit die maximal
mogliche Weite eines Uberhangs, ohne dass
das Filament bis zum Boden absinkt oder
abreiBt [9]. Der GST analysiert die Préazision

Hier steht
eine Anzeige.
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A Abb. 3: Evaluierung der Zellantwort von priméren Neuronen bei Kontakt mit zuvor getesteten
Biomaterial-Tinten. Oben: Versuchsablauf: Die verschiedenen Biotinten werden gedruckt und
UV-sterilisiert. Die neuronalen Zellen werden in Suspension auf die Struktur aufgebracht und fiir 7
und 14 Tage kultiviert. AnschlieBend wird der Kontaktbereich mikroskopisch untersucht. Unten:
Antikorperfarbungen der Neuronen mit deren Fortsétzen (Axone und Dendriten) nach 7 und

14 Tagen Kultur (MaBstab: 50 um, rot: Neuronen (Beta-3-tubulin)). Die Biotinten mit den Konzen-
trationen 5 und 7,5 % fordern eine Infiltration der Fortsatze der Neuronen, was darauf hinweist,
dass sie eine attraktivere Umgebung fiir das Wachstum der neuronalen Zellen bieten als die Bio-

tinte mit der héchsten Konzentration von 10 %.

beim Druck eines Gitters, indem die Form
der tatséchlichen Pore quantitativ mit einer
sidealen“ Pore (rechteckig, nicht oval oder
rund) verglichen wird (diagonal cross ratio,
DCR) [10].

Das hier evaluierte Hydrogel ist eine
Mischung aus modifizierter Hyaluronsaure
und Gelatine, die enzymatisch mit mikrobi-
eller Transglutaminase vernetzt wird [11].
Der Feststoffanteil in der Biomaterial-Tinte
variiert zwischen fiinf und zehn Prozent,
wéhrend der Anteil des Vernetzers konstant
gehalten wird.

Alle Drucktests zeigen ein qualitativ ein-
deutig besseres Druckergebnis bei hoher
konzentriertem Hydrogel. Im FCT (Abb. 2
links) hdngt der Strang mit der hochsten
Konzentration (10 %) nahezu nicht durch,
wahrend bei der nachstniedrigeren Konzen-
tration (7,5 %) nur bei der breitesten Uber-
hangsstruktur ein leichtes Absinken zu beob-
achten ist. Wahrenddessen ist bei der nied-

rigsten Konzentration (5 %) kaum die Bildung
eines Strangs ab einer Uberhangbreite von
vier Millimetern moglich.

Der FFT zeigt ein dhnliches Ergebnis:
Lediglich bei der hochsten Konzentration
konnen Filamente mit einem Abstand von
0,75 Millimeter abgelegt werden, ohne dass
sie fusionieren. Bei einer Konzentration von
7,5 Prozent ist dies erst ab einem Abstand
von einem Millimeter moglich und bei einer
Konzentration von fiinf Prozent erst bei
einem Abstand von 1,5 Millimeter.

Einzig der GST zeigt ein leicht abweichen-
des Ergebnis: Die qualitativ beste Druck-
struktur wird hier nicht mit der hochsten,
sondern mit der mittleren Konzentration
erzielt. Diese zeigt gleichmaBige Strange
und scharfe Kanten sowie anndhernd
quadratische Poren, wiahrend die Stréange
der Tinte mit der hochsten Konzentration
(10 %) unregelmdBig und agglomeriert
erscheinen.
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Dies bestatigt die zuvor genannte Abhan-
gigkeit des Druckverhaltens von der Konzen-
tration der Biomaterial-Tinte.

Neuronen infiltrieren gering
konzentrierte Hydrogele starker

Aus der Literatur geht hervor, dass unter-
schiedliche Zellen unterschiedlich steife
Umgebungen in vitro bevorzugen [12]. Die
Steifigkeit der hier gezeigten Hydrogele vari-
iert zwischen etwa 1.000 Pascal fiir das
Hydrogel mit der hochsten Konzentration
(10 %), etwa 400 Pascal fiir die Tinte mit
7,5 Prozent Feststoffanteil und etwa 50 Pas-
cal fiir die niedrigste Konzentration (5 %). Da
neuronale Zellen eine Steifigkeit von 100-
1.000 Pascal erfordern [12], liegen alle diese
Biomaterial-Tinten theoretisch in einem fiir
Neuronen geeigneten Bereich. Um das Ver-
halten von primdren Neuronen bei Kontakt
mit den oben gezeigten Tinten zu testen,
wurde das schon in Abbildung 2 beziiglich
seiner Druckbarkeit evaluierte Hydrogel als
simples Kreuz gedruckt und anschlieBend
mit einer Zellsuspension, bestehend aus
embryonalen Ratten-Neuronen, benetzt. Auf
diese Weise wachsen die Neuronen, wie
in vitro tiblich, in 2D auf der Glasoberflache,
bis sie ab einem gewissen Entwicklungssta-
dium auf das gedruckte Hydrogel treffen. Das
Verhalten der Zellen im Kontaktbereich wird
im Folgenden evaluiert.

Nach 7 und 14 Tagen wurden die Zellen
fixiert und mittels Antikorperfarbung visua-
lisiert (Abb. 3). Die gezeigten Aufnahmen
blicken von oben auf die Proben und zeigen
jeweils im oberen Teil einen Hydrogel-freien
Bereich, auf dem die Zellen in 2D wachsen
und im unteren Bereich einen Ausschnitt des
3D-gedruckten Hydrogels. Der Unterschied
zwischen den Konzentrationen sowie zwi-
schen Tag 7 und Tag 14 ist klar erkennbar:

Wihrend sich bei allen Proben die Neu-
ronen im oberen 2D-Bereich vergleichbar
entwickeln, zeigt sich ein deutlicher Unter-
schied im Kontaktbereich zwischen Zellen
und Hydrogel. Bereits an Tag 7 wird insbe-
sondere fiir die Probe mit 7,5 Prozent Fest-
stoffanteil eine Infiltration der Neuronen-
Fortsdatze, den Axonen und Dendriten, in
die Hydrogelmatrix beobachtet. Der Effekt
ist schwacher bei niedriger und nicht
erkennbar bei hochster Hydrogelkonzen-
tration. Dies deutet darauf hin, dass hohe
Netzwerkdichte der Biomaterial-Tinte mit
zehn Prozent Feststoffanteil eine fiir Neu-
ronen nicht bevorzugte Umgebung dar-
stellt. Dies wird nach 14-tdgiger Kultur
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zunehmend bestatigt: Obwohl die Neuronen
in 2D weiter zufriedenstellend auswachsen,
vermeiden sie jeden Kontakt mit dem dane-
ben liegenden Hydrogel. Dieses Bild ist
deutlich anders bei den Proben mit niedri-
gerer Konzentration. Bei 7,5 Prozent, und
starker noch bei fiinf Prozent Feststoffan-
teil, ist eine deutliche, stark verzweigte
Infiltration der neuronalen Fortsdtze in das
Hydrogel zu beobachten. Dies deutet darauf
hin, dass bei niedrigerer Konzentration des
Hydrogels die Tendenz der Neuronen zur
Interaktion und Infiltration des Hydrogels
starker ausgepragt ist.

Es ist anzumerken, dass die Aufnahmen
fiir Tag 7 und Tag 14 nicht dieselben Proben
zeigen, da diese fiir die Antikorperfarbung
fixiert und anschlieBend nicht weiter kulti-
viert werden.

Kompromiss zwischen Druckbarkeit
und Zellviabilitat

Die oben gezeigten Ergebnisse unterstrei-
chen die Komplexitat der Entwicklung einer
gleichzeitig in allen Aspekten optimalen
Biomaterial-Tinte. In diesem Fall scheint die
Biomaterial-Tinte mit einem Feststoffanteil
von 7,5 Prozent die ideale Wahl, da nur diese
zufriedenstellenden Ergebnisse sowohl in
Bezug auf die Druckbarkeit als auch auf die
Zellantwort zeigt.

Weitere, in diesem Artikel nicht diskutier-
te aber zusammenhdngende, Parameter
neben der Steifigkeit/Viskositdt konnen die
Zellantwort beeinflussen. Die verringerte
Konzentration und damit verringerte Netz-
werkdichte senkt nicht nur die Steifigkeit der
Matrix, sondern erhéht auch die Abbauge-
schwindigkeit und erleichtert damit die Infil-
tration der Zellen. Welcher dieser Parameter
genau die Zellantwort am meisten beein-
flusst, kann mit diesem Messaufbau jedoch
nicht entkoppelt werden.

Die Balance zwischen den oben genannten
Materialparametern und der Zellantwort zu
finden, ist die grote Herausforderung bei
der Entwicklung von Biomaterial-Tinten und
Biotinten. In dieser Studie wurde eine
Hydrogelmatrix in Vorbereitung vernetzt,
gedruckt, sterilisiert und erst im Anschluss
mit Zellen besdht. Dies erlaubt die Verarbei-
tung der Tinte bei zellfeindlichen Bedingun-
gen, wie z. B. Gelierung und Lagerung bei
niedrigen Temperaturen, eine lange Proben-
herstellung und Sterilisierung mittels UV-
Licht. Das hier gezeigte Material ist jedoch
auch als Biotinte verwendbar, bei der die
Zellen direkt in das Material gegeben wer-
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den. In diesem Fall wiirden die Zellen in
hochkonzentrierter Suspension mit dem vor-
her steril filtrierten Hydrogel-Priakursor
(Hydrogellosung vor dem Vernetzen)
gemischt und anschlieBend vernetzt und
gedruckt werden [11]. Dieser Ansatz erlaubt
vollkommen unterschiedliche Analysen des
Zellverhaltens. Die Zellen stehen, dadurch
dass sie in der kiinstlichen ECM eingebettet
sind, sofort in direktem Kontakt mit dem
Material und reagieren entsprechend.

Der hier gezeigte Ansatz beleuchtet andere
Aspekte, die fiir die Materialentwicklung im
biomedizinischen Bereich hochst interessant
sind. Reagieren Zellen, insbesondere hoch-
empfindliche Neuronen, derart, dass sie trotz
Alternative aktiv ein Material infiltrieren,
deutet das auf eine herausragende Biokom-
patibilitat hin.
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