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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Ausgangslage

Additive Fertigungsverfahren haben sich als Herstellungsmethode im industriellen Bereich in
den vergangenen Jahrzehnten fest etabliert. Auch im Bereich der Medizintechnik bietet diese
Technik grolies Innovationspotenzial. Ein wichtiges Einsatzgebiet ist dabei der Fachbereich
der Orthopadie und Unfallchirurgie. Die Herstellung von patientenindividuell angepassten
Prothesen und Implantaten nimmt in der zeitgendssischen Forschung viel Raum ein. Auch in
anderen chirurgischen Fachrichtungen wird die 3D-Drucktechnik bereits in der klinischen
Realitat eingesetzt. So zum Beispiel in der Tumor- oder Gefalchirurgie zur visuellen und
haptischen Vorbereitung der Operierenden auf komplizierte Eingriffe. Ein weiteres
medizinisches Forschungsgebiet ist die Verwendung von 3D-gedruckten Organoiden und
Geweben zur Simulation von pharmakologischen Wirkvorgangen oder der Entwicklung neuer
Therapiemethoden. Hierbei stellt in erster Linie der Biodruck, also der 3D-Druck von bioaktiven
Stoffen und/oder lebenden Zellen, ein wichtiges Werkzeug dar. Insbesondere das Arbeitsfeld
des Tissue Engineerings (TE) profitiert von den Fortschritten im Bereich des Biodrucks. TE
befasst sich, speziell in der Unfallchirurgie und Orthopadie, mit der Herstellung von
Implantaten aus innovativen Materialien. Die Kombination unterschiedlicher Materialien in
einem Implantat birgt das Potential, besonders leistungsstarke und vertragliche Prothesen
herzustellen. Dies kdonnte den Grundstein fir eine neue Generation von biokompatiblen
Implantaten legen.

Fir den Druck von Objekten unter Verwendung unterschiedlicher Materialien ist die
Etablierung von Kombinationsdruckverfahren notwendig. Insbesondere Verfahren, bei
welchen fir den Druckprozess unterschiedliche Drucktechniken angewendet werden missen,
sind noch wenig erforscht. Dies ist zum Beispiel der Fall bei einem kombinierten Druck von
thermoplastischem Kunststoff und Biomaterial-Tinten. Bei einem Kombinationsdruck dieser
beiden Werkstoffkategorien missen Extrusions- und Hydrogel-Druck kombiniert werden, um
in einem Arbeitsgang ein kombiniertes Druckergebnis zu erhalten. Diese konkrete
Forschungsliicke soll in der vorliegenden Dissertation behandelt werden.

1.2 Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Forschungsarbeit liegt darin, die zwei Werkstoffgruppen Kunststoffe
und Biomaterial-Tinten in einer 3D-gedruckten Struktur zu kombinieren. Im Labor der
Orthopadie und Unfallchirurgie der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz wurden bereits im
Rahmen vorangegangener Forschungsprojekte Versuche durchgeflihrt, welche das
osteoinduktive Potenzial von biokompatiblen Kunststoffen und Hydrogelen erforscht haben.-2
Um die klinische Anwendbarkeit solcher Technologie zu ermdglichen, ist die Herstellung von
3D-gedruckten Kombinationsprodukten aus Kunststoff und Hydrogel in einem einzigen,
automatisierten Arbeitsablauf der nachste, zu erforschende Schritt.

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation liegt der Fokus auf der Entwicklung eines solchen
kombinierten Arbeitsablaufs. Ferner soll die entwickelte Methodik mit alternativen Techniken
verglichen und kritisch hinterfragt werden. Zentrale Erfolgsfaktoren auf dem Weg zu einem
erfolgreichen Kombinationsdruck sind die sorgfaltige Abstimmung der Parameter wie
Temperatur, rAumlicher Ausdehnung, Aushartezeiten sowie Schrumpfung und Ausdehnung.

Der zu entwickelnde Versuchsaufbau soll auch in kleineren Laboreinrichtungen reproduzierbar
sein. Demzufolge sollen diese drei Bedingungen erfiillt werden:

= Hydrogele sind eigenstandig unter Laborbedingungen anmischbar
»  3D-Drucksystem ist einfach zu bedienen
= 3D-Drucksystem liegt im unteren bis mittleren Preissegment (< 50.000 Euro)
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Die zugrundeliegende Forschungsfrage lautet:

Wie kann 3D-Druck mit einer Kombination aus biokompatiblen Thermoplasten und Hydrogelen
flir wissenschaftliche/medizintechnische Anwendungen einfach, kostengiinstig und vielseitig
anwendbar erméglicht werden?

Die Operationalisierung der drei Kriterien einfach, kostengiinstig und vielseitig anwendbar
erfolgt in Kapitel 5.

1.3 Aufbau der Dissertation

Diese wissenschaftliche Arbeit basiert auf den bisherigen Erkenntnissen aus Studien zu den
eingesetzten Materialien und Drucktechniken. Die Literaturdiskussion bietet den notigen
Hintergrund zur grundsatzlichen Technik des 3D-Drucks und zu den Besonderheiten seiner
medizinischen Anwendung. Dabei werden relevante Publikationen zusammengefasst und
eingeordnet. Im Abschnitt "Materialien und Methoden" beschreibt die Arbeit die im
experimentellen Teil angewendeten Verfahren, den spezifisch ausgewahlten 3D-Drucker
sowie die Laborausstattung, die fur die Versuchsreihen verwendet wurde. Der Ergebnisteil
prasentiert die aus der Arbeit mit dem Gerat gewonnenen Daten und Erkenntnisse.
AbschlielRend werden die Ergebnisse in Kapitel 5 im Kontext aktueller Forschung diskutiert
und zusammengefasst, um ein vollstandiges Bild des untersuchten Themas zu vermitteln und
mogliche weitere Forschungsfelder zu beleuchten. Kapitel 6 fasst die zentralen Inhalte der
Dissertation zusammen und bietet einen abschlieRenden Uberblick iiber die gewonnenen
Erkenntnisse.
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2 Literaturdiskussion

Als erstes Kapitel dieser Arbeit liefert die Literaturdiskussion einen Uberblick (iber Grundlagen
sowie bisherige Studien und Forschungserkenntnisse, die zum Verstandnis und zur
Einordnung der Promotionsarbeit notwendig sind.

2.1 Grundlagen des 3D-Drucks

Der Begriff "3D-Druck" bezieht sich auf eine Reihe von technischen Herstellungsverfahren,
durch die dreidimensionale, physische Objekte auf Grundlage digitaler Entwirfe hergestellt
werden. Der 3D-Druck basiert auf dem Prinzip der additiven Fertigung, wobei Material
schichtweise aufeinander aufgetragen wird, um ein Endprodukt zu erzeugen. Zur Verbindung
des Materials kommen physikalische oder chemische Aushartungs- oder Schmelzprozesse
zum Einsatz.?

Der Begriff 3D-Druck wird oft gleichbedeutend mit dem Ausdruck Additive Fertigung
verwendet. Diese Bezeichnung verdeutlicht die Abgrenzung der 3D-Druck-Technik von
klassischen, subtraktiven Herstellungsmethoden, bei denen kontrolliert Material durch
spanende Verfahren von einem Rohling abgetragen wird, um eine gewlnschte Form zu
erreichen.

Gibson et al. erklaren das Grundprinzip der Additiven Fertigung folgendermal3en:

.[.-.] @ model, initially generated using a three-dimensional Computer-Aided Design (CAD)
system, [that] can be fabricated directly without the need for process planning.*

Aulerdem stellen die Autoren fest, dass fur die Funktion der Additiven Fertigung das
Zusammenfligen einzelner Lagen an Material im Mittelpunkt stehe. Jede dieser Lagen stelle
dabei einen diinnen Querschnitt des urspriinglichen CAD-Datensatzes dar.*

Der Begriff 3D-Druck beschreibt somit Techniken, die zur Erstellung dreidimensionaler Objekte
auf Grundlage von digital angefertigten Vorlagen genutzt werden kénnen und dies durch das
schichtweise Auftragen und Verbinden einzelner Lagen des verwendeten Werkstoffs erfolgt.

2.1.1 Historische Entwicklung und Anwendungsfelder

Die Anfange der 3D-Druck-Technologie gehen auf den amerikanischen Ingenieur Charles Hull
zurlck, der in den 1980er Jahren ein Verfahren entwickelte, mit dem lichtempfindliche
Kunstharze mit UV-Licht selektiv gehartet und schichtweise zu dreidimensionalen Modellen
aufgebaut werden konnten.® Dieses Verfahren wurde spater als Stereolithografie (SLA, engl.
VAT-Polimerisation) bekannt und war die erste kommerziell verfiigbare 3D-Drucktechnologie.®
Hulls Durchbruch legte den Grundstein fir die Entwicklung weiterer 3D-Drucktechnologien,
darunter die Fused Layer Modeling (FLM) Technologie, die in den 1990er Jahren entwickelt
wurde, sowie das Selective Laser Sintering (SLS), wodurch auch die additive Fertigung von
Objekten aus Metall ermdglicht wurde.®

Seit dem beginnenden 21. Jahrhundert ist die Technik in der Breite der Gesellschaft
angekommen und erfreut sich reger Nutzung in Kunst, Architektur, der Designbranche, dem
Ingenieurwesen, der Medizin und nicht zuletzt der weltweiten Forschung.’

Im medizinischen Bereich gibt es zahlreiche Einsatzfelder fiur additive Fertigungsverfahren,
zum Beispiel in der biomedizinischen Forschung. Auch in der Vorbereitung chirurgischen
Personals auf schwierige Eingriffe kdnnen additive Fertigungsverfahren zum Einsatz kommen,
indem 3D-gedruckte Modelle der Strukturen des OP-Gebiets angefertigt werden. Ferner wird
additive Fertigung bereits zur Herstellung patientenindividueller Implantate und Prothesen,
auch unter Verwendung bilddiagnostischer Datensatze, eingesetzt.?°
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2.1.2 Notwendige Software

In der 3D-Drucktechnologie fungiert die eingesetzte Softwarearchitektur als Bindeglied
zwischen dem digitalen Modell und dem physikalischen Fertigungsprozess. Computer-Aided-
Design-Programme stellen die primare Umgebung zur Erstellung digitaler, dreidimensionaler
Modelle dar. Abbildung 1 fasst die vorbereitenden Schritte eines 3D-Drucks zusammen.

Erstellen eines Digitalentwurfes des gewiinschten Objekts in einer CAD-
Software

.Ubersetzen* dieser STL-Datei in eine vom Drucker verarbeitbare G-Code-
Datei mittels einer systemspezifischen Slicing-Software

Einsatz der fertig geslicten Datei in der drucksystemspezifischen
Controlling-Software

Auswabhl der Druckeinstellungen in der Controlling-Software des
Drucksystems

Allgemeine Vorbereitungen und Start des Druckvorgangs

CCCECL

Abbildung 1 - Vorbereitung eines 3D-Drucks (Eigene Darstellung)

Zunachst wird in einem CAD-Programm eine STL-Datei erstellt. Nachdem das digitale Modell
erstellt wurde, erfolgt der Export des Modells in eine sogenannte Slicer-Software. Zweck dieser
Software ist die Ubersetzung der STL-Datei in Anweisungen fiir den 3D-Druck-Vorgang.
Hierfur unterteilt das Programm im Slicing-Prozess das 3D-Modell schichtweise in sogenannte
,Slices*, die die zweidimensionale Form des Objekts als Querschnitt darstellen.' Die Ausgabe
des Slicing-Programms ist in der Regel eine Datei im G-Code-Format, die vom 3D-
Drucksystem gelesen werden kann, um das Objekt herzustellen.

2.1.3 Drucktechniken

Das Spektrum der verschiedenen 3D-Drucktechniken ist breit und beinhaltet unter anderem
Verfahren wie Extrusion, lichtbasierte Aushartung oder laserbasierte Aushartung. Die Eignung
dieser Druckverfahren variiert je nach Werkstoff, etwa bei Polymeren, Keramik, Hydrogelen,
Proteinen oder Metallverbindungen.

Es existieren diverse 3D-Druckmethoden, die sich hinsichtlich des Prozesses der
Materialschichtung und der Verbindung der einzelnen Lagen zu einem dreidimensionalen
Objekt unterscheiden. Jede Methode ist durch eigene Vorteile und Einschrankungen
gekennzeichnet. Diese bestimmen Aspekte wie Materialauswahl, Druckgeschwindigkeit,
Prazision des Ergebnisses und Kosten. Tabelle 1 bietet eine Zusammenfassung der funf
wichtigsten 3D-Drucktechniken.
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1 | Fused Layer Modeling

Hierbei wird das thermoplastische Material in
Form eines Filaments durch eine erhitzte Dise
gepresst, um das Modell Schicht fir Schicht
aufzubauen.' Diese Technik ist einfach und
kostengtinstig in der Anwendung und deshalb
auf dem Konsumentenmarkt weit verbreitet.3

2 | Stereolithografie

Dieses Verfahren basiert auf der raumlich
kontrollierten Verfestigung photosensitiver
Flussigkeiten (oft Harze oder Polymere) durch
einen computergesteuerten Laserstrahl oder
digitale Lichtprojektion mittels eines LCD-
Monitors. Lage flr Lage wird ein belichtetes
Muster auf eine Bauplatte geschichtet, die daftr
in ein Reservoir mit dem Werkstoff getaucht
werden muss. Diese Technik ermdéglicht die
Herstellung von Modellen mit besonders hoher
Auflosung.>'2

3 | Powder Bed Fusion

Pulverisiertes Material wird als diinne Schicht auf
einer Bauplatte ausgebreitet und anschlie®end in
der gewtiinschten Form fusioniert. Die Verbindung
kommt durch Verschmelzung mit einem Laser
oder das Auftragen von Klebstoff zustande.
Insbesondere Kunststoff und Metall lassen sich
mit dieser Technik verarbeiten.?

4 | Droplet-Basiert

Droplet-basierte 3D-Druck-Techniken haben ihre
gemeinsame Wurzel in der Funktionsweise
konventioneller Tintenstrahldrucker. Anstatt von
Druckertinte werden jedoch flissige Werkstoffe
eingesetzt, die zur Aufschichtung geeignet sind.
Durch eine angelegte Druckquelle und
intermittierende Impulse (Offnung eines Ventils
oder Durchbrechung der Oberflachenspannung)
werden sie aus einem Reservoir ausgestoRen.
Droplet-basierte 3D-Druck-Technologien kénnen
insbesondere zum Druck von Keramik® oder
wasserbasierter Gele eingesetzt werden. Dadurch
nimmt diese Technologie eine besondere Rolle im
3D-Biodruck ein, da die verwendeten Werkstoffe
als Biotinten lebende Zellen transportieren
konnen." Hierbei spricht man vom Droplet-
basierten Biodruck (DBB).
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Die Mikroextrusion ist ein Verfahren der additiven
Fertigung, bei dem Materialien durch eine feine
Dise oder Matrize gedrickt werden. Dieses
Verfahren ermoglicht die Herstellung von
Komponenten mit hoher Auflésung und
Genauigkeit, die in Bereichen wie der Medizin-
technik, der Elektronik und der Mikromechanik
Anwendung finden. Die Mikroextrusionstechnik
5 | Mikroextrusion ist fur den Biodruck geeignet und ermdglicht die
prazise Herstellung komplexer Strukturen, ggfs.
mit gleichzeitiger Zelldistribution. Typischerweise
werden viskdse Werkstoffe eingesetzt, der
Materialausstol’ kann mechanisch oder
pneumatisch angetrieben sein. Insbesondere
pneumatische Verfahren eignen sich zum Druck
von lebenden Zellen, da nur in geringem Ausmalf}
Scherkrafte auf den Werkstoff einwirken.'

Tabelle 1 - Ubersicht zu 3D-Drucktechniken (Eigene Darstellung)

Nachfolgend werden die 3D-Drucktechniken (1) Fused Layer Modeling und (4) Droplet-
basierter 3D-Druck ausfuhrlicher beschrieben, da sie fur die im Zuge dieser Forschungsarbeit
durchgefiihrten Experimente von besonderer Relevanz sind.

2.1.3.1 Fused Layer Modeling

Das Fused Layer Modeling (FLM) bezeichnet ein Fertigungsverfahren aus dem Bereich
des 3D-Drucks, mit dem ein Werkstiick schichtweise aus fliel3fahigem Material aufgebaut wird.
Diese Technik wird auch als Schmelzschichtung, Fused Filament Fabrication (FFF) oder
Fused Deposition Modeling (FDM) bezeichnet. Bei dem verwendeten Material handelt es sich
in der Regel um Kunststoff. Dieser liegt als aufgewickelter Kunststoffdraht definierter Starke
auf eine Spule vor. Der Kunststoffdraht wird als Filament bezeichnet. Fir den Druck wird das
Filament in den Druckkopf eingezogen und in eine erhitzte Metalldise gepresst. Der so bei
hoher Temperatur verflissigte Kunststoff wird Lage flr Lage auf das Druckbett aufgetragen.
Anschlielend ergibt sich nach dem Erkalten ein formstabiles Modell.®

Abbildung 2 verdeutlicht den Prozess schematisch:

Filament
Heizelement
Druckdiise

Abbildung 2 - FLM-3D-Druck schematischer Ablauf (Eigene Darstellung)
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Die Grundplatte und der Druckkopf des Systems sind in drei Achsen zueinander beweglich.
Angetrieben wird das System durch Elektromotoren, die die Einzelteile des Drucksystems tber
Zahnriemen in Bewegung versetzen.

2.1.3.2 Droplet-basierter 3D-Druck

In Tabelle 1 wurde bereits verdeutlicht, dass es sich bei den Droplet-basierten 3D-
Druckverfahren um eine Reihe an Techniken handelt, die flissige Werkstoffe als SprihstoR3
auf die Bauplatte des Druckers aufbringen. Die einzelnen Techniken unterscheiden sich in der
Art, wie die Tropfen generiert werden und lassen sich so in verschiedene Unterformen
einteilen.”® Eine dieser Unterformen ist der Mikroventil-Druck. Hierbei (bernimmt ein
elektromagnetisch kontrolliertes Ventil den Ausstol des Werkstoffs, der sich in einem, ggfs.
unter Druck stehenden Reservoir befindet (Abb. 3). Bei der Anwendung kurzer Sprihstdflie
spricht man von Drop-on-Demand (DoD), im Falle langerer SpriihstéRe von Continous Inkjet.'

2lg 3 44

Kartusche gefillt mit Werkstoff

Druck auf dem Kartuschenraum

Offnung des Ventils
durch magnetisches
Anheben des Kolbens

Verschlussmechanismus

VentilMindung
Gedruckter Werkstoff ‘

i fi¥¥kes

Abbildung 3 - Droplet-3D-Druck mit Mikroventil schematischer Ablauf (Eigene Darstellung)

Der Materialabscheidungsprozess kann durch verschiedene Parameter beeinflusst werden.
Dazu zahlen die Variation des an die Kartusche angelegten, pneumatischen Drucks, die
Offnungszeit des Ventils, die Viskositat der eingesetzten Biomaterial-Tinten sowie der
Dusendurchmesser. Drucksysteme, die nach der Mikroventil-Technik arbeiten, sind besonders
effektiv fir den Druck von Proteinen und lebenden Zellen.” Im Vergleich zu anderen
Drucktechniken wirken dabei weniger starke Scherkrafte auf die Biomaterial-Tinten, was eine
hohe Zelliberlebensrate beglnstigt.

2.1.4 Biodruck als Sonderform des 3D-Drucks

Obgleich Pioniere wie Klebe bereits 1987 erste Versuche des 3D-Drucks mit lebenden Zellen
unternahmen', herrschte bis ins beginnende 21. Jahrhundert Uneinigkeit Uber die exakte
Definition der Begrifflichkeit. 2010 entwickelten Guillemot et al. die folgende Definition:

“[Bioprinting is] the use of computer-aided transfer processes for patterning and assembling
living and non-living materials with a prescribed 2D or 3D organization in order to produce bio-
engineered structures serving in regenerative medicine, pharmacokinetic and basic cell
biology studies.”"®

Nach dieser Definition grenzt sich der Biodruck nicht Gber die Verwendung bestimmter
Druckverfahren vom regularen 3D-Druck ab, sondern tber die verwendeten Materialien sowie
den Zweck, zu dem der 3D-Druck durchgefiihrt wird. Werkstoffe, die im 3D-Biodruck
angewendet werden, sind haufig Polymere oder Proteine natirlichen Ursprungs, wie
beispielsweise Alginat, Gelatine, Kollagen und Fibrin.'® Die gedruckten Materialgemische
werden in der gangigen Literatur als Biotinten (engl. Bioinks) bezeichnet. Groll et al.?° geben
in ihrer Ausarbeitung von 2018 einen Uberblick zu den etablierten Begrifflichkeiten. Sie stellen
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fest, dass das Beinhalten von lebenden Zellen mafgeblich fiir die Bezeichnung als Biotinte
sei. Werkstoffe, die keine Zellen, sondern lediglich bioaktive oder biokompatible Substanzen
enthalten, kénnten den Autoren zufolge als Biomaterial-Tinten bezeichnet werden. Diese
begriffliche Unterscheidung wird auch in der vorliegenden Arbeit angewendet.

Der 3D-Biodruck ist somit eine Sonderform des 3D-Drucks, die insbesondere in der
medizinischen und biologischen Forschung Anwendung findet. Beispiele flr eine erfolgreiche
Anwendung von 3D-Biodruck-Techniken zur Erstellung menschlicher Gewebe in situ?!2?
zeigen das zukunftsweisende Potenzial dieser Technik auf. Die Technologie bedient sich den
Grundprinzipien des konventionellen, industriellen 3D-Drucks, um bioaktive, biokompatible
und/oder lebende Komponenten zu einem Werkstiick zu formen. Die daraus resultierenden
Strukturen kénnen als Vorlagen fur die Kultivierung von Zellen und Geweben verwendet
werden, um Funktionen und Eigenschaften von biologischen Systemen zu studieren und zu
entwickeln.

2.1.5 Kombinierter 3D-Druck

Der kombinierte 3D-Druck beschreibt die gemeinsame Anwendung mehrerer 3D-Druck-
Technologien in einem Arbeitsgang. Im Rahmen dieser Ausarbeitung wird der Begriff
Kombinationsdruck verwendet. Dies ermoglicht die Herstellung komplexer Werkstlicke, die
durch die Integration verschiedener Werkstoffe verschiedene Eigenschaften in sich vereinen
konnen.

Aus den vorherigen Kapiteln geht hervor, dass viele 3D-Druckverfahren in Bezug auf ihre
Einsatzmdglichkeiten sehr spezifisch sind. Insbesondere die Technik, wie Werkstoffe
verarbeitet werden, die verwendbaren Werkstoffklassen und die physikalischen Parameter,
die fur einen erfolgreichen Druck einzuhalten sind, unterscheiden sich grundlegend. Diese
Heterogenitat stellt Anwender vor Herausforderungen, wenn Druckvorgénge realisiert werden
sollen, die verschiedene Werkstoff-Eigenschaften vereinen. Solche Ergebnisse kénnen nur
durch die Kombination verschiedener Werkstoffe und Druckverfahren erreicht werden.

Insbesondere fir Forschungsfelder in den medizinischen Fachgebieten Orthopadie und
Unfallchirurgie bietet der Kombinationsdruck groRes Potenzial, da so effektiv die
physiologische Struktur von Knochengewebe, bestehend aus einem formstabilen Gerust,
durchzogen von Weichgewebe und GefalistralRen, nachgebildet werden kann.

Es gibt wissenschaftliche Abhandlungen, die sich mit einem solchen kombinierten Druck
beschéaftigen. Insbesondere die Verwendung von Polycaprolacton (PCL) und Polylactid (PLA)
hat sich unter Forschenden durchgesetzt.>*?” Kombiniert werden diese thermoplastischen
Kunststoffe oft mit sogenanntem bioaktivem Glas oder verschiedenen Hydrogelen.? Letztere
koénnen als Tragersubstanz fur lebende Zellen dienen.

Um einen kombinierten Druck von PLA und Hydrogelen durchzufiihren, muss das
Drucksystem zwei separate Druckeinheiten fir beide Techniken besitzen. Anstatt Lage fur
Lage einen Werkstoff aufeinander zu schichten, teilt sich bei dieser Form des Drucks jede
Lage in zwei Phasen auf. In der ersten Phase wird eine Kunststoffschicht auf die PLA-
Gerustbereiche gedruckt. Vor dem Auftragen der nachsten Kunststoffschicht wird in der
zweiten Phase die DoD-Einheit aktiviert. In den Bereichen der Schicht, die im digitalen Modell
als Hydrogel definiert wurden, platziert der DoD-Drucker nun ein Raster aus Tropfen der
verwendeten Biomaterial-Tinte. Diese Tropfen fusionieren optimalerweise vor dem Ausharten
zu einer gleichmaRigen Oberflache. In Abbildung 4 werden die zwei Phasen des Drucks einer
Lage in diesem kombinierten Verfahren verdeutlicht (links der FLM-Druck und rechts der DoD-
Druck).
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Abbildung 4 - Schematische Darstellung eines Kombinationsdrucks mit FLM und Droplet-Technik (Eigene
Darstellung)

2.2 Biofabrikation - 3D-Biodruck im Tissue Engineering
2.2.1 Begriffsdefinition

Die Biofabrikation ist ein interdisziplindres Fachgebiet, das Wissen aus Biologie,
Materialwissenschaften, Ingenieurwissenschaften und Medizin vereint. Biofabrikation wird von
Groll et al. in Form von drei wichtigen Begriffen in die biomedizinische Forschung eingeordnet:

“Within the TE [tissue engineering] and RM [regenerative medicine] community, the term
Biofabrication emerged with the application of 3D manufacturing strategies incorporating the
manipulation and positioning of living cells and/or cell aggregates.”®

Dieser Einordnung folgend umfasse die Biofabrikation Techniken, die zur rdumlichen und
strukturellen Anordnung von Zellen fir Tissue Engineering und die Regenerative Medizin
verwendet werden kdnnen. Diese Techniken umfassen zu einem Grof3teil, beschranken sich
jedoch nicht auf Varianten des 3D-Biodrucks.?®

Seit den Anfangen der regenerativen Medizin haben sich ihre Anwendungsfelder und die
verwendeten Herstellungstechniken in verschiedene Richtungen entwickelt. Gemeinsam
haben sie, dass sie auf die Grundprinzipien des Tissue Engineerings zuriickgreifen, um die
Anbindung der verwendeten Praparate an vitales Gewebe zu ermoglichen.?%3°

2.2.2 Bone Tissue Engineering

Eine Unterform des TE ist das Bone Tissue Engineering (BTE). Knochenersatzmaterialien
kommen in der modernen Chirurgie vorwiegend bei der Versorgung ausgedehnter
Knochendefekte zum Einsatz. Dies umfasst unter anderem komplizierte Frakturen der
Extremitaten und des Beckens, Eingriffe in der Wirbelsaulen-, Tumor- oder Oralchirurgie.®'

Den osteo-augmentativen Goldstandard stellt dabei die Anwendung homologer Knochen-
transplantate dar. Weder allogene noch xenogene Knochentransplantate finden vergleichbar
haufig Anwendung, was hauptsachlich durch hohe Beschaffungs- und Lagerungskosten und
ein erhohtes Infektions- und AbstoRBungsrisiko zu erklaren ist.>> Homologes Knochenmaterial
ist jedoch zum Teil schwer und nur unter erhéhtem Komplikationsrisiko zu gewinnen, was
insbesondere die Anwendbarkeit fir altere Patienten und solche mit erhdhter Morbiditat
begrenzt.®?

Fokus zeitgendssischer Forschung rund um das Thema BTE ist die Anwendung bioaktiver
Substanzen wie beispielsweise Bone Morphogenic Protein zur Verbesserung der
Heilungschancen bei der Anwendung zur Knochenaugmentation. Im Angesicht der weltweit
steigenden Lebenserwartung und dem damit verbundenen Anstieg des Bedarfs an effektiven
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Knochenersatzmaterialien, welcher nicht realistisch durch allogenes Spendermaterial gedeckt
werden kann, entsteht ein ausgepragter Innovationsdruck im Bereich der synthetischen
Knochenersatzprodukte.

Lauer, Ritz et al." konnten 2021 am Rattenmodell zeigen, dass 3D-gedruckte Scaffolds
osteoinduktive und osteodirektive Wirkung entfalten kénnen. Erprobt wurden diese Effekte am
Rattendefektmodell des Femurs, wobei Heilungsfortschritt bei Versuchstieren in
Vergleichsgruppen mit unterschiedlicher Defektversorgung quantifiziert und gegenuibergestellt
wurde. Verwendet wurden sogenannte Hybrid-Scaffolds, pordse 3D-gedruckte Zylinder aus
bioresorbierbarem Kunststoff, welche vor der Implantation manuell mit Kollagen Typ | beladen
wurden.’

Die Forschungsergebnisse von Lauer, Ritz et al. zeigen, auch in der Zusammenschau mit
Forschungsarbeiten mit ahnlichen Versuchsansatzen®33% das Potenzial solcher Hybrid-
Scaffolds auf, Knochenheilung effektiv zu unterstiitzen.

2.3 Relevante Werkstoffe

Bei Anwendung der 3D-Druck-Technologie mussen bei der Auswahl der Werkstoffe Vor- und
Nachteile der verfiigbaren Optionen umsichtig abgewogen werden, um die gewiinschten
Druckergebnisse erzielen zu kénnen.

In der additiven Fertigung kénnen mit Hilfe thermischer Extrusionssysteme eine Vielzahl von
Kunststoffen verarbeitet werden. Weit verbreitet ist die Anwendung von Kunststoffen wie PLA
(Abb. 5) und Acrylnitril-Butadien-Styrol (ABS). Diese Polymere koénnen einfach mit
kostengiinstigen Drucksystemen verarbeitet werden und werden deshalb haufig von Hobby-
Anwendern benutzt.

— |

.

Abbildung 5 — PLA-Filamente in verschiedenen Farben fiir den 3D-Druck3®

Metalle und Keramik kédnnen nur von spezialisierten Drucksystemen verarbeitet werden und
werden aufgrund des dadurch erheblichen technischen und finanziellen Aufwands nur
angewendet, wenn die gewinschte mechanische und chemische Widerstandskraft des
Druckobjekts es erfordern. Diese beiden Werkstoffgruppen werden haufig fir Anwendungen
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verwendet, bei denen es auf eine hohe Festigkeit und Haltbarkeit ankommt, wie in der Luft-
und Raumfahrtindustrie oder flr medizinische Implantate.

In den folgenden Unterkapiteln werden die fir diese Forschungsarbeit verwendeten
Werkstoffe sowie ausgewahlte Anwendungsgebiete beschrieben.

2.3.1 Thermoplastische Polymere

Thermoplastische Polymere sind Kunststoffe, die durch Erhitzen verflissigt werden kénnen,
ohne sich in relevantem Malle zu zersetzen. Beim AbkUhlen harten sie aus und bleiben
formstabil. Thermoplastische Kunststoffe werden fiir eine Vielzahl von Anwendungen
eingesetzt, einschlieRlich  Verpackungen, Bau- und Konstruktionsanwendungen,
Automobilteilen und elektronischen Geraten. Thermoplastische Kunststoffe sind ein wichtiger
und weit verbreiteter Werkstoff in vielen Industriezweigen aufgrund ihrer Vielseitigkeit,
unkomplizierten Verarbeitung und Kosteneffizienz. Einige Beispiele flr thermoplastische
Kunststoffe sind Polyethylen (PE), Polypropylen (PP), Polystyrol (PS) und ABS.

Die einzelnen Polymere unterscheiden sich in Eigenschaften wie Schmelztemperatur,
Bestandigkeit gegenlber Hitze und Loésungsmitteln und biologischem Abbau. Letztere
Eigenschaft ist besonders fir Anwendungen des TE von Interesse, weswegen biologisch
abbaubare Polymere wie PLA oder PCL dort eine besondere Rolle einnehmen.?” Besonders
im Bereich des Bone Tissue Engineerings ist PLA ein beliebter Werkstoff. Dieser
thermoplastische Kunststoff kann leicht im 3D-Druck verarbeitet werden und ergibt
mechanisch belastbare Strukturen. In bisherigen Studien konnte PLA eine hohe
Biokompatibilitat und gute osteodirektive Eigenschaften nachgewiesen werden.?33:3839

Im folgenden Kapitel werden Eigenschaften, chemische Zusammensetzung sowie
Anwendungsbeispiele von PLA vorgestellit.

2.3.2 Polylaktidsaure

Polylaktidsaure ist ein thermoplastischer Kunststoff, der aus natirlichen Quellen wie
beispielsweise Maisstarke gewonnen wird. PLA ist ein lineares, aliphatisches Polymer, das
aus Lactid-Monomeren besteht. Es wird durch ringdffnende Polymerisation von Lactiden
produziert. Diese Lactid-Monomere verbinden sich zu langen Polymerketten, welche die
Basisstruktur von PLA formen. Die Molekulstruktur des Lactid-Monomers ist Abbildung 6 zu
entnehmen.

O

e CH, O] CH,
? \T/Lo 0 OH
—» HO O
O
\’H\GHa O CHj, n O

Abbildung 6 - Molekdilstruktur Polylaktids&ure

Durch verschiedene Verfahren kénnen die Polymerketten von PLA modifiziert werden, um die
Materialeigenschaften zu verbessern, beispielsweise Steifigkeit, Harte, Transparenz und
Schmelztemperatur.

Die Verwendung von PLA im 3D-Druck ist weit verbreitet, da dieser Kunststoff kostengtinstig
zu beziehen ist und er sich mit additiven Fertigungsverfahren einfach verarbeiten lasst. Zudem
ist er unter Normalbedingungen (Raumtemperatur, Atmospharendruck) formstabil. Ein
Hauptvorteil von PLA sind 6kologische Aspekte. Im Gegensatz zu anderen Thermoplasten wie
ABS, die aus synthetischen Polymeren bestehen, wird PLA aus natlrlichen Ressourcen
gewonnen und kann unter bestimmten Bedingungen biologisch abgebaut werden. Es ist haufig
Mittel der Wahl fir den Druck von Prototypen ohne hohen Festigkeitsanspruch, kleinen
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asthetischen Objekten, Kunstwerken und fiir die Herstellung von Lebensmittelverpackungen.
Trotz seiner vielen Vorteile hat PLA auch Nachteile, wie eine eingeschrankte
Hitzebestandigkeit der Endprodukte und geringere Zahigkeit im Vergleich zu anderen
Kunststoffen. Insbesondere fir Anwendungen, bei denen langerfristige Formstabilitdt und
mechanische Belastbarkeit im Vordergrund stehen, ist PLA eher ungeeignet. PLA ist jedoch
eine gute Wahl fir den 3D-Druck, wenn Umweltvertraglichkeit, geringe Materialkosten und
gute Druckbarkeit im Vordergrund stehen.

In den letzten Jahren hat PLA aufgrund des wachsenden Interesses an biokompatiblen
Materialien kontinuierlich an Bedeutung gewonnen. Wie beispielsweise in Dhawan et al.
beschrieben, gibt es bereits Ansatze zur Integration von 3D-Druckern in die individuelle
Patientenversorgung im klinischen Alltag.*'

In-Vitro-Studien konnten bereits zeigen, dass die kombinierte Anwendung von PLA und
Kollagen zusammen mit Wachstumsfaktoren eine vielversprechende Methode zum
Knochenersatz im Rattenmodell darstellt.? Demnach scheint PLA die Adharenz lebender
Zellen unterstitzt, wahrend die Anhaftung von Endotoxinen auf niedrigem Niveau verbleibt.

Die Verwendung von PLA als Bestandteil in einem Hybrid-Scaffold ist insbesondere wegen
der Biokompatibilitdt dieses synthetischen Polymers von Vorteil. Sie kann durch ihre

weitgehende Ahnlichkeit mit intaktem, vitalem Gewebe die Geweberegeneration fordern.
37,42,43

PLA wird bereits fir Anwendungen in der orthopadischen Chirurgie genutzt. So werden PLA-
haltige Produkte zur Verankerung von Fadenmaterial in Knochen bei Eingriffen an Schulter
verwendet.**45 Bei osteochondralen Lasionen an Gelenkflachen kénnen PLA-SpieRe zur
Refixierung der Fragmente eingesetzt werden*®4’ und bioresorbierbare Schrauben aus einer
Kombination aus Hydroxylapatit und PLA finden bereits Anwendung in der klinischen
Orthopadie zur chirurgischen Kreuzbandrekonstruktion.*® 4

Es existieren auch Anwendungsgebiete fir PLA-haltige Medizinprodukte in anderen
medizinischen Fachdisziplinen, wie Stents, die Medikamente freisetzen und die durch PLA
als Gerlststoff biologisch abbaubar sind.*®® Die klinische Anwendung solcher Stents ist noch
nicht flichendeckend verbreitet, jedoch finden sich auch in Deutschland Kliniken, die diese
Medizinprodukte einsetzen.%’

Die genannten Beispiele belegen die breite Etablierung von PLA als biokompatiblem,
implantierbarem Kunststoff, vor allem in der klinischen Chirurgie. Vor diesem Hintergrund ist
die Verwendung dieses Polymers fir kombinierte Druckversuche besonders naheliegend.

2.3.3 Hydrogele — Grundstoff fiir Biomaterial-Tinten

Hydrogele nehmen in der Familie der Polymere eine Sonderrolle ein. Sie sind in der Lage,
grol’e Mengen polarer Flussigkeiten in ihre dreidimensionale Struktur zu absorbieren und zu
speichern, ohne sich dabei aufzuldsen. Sie bestehen aus hydrophilen Polymerketten, die
entweder physikalisch oder chemisch vernetzt sind, und konnen naturlichen oder
synthetischen Ursprungs sein.%?®3 Aufgrund ihrer physikalischen Eigenschaften, einschlieBlich
ihrer hohen Wasseraufnahmefahigkeit, inrer weichen Konsistenz und ihrer Flexibilitat, ahneln
Hydrogele den Gewebestrukturen in den Korpern von Saugetieren in vielerlei Hinsicht und
finden daher in den Biowissenschaften breite Anwendung. In der Medizin werden Hydrogele
zum Beispiel zur verbesserten Wundbehandlung, zur kontrollierten Arzneimittelabgabe in
Lebendgeweben und im Tissue Engineering eingesetzt, wobei sie als Matrix fir den 3D-
Biodruck von Gewebe und Organen dienen kénnen.>*

Einige Hydrogele besitzen eine hohe Bio- bzw. Zellkompatibilitdt. Sie gewahrleisten ein
wassriges Medium, welches gute Diffusionseigenschaften besitzt. Hydrogele lassen sich auf
verschiedene Weise und zu unterschiedlichem Grad vernetzen und auf diese Weise in einen
gelartigen bis festen Zustand versetzen.
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Diese Mechanismen werden flr den Biodruck nutzbar gemacht, indem Hydrogele in
Biomaterial-Tinten integriert werden. So kdnnen diese als Tragersubstanz fir lebende Zellen
fungieren. Die speziellen Eigenschaften der Hydrogele wie Biokompatibilitat,
Zellvertraglichkeit und geeignete mechanische Eigenschaften gewahrleisten wahrend und
nach dem Druckvorgang Uberlebens- und Wachstumsbedingungen integrierter Zellen.

Es wurde eine Reihe von Hydrogelen ausgewahlt, um sie im Zuge dieser Forschungsarbeit
auf ihre Druckeigenschaften zu testen und ihre Eignung fir den Kombinationsdruck im
ausgewahlten 3D-Druck-System zu beurteilen. Dabei handelt es sich um: Agarose, Kollagen,
Gelatine sowie Natriumalginat. Nachfolgend werden Eigenschaften, chemische
Zusammensetzung sowie Anwendungsbeispiele der funf aufgefiihrten Stoffe beschrieben.

2.3.3.1 Agarose

Agarose ist ein Polysaccharid, das aus Algen gewonnen wird und haufig in biologischen und
medizinischen Labors verwendet wird. Es wird als Gelmatrix in elektrophoretischen
Anwendungen eingesetzt, um DNA- und Proteinmolekile zu trennen und zu analysieren. Einer
der Vorteile von Agarose ist seine hohe Gelstarke und -stabilitét, die es ermdglicht, grof3e
Molekule wie DNA-Fragmente sicher und effektiv zu trennen. Es kann durch Guss in eine
Vielzahl von Formen gebracht werden, beispielsweise Flachbett-, Kasten- und Tropfenformen,
um in verschiedener Weise die Durchfiihrung laborchemischer Analysen zu ermdglichen.%®

Agarose ist nicht-toxisch und biologisch abbaubar, was es zu einer sicheren und
umweltfreundlichen Wahl fir Laboranwendungen macht. In Versuchen am Rattenmodell
konnte gezeigt werden, dass Agarosehaltige Verbindungen bei subkutaner Implantation keine
signifikanten AbstoRBungsreaktionen durch den Organismus hervorrufen.% Im 3D-Druck erfreut
sich Agarose grof3er Beliebtheit als strukturbildender Inhaltsstoff in Hydrogelen, welche sonst
nicht genug mechanische Festigkeit ausbilden wirden. Zu diesem Zweck kann es mit anderen
Stoffen vermengt werden, um die positiven Eigenschaften beider Gele nutzbar zu machen.%’
Gangige Kombinationen sind eine Vermengung mit Matrigel®® oder Alginat®-°.

2.3.3.2 Kollagen

Kollagen ist ein wichtiges Protein im menschlichen Koérper. Es ist ein Hauptbestandteil vieler
Gewebe, einschlief3lich Haut, Knochen, Knorpel und Sehnen, und ist fir deren Struktur und
Festigkeit verantwortlich. 30 Prozent der gesamten Proteinmenge im menschlichen Korper
entfallen auf Kollagen.5' Kollagen besteht aus drei Polypeptidketten, die sich in einer
charakteristischen Triple-Helix-Struktur anordnen.®? Die Struktur und Zusammensetzung von
Kollagen kann je nach Gewebetyp variieren, was zu einer Familie von mindestens 28
verschiedenen Kollagentypen flhrt, die jeweils spezifische Rollen in verschiedenen Geweben
und Organen spielen. Beispielsweise ist Kollagen Typ | das dominante Kollagen in Knochen,
wahrend Kollagen Typ Il vorwiegend in Knorpelgewebe vorkommt.

Kollagen besitzt eine hohe biologische Kompatibilitdt und eine gute Adhasionsfahigkeit, was
es ihm ermdoglicht, als Tragermaterial fur die Kultivierung von Zellen und Geweben zu dienen.
Diese Zellen und Gewebe kénnen dann fur die Forschung oder fir medizinische
Anwendungen wie die Regeneration von Geweben und Organen verwendet werden.%?

Zudem kann Kollagen auch fir die Herstellung von Membranen und Gelen verwendet werden,
die bei der Ubertragung von Wachstumshormonen oder anderen Substanzen auf Pflanzen
oder bei der Elektrophorese nutzlich sind.

Aufgrund seiner biologischen Eigenschaften hat Kollagen in der 3D-Druck- und insbesondere
in der Biodruck-Technologie eine wichtige Rolle gefunden.®® Im Kontext des Tissue
Engineerings kann Kollagen verwendet werden, um komplexe, zellbeladene Strukturen zu
drucken, die zur Geweberegeneration sowie -reparatur eingesetzt werden kénnen.%*
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2.3.3.3 Gelatine

Gelatine ist ein proteinhaltiges Biopolymer, welches aus den Bindegeweben von Tieren, wie
Rindern oder Schweinen, gewonnen werden kann. Im Labor wird Gelatine oft als
Tragermaterial fur biologische Anwendungen verwendet, insbesondere fir den Aufbau von
Gelen oder fiir die Herstellung von Gel-Membranen.

Gelatine besitzt eine hohe Gelierkraft, was es ihr ermdglicht, als Tragermaterial flir den Aufbau
von Gelen zu dienen. Diese Gele kénnen dann fir die Elektrophorese oder andere biologische
Anwendungen verwendet werden, wie z. B. fur den Proteinnachweis, DNA-Separation oder
Proteinkristallisation.®®

Zudem kann Gelatine auch verwendet werden, um Gel-Membranen he_rzustellen. Gel-
Membranen kommen unter anderem bei der Kultivierung von Zellen oder der Ubertragung von
Wachstumshormonen auf Pflanzen zum Einsatz.%%-6"

2.3.3.4 Natriumalginat

Natriumalginat ist ein natlrliches Polysaccharid, welches hauptsachlich aus Braunalgen
gewonnen wird. Es besteht aus alternierenden Einheiten von Mannuronsaure und
Guluronsaure, die Uber glycosidische Bindungen verbunden sind (Abb. 7). Aufgrund der hohen
Biokompatibilitéat, geringer Toxizitat, gunstiger Gelierungseigenschaften und der geringen
Kosten wird Natriumalginat in einer Vielzahl von industriellen, lebensmittel-technologischen
und biomedizinischen Anwendungen eingesetzt.*

-
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Abbildung 7 - Molekdilstruktur Natriumalginat

Natriumalginat wird in der gegenwartigen Forschung als wertvolles Material fir den 3D-
Biodruck dargestellt. In der Form eines Hydrogels bietet Natriumalginat eine physiologische
Umgebung fiir lebende Zellen, ermoglicht ihre Ausbreitung und Differenzierung und imitiert
gleichzeitig die naturliche extrazellulare Matrix. Es kann in Kombination mit anderen
Hydrogelen verwendet werden, um die mechanischen Eigenschaften und biologische
Leistungsfahigkeit des resultierenden 3D-gedruckten Gewebes oder Organs zu verbessern.®

Eine Besonderheit bei der Verwendung von Natriumalginat im 3D-Biodruck ist seine kurze
Aushartungszeit nach Kontakt mit divalenten Kationen wie beispielsweise Calciumionen, die
zu einem Blockieren der Druckdisen fiihren kann. Aufgrund dieser besonderen Eigenschaften
werden bei der Verarbeitung dieses Werkstoffs im 3D-Druck zum Teil besondere Techniken
angewendet. Ein Beispiel hierflr ist das koaxiale Drucken, bei dem die Natriumalginat-Losung
durch eine innere Dise und die Gelierungslésung durch eine auflere Dise gefihrt wird.
Hierdurch wird die sofortige Gelierung des Alginats nach dem Druck gewahrleistet und
zugleich das Risiko eines verfriihten Kontakts der Agenzien und ein Verstopfen minimiert.58

2.3.4 Weitere Hilfsstoffe

Uber den thermoplastischen Polymer PLA sowie die in Kapitel 2.3.3 genannten Hydrogele
hinaus wurde zusatzlich der Werkstoff Calciumchlorid (CaCl;) eingesetzt. Bei Calciumchlorid
handelt es sich um eine anorganische Verbindung, welche aus Calcium und Chlor besteht und
haufig in der Form von hydratisierten Feststoffen vorkommt. Diese farblose, kristalline
Substanz wirkt hygroskopisch. Sie besitzt also die Fahigkeit, Feuchtigkeit aus der Umgebung
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zu absorbieren. Aufgrund dieser Eigenschaft wird Calciumchlorid in verschiedenen
Industriebereichen als Trocknungsmittel verwendet.

Im Kontext des 3D-Drucks spielt Calciumchlorid eine wichtige Rolle in bestimmten Prozessen.
Speziell im Bereich des 3D-Biodrucks kann Calciumchlorid zum Einsatz kommen. Hier wird es
genutzt, um Hydrogele zu vernetzen und so ihre Strukturstabilitat zu verbessern. Wenn eine
Alginat-Lésung auf eine Calciumchloridlésung trifft, vernetzen die Calciumionen das Alginat
und bilden ein Gel, das als Matrix fiir Zellen dienen kann.%? Dieses Prinzip ist entscheidend fiir
die Herstellung von stabilen, zellbeladenen Strukturen auf Alginatbasis.

Die Verwendung von Calciumchlorid und anderen lonenquellen im 3D-Biodruck sollte jedoch
aufgrund der potenziellen Zytotoxizitat sorgfaltig abgewogen werden.®®

2.4 Marktubersicht zu 3D-Drucksystemen

Die meisten 3D-Drucksysteme sind durch einen &ahnlichen Aufbau gekennzeichnet. Im
Folgenden sind die grundlegenden Komponenten eines 3D-Druckers aufgeflihrt:

1. Rahmen

Jeder 3D-Drucker besitzt einen Rahmen, welcher der festen Verankerung der sonstigen
Bauteile dient. Die GroRe des Rahmens bestimmt die Gro3e des Druckers und auch die
maximalen Mal3e druckbarer Werkstiicke.

2. Bauraum

Jeder 3D-Drucker hat einen Bauraum, in dem die Objekte hergestellt werden kdnnen. Die
Geometrie der herstellbaren Objekte wird durch die GréRe des Bauraums begrenzt.

3. Bauplatte

Die Bauplatte bildet eine feste Ebene, welche in der Regel die untere Begrenzung des
Baumraums darstellt. Sie dient als Startebene fiir die erste Lage des Materialauftrags.
Damit Druckvorhaben erfolgreich vollendet werden kénnen, muss wahrend des Drucks
eine feste Verankerung des entstehenden Werkstiickes mit der Bauplatte sichergestellt
werden.

4. Druckkopf

Der Druckkopf bildet das zentrale Element eines 3D-Drucksystems und unterscheidet sich
je nach Drucktechnik. Seine Aufgabe besteht darin, das Druckmaterial auf die Bauplatte
aufzutragen. In einem 3D-Drucksystem kdnnen ein einzelner oder mehrere Druckkopfe
verbaut sein. Ein Beispiel fir einen Druckkopf sind thermoplastische Extrudersysteme, die
per Zahnrad ein Polymerfilament in eine erhitzte Metalldiise vorschieben und so
kontinuierlich geschmolzenen Kunststoff auf die Bauplatte auftragen. Bei manchen
Systemen erfolgt die Werkstoffauftragung flachig oder linienférmig, bei anderen punktuell.
Weitere Informationen dazu sind in Kapitel 2.1.3 zu finden.

5. Bewegungsmodul

Der Bewegungsapparat des Systems hat die Aufgabe, die Montageeinheit mit den
Druckképfen in Bewegung zu versetzen. Je nach Drucktechnik ist das in ein bis drei
Dimensionen notwendig und geschieht durch Servomotoren, Zahnriemen, Zahnrader und
Gewindespindeln. Bei manchen Systemen werden einzelne Bewegungsdimensionen auch
von einem Schlitten Ubernommen, welcher an der Bauplatte montiert ist. Die
Bewegungssteuerung muss fir eine hohe Druckqualitat mdglichst prazise arbeiten.

6. Steuerungseinheit

Die verschiedenen Module des Systems werden Uber eine Platine verbunden. Die
Steuerungseinheit Uberwacht und kontrolliert den Druckprozess. Die Steuerungseinheit
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bildet die Schnittstelle zur Einbringung von Objektentwirfen aus CAD-Systemen und
Druckeinstellungen. Sie sorgt daflr, dass der schichtweise Materialauftrag nach Vorgaben

des digitalen Entwurfs erfolgt.

2.4.1 Kurziibersicht zu relevanten Modellen

Die Gegentberstellung in Tabelle 2 dient der Darstellung der aktuell auf dem Weltmarkt
verfligbaren 3D-Biodrucksysteme. Das Hauptaugenmerk liegt auf Geraten, welche bereits
mehrfache Anwendung in der wissenschaftlichen Forschung gefunden haben.

Anbieter und Drucktechniken

Modelle, Besonderheiten und Anwendung

3D Systems (USA)

Bio-Mikroextrusion
FLM

Die Modelle Allevi 2 und 3 bieten mehrere
Druckkoépfe

Anwendung in der Forschung am
Leberzellen-Modell”® und bei Versuchen
zu Vaskularisierung”':"?

Axolotl Biosystems (Tiirkei)

Bio-Mikroextrusion
FLM
Melt-Elektrowriting

Axo A6/A3®

Modelle mit bis zu 6 Druckképfen fir eine
Vielzahl unterschiedlicher Werkstoffe
Elektrowriting mit Zellen als neue
Technologie

Videogestutzte Kalibrierung

Black Drop (Deutschland)

Droplet
Bio-Mikroextrusion
FLM

SuperFill Robo® und Superfill Regenate®
als Nachfolgemodell

Praziser Druck von Biomaterialtinten
Kombinierter Druck von Biomaterialtinten
mit 2 Droplet-Einheiten und zusatzlichem
FLM-Druckkopf

Konfigurierbarer Aufbau mit kihl-/
heizbaren Druckkdpfen und Druckbett

Cellink (Schweden)

Bio-Mikroextrusion
Droplet
FLM

BIO X®, BIO X6® und BIONOVA X® sind
fur Kombinationsdruck ausgestattet
Mehrere Steckplatze flr eine Vielzahl von
Druckkopfen, diese kénnen frei kombiniert
werden

Luftdichte Kammer mit Filter flr sterile
Druckvorgange

Forschungsanwendungen zu vaskulari-
sierten Hauttransplantaten’®, Knochen-
und Nervengewebe’®, Hornhautstroma’®
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Anbieter und Drucktechniken

Modelle, Besonderheiten und Anwendung

EnvisionTEC (Deutschland)

Bio-Mikroextrusion
FLM

3DBioplotter® mit modularem Aufbau und
bis zu funf Druckkdpfen, steriler Druck
moglich

Videogestutzte Kalibrierung

Rotierende Bauplatte fir zylindrische
Modelle

Anwendung in Forschung zu Sehnen-
Knochen-Modellen’ und Fettgewebe’”

Gesim (Deutschland)

Bio-Mikroextrusion
Droplet-basiert
FLM

BioScaffolder®

Koaxialer Druck maoglich

Biomaterial kann in der Kartusche
automatisch geruhrt werden
Spheroiderstellung fiir Tumorforschung’

Regemat 3D (Spanien)

Bio-Mikroextrusion
FLM

REGALIFE®, Bio V1®

Konfigurierbar mit 3 Druckkdpfen
Koaxialer Druck mit Mikroextrusion und
FLM-Technik moglich

In Forschungen zu Gelenkknorpeln
verwendet®

REGENHU (Schweiz)

Bio-Mikroextrusion
Droplet-basiert

Bewahrte Drucksysteme im TE: 3D
Discovery™ Evolution, BioFactory™ 8081

FLM ¢ Neue Drucksysteme: R-Gen 100 und 200
ROKIT (Siidkorea)

Bio-Mikroextrusion Dr. INVIVO 4D®

FLM Multifunktionales Drucksystem

Geschlossene Kammer flr sterilen Druck
Integrierter Zellinkubator

Besonders popular', verwendet in
Forschungen zu Knorpel®? und
vaskularisierten Tumormodellen®?

Tabelle 2 - Marktiibersicht 3D-Drucksystemen (Eigene Darstellung)
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Unter Bericksichtigung aller zentralen Auswahlkriterien wurde die Entscheidung fir das
Modell Black Drop Super Fill Robo® gefallt. Abbildung 8 zeigt ein Produktfoto sowie eine
Detailansicht der DoD-Druckkartusche.

Abbildung 8 - Black Drop Super Fill Robo®%*

2.4.2 Modellsteckbrief: Black Drop Super Fill Robo®

Die Black Drop Biodrucker GmbH ist eine in Aachen ansassige Firma, spezialisiert auf die
Bereitstellung von Produkten fir 3D-Druckanwendungen mit der Méglichkeit des Biodrucks.
Zu ihrem Leistungskatalog gehéren Drucksysteme und ihre Komponenten, assoziierte
Software, Biomaterial-Tinten, sowie Support- und Seviceleistungen.?®%” Ein Drucksystem, das
2021 auf dem Markt war, ist das Modell Black Drop Super Fill®. Dieser Drucker enthalt zwei
Druckképfe mit Kartuschen zur Verarbeitung von flliissigen Werkstoffen und einen Druckkopf
zur Extrusion thermoplastischen Filaments. Wahrend der Extrusionsdruckkopf fest verbaut ist,
lassen sich die einzelnen DoD-Druckkartuschen aus der Montagevorrichtung entnehmen.
Abbildung 9 zeigt die einzelnen Komponenten einer DoD-Druckkartusche.

Lo = i e —

Abbildung 9 - Aufbau der Microventil-DoD-Druckkartusche (Eigene Aufnahme)

Der Systemaufbau ist modular und mit Bauteilen zum Abkuhlen und Erhitzen der verwendeten
Werkstoffe und der Bauplatte erweiterbar. Vorbereitung und Kontrolle der Druckvorgange
funktionieren Uber eigens von Black Drop bereitgestellte Software. Es bestehen Kooperationen
der Firma mit internationalen Forschungsinitiativen im Bereich Hydrogele und TE. Im
Marktvergleich liegen die Anschaffungskosten fur ein Einzelgerat mit ca. 15.000 Euro im
unteren Bereich. Im Folgenden sind technische Daten aus dem Handbuch des Geréats
aufgefuhrt.
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Tropfenvolumen 30 —1.400 nl
Tropfendurchmesser 250 — 1.000 uym
Druckprazision 20 —-100 um
Viskositatsbereich 1-1.500 mPa
Zelliiberlebensrate nach Druck 91-99 %
Druckkopfe 2-4
Temperaturbereich 10-60 °C
Druckluftbereich 0,1 -3 bar

Tabelle 3 - Technische Spezifikationen des Black Drop Super Fill Robo® &
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3 Material und Methoden

In Kapitel 2 wurden das Grundkonzept der 3D-Druck-Technologie, Tissue Engineering,
relevante Materialien sowie eine Ubersicht marktrelevanter 3D-Drucksysteme erlautert.
Kapitel 3 leitet nun zum praktischen Teil der Forschungsarbeit Gber. Hier werden die
angewandten Methoden und der experimentelle Aufbau, einschlielllich verwendeter
Hardware, Software und Materialien detailliert beschrieben.

3.1  Methodenentwicklung als Forschungsziel

Das primare Ziel dieser Arbeit besteht darin, einen integrierten Workflow zu entwickeln, mit
welchem Anwendende mithilfe des Black Drop Super Fill® zwei unterschiedliche Materialien
mittels unterschiedlicher Drucktechniken in einem einzigen Druckvorgang kombinieren
koénnen. Explizit gesagt sollen Hydrogele, die nach dem Drop-on-Demand-Verfahren gedruckt
werden, zeitgleich mit thermisch extrudiertem Kunststoff zu einem gemeinsamen Werkstiick
verarbeitet werden.

Im Vergleich zu vielen anderen Dissertationen gibt es bei dieser Forschungsarbeit
grundlegende Unterschiede in der Vorgehensweise. Ziel ist nicht die Anwendung eines
vorgefertigten Versuchsaufbaus, der zu Beginn der experimentellen Arbeit klar definiert
werden kann. Ziel ist vielmehr die Entwicklung von Versuchsvorschriften, die einen
kombinierten 3D-Druck nach den zuvor erlauterten Kriterien ermdglichen. Diesen Umstand
spiegeln Methoden- und Ergebnisteil dieser Arbeit wider, indem sie den Ausgangspunkt, den
Prozess und die Resultate dieser Methodenentwicklung veranschaulichen.

Das Forschungsdesign orientiert sich an den drei Phasen Vorbereitung, Durchfiihrung und
Auswertung, welche in Abbildung 10 veranschaulicht werden.

» Auswahl des Druckers
(Kapitel 3.2.1)

* Vertrautwerden mit der
zugehorigen Software
(Kapitel 3.2.2)

* Auswahl der
Werkstoffe
(Kapitel 3.3)

* Entwicklung eines
Druckmodells
(Kapitel 4.1.1)

« Etablierung Workflow
fir 3D-Druck unter
Anwendung
variierender Parameter
(Kapitel 4.1.2)

* Finalisierung Workflow
fur hohe Ergebnis-
qualitat
(Kapitel 4.1.3)

* Festlegen optimaler
Parameter je Werkstoff
(Kapitel 4.2)

* |dentifikation von Vor-
und Nachteilen der
einzelnen Werkstoffe
(Kapitel 4.2)

* Diskussion der
Ergebnisse
(Kapitel 5)

Abbildung 10 - Methodische Vorgehensweise (Eigene Darstellung)

Zu Beginn dieser Forschungsarbeit steht die Materialauswahl im Fokus. Teil dieses
vorbereitenden Arbeitsschrittes ist die Entscheidung, welches konkrete Drucksystem flr die
Forschung verwendet werden soll. Ferner muss das Feld der verfiigbaren Druckmaterialien
auf diejenigen eingegrenzt werden, welche im Zuge der Versuchsgange getestet werden
sollen.
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Im Mittelpunkt des experimentellen Arbeitens steht die Methodenentwicklung. Dazu gehdrt die
Etablierung und Weiterentwicklung eines Modellkonzepts mit Autodesk Fusion 360, die
Etablierung eines Workflows fir die einzelnen Druckmethoden, die Optimierung der
Druckparameter sowie der standige Quervergleich der einzelnen Versuchsaufbauten mit
ansonsten gleichen oder ahnlichen Parametern. Nach erfolgreicher Identifizierung der
optimalen Druckparameter flir die Einzeldruckvorgange stellt die Zusammenfihrung dieser zu
einem kombinierten Vorgang das finale Produkt dieser Forschungsarbeit dar.

Die Eigenschaften des verwendeten Modells und die Werkstoffauswahl orientieren sich in inrer
urspringlichen Form an dem Versuchsaufbau von Lauer, Ritz et al.'" Im Laufe der
Forschungsarbeit wird der Versuchsaufbau individualisiert und abgewandelt, um die
Méglichkeiten und Grenzen des verwendeten Drucksystems auszuloten. Zugleich wurde stets
darauf geachtet, etablierte Techniken in den Versuchsaufbau einzubeziehen.

Die Datenauswertung fand weitgehend parallel zur praktischen Arbeit statt. Zur Dokumentation
wurde ein Laborbuch geflihrt. Die zentralen Ergebnisse werden in Kapitel 4 der vorliegenden
Dissertation vorgestellt und in Kapitel 5 diskutiert.

3.2 Eingesetztes Drucksystem

Um das Potenzial und die Herausforderungen des Kombinationsdrucks in der erwiinschten
Anwendungstiefe herauszuarbeiten, wurde ein spezifischer 3D-Drucker fur den
experimentellen Teil dieser Forschungsarbeit ausgewahlt. Das gewahlte Drucksystem erfllt
nicht nur die technischen Projektanforderungen, sondern ist auch optimal fir den Einsatz in
kleineren Laboreinrichtungen mit begrenztem Budget geeignet.

In Kapitel 2.4.1 wurde bereits eine Ubersicht zu den aktuell marktreif verfiigbaren Systemen
im Bereich Biodruck gegeben. Um zu Beginn dieser Forschungsarbeit eine begriindete
Entscheidung fir eine der verfiigbaren Optionen zu treffen, wurden Kriterien herausgearbeitet,
nach denen ein Drucksystem flr das Projekt ausgewahlt wurde.

Diese Kriterien werden in Tabelle 4 veranschaulicht:

Mindestens zwei Techniken, Hydrogele und Thermoplasten

AR mussen damit kombiniert angewendet werden konnen.

Modularer Aufbau des Gerats zur flexiblen Anpassung im

. Zuge der Methodenentwicklung.
Modularitat . ]
Simpler Aufbau der Hydrogelkartuschen zur einfachen

Handhabe mit selbstgemischten Gelen.

Druckparameter wie Temperatur, Geschwindigkeit und

SRR Systemdruck sollen einfach anpassbar sein.

Preis Unter 50.000 Euro

Tabelle 4 - Auswahlkriterien des flir das Projekt verwendeten Druckers (Eigene Darstellung)

3.2.1 3D-Biodrucker: Black Drop Super Fill®

Das Geréat verfligt Uber ein Extrudersystem, womit thermoplastischer Kunststoff 3D-gedruckt
werden kann. AuRerdem besitzt der Super Fill® zwei weitere Schnittstellen fur die Montage
von Drop-on-Demand-Kartuschen. Diese Kartuschen bestehen aus mehreren Einzelteilen, die
vor Befillung mit Werkstoffen zusammengebaut und in den Drucker eingesetzt werden
mussen. Kontrolliert wird der Auftrag der Hydrogele durch ein Magnetventil mit einer
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Offnungsweite von 300um. Die GréRe der Tropfen kann durch eine veranderte Offnungszeit
in der Kontrollsoftware des Druckers, sowie die Veranderung des Drucks der angeschlossenen
Druckluftquelle beeinflusst werden. Die Bereitstellung der Druckluft erfolgt Uber einen
angeschlossenen Kleinkompressor, der von Black Drop bei Beschaffung des Druckers
bereitgestellt wurde. Die Kartuschen sind bis zu einer Maximaltemperatur von 40 °C beheizbar.
Bei Bedarf kdnnen die Kartuschen auch auf annahernd 0 °C gekuhlt werden. Dies ist durch
das Anlegen eines Kreislaufs fur Kuhlflissigkeit moglich.

Das Modell, welches fir diese Arbeit verwendet wurde, verfligt Uber zwei vollstandige
Kartuschengarnituren. Diese wurden zu Beginn des Projekts als Garnitur X und Y definiert und
nach Mdglichkeit getrennt eingesetzt, um ggfs. auftretende Fehlfunktionen oder Schaden
zweifelsfrei einer Garnitur zuordnen zu kénnen.

Um die langfristige, fehlerfreie Funktion des Drucksystems im Verlauf des Projekts und
daruber hinaus gewahrleisten zu kénnen, sind Reinigungs- und Instandhaltungsmalnahmen
vorzunehmen, die insbesondere die Hydrogelkartuschen betreffen.

Da diese Kartuschen im Zuge des Projekts mit wasserbasierten Gelen beladen werden, ist
eine Reinigung und Feststellung der korrekten und verstopfungsfreien Funktion der
Kartuschen einschlief3lich der Magnetventile wichtig. Dazu werden die Kartuschen nach jedem
Einsatz restentleert und zweimal mit entionisiertem Wasser aufgefiillt. Uber die entsprechende
Funktion im Robo Controller werden die Kartuschen mit langer Ventil6ffnungszeit gespuilt.
Dieser Vorgang wird unmittelbar vor erneuter Anwendung der Kartuschen einmalig wiederholt.

Gelagert werden die Kartuschen unter Ausschluss von Sauerstoff unter reinem Isopropan-2-
ol in daflr geeigneten, verschliebaren Laborgefalen.

Es wurde ein ein-kolbiger Kleinkompressor des Modells Aeolian Pixie® verwendet, um die
notwendige Druckluft fir den DoD-Druck bereitzustellen. Nach dem Anschalten des Geréats
stellt der Kompressor einen stetigen Strom komprimierter Raumluft bereit, der Uber ein
Leitungssystem aus Polyvinylchlorid-Schlduchen und Steckverbindungen zu den DoD-
Kartuschen geleitet wird.

Zwingend notwendig fir die Benutzung des Drucksystems ist die dauerhafte Verbindung mit
einem PC, auf dem die Black Drop-spezifische Controlling-Software installiert ist. Diese
Verbindung erfolgt Gber eine USB-Schnittstelle.

3.2.2 Zugehorige Software

Die 3D-Modelle, welche mit dem Superfill® gedruckt werden sollen, missen digital vorbereitet
werden. Mit einer CAD-Software erstellte, digitale Objekte missen als STL-Dateien im ASCII-
Format gespeichert und anschlieRend mithilfe einer Slicing-Software (Black Drop GmbH) in G-
Code ubersetzt werden.

Fir die Abwicklung der Druckvorgange stellt Black Drop eine spezifische Software-Lésung zur
Verfligung. Dabei handelt es sich um zwei Module:

1. Robo Slicer® zur digitalen Vorbereitung des Druckmodells
2. Robo Controller® zur Einstellung der Druckparameter und zur Druckdurchflihrung

In den folgenden Kapiteln werden die Grundlagen beider Programme erklart und relevante
Besonderheiten in der Bedienung herausgestellt.

3.2.2.1 Robo Slicer

Der Robo Slicer® unterscheidet sich von anderen Slicing-Programmen dahingehend, dass fur
die einzelnen Druckkopfe des Black Drop Super Fill® jeweils eigene STL-Dateien eingespeist
werden kdnnen, welche wahrend des Slicing-Vorgangs in eine gemeinsame Datei kombiniert
werden. Diese kombinierte Datei dient nach Ubertragung in den Robo Controller als
Druckanweisung fur alle beteiligten Druckképfe.
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Abbildung 11 zeigt das User Interface des Robo Slicer® bei der Vorbereitung eines
Kombinationsdrucks. Die Reiter ,Valve A“, ,Valve B*, und ,Extruder” missen zur Vorbereitung
eines Druckvorgangs mit dem jeweiligen Druckkopf einzeln angewahlt und mit den
gewlnschten Druckeinstellungen versehen werden.

Valve A| valve B Extruder Tool

Settings
Drop Diameter x Factor = Drop Distance
Outer Contour (OC): 1.0 x |1S = 15
Slicing STL-File Inner Contour (IC): | 1.0 x |15 -
Load STL Start Skding Filing (FL): 1.0 X |13 =
Brien Fillng (BF): 1.0 X 115 =
Save Siced STL
Opening Time OC : 450
Choose Siang Height (mm) |1 G=)
Opening Time IC (us):
D let Calculati
ropse Loraren Down Scale Outer Contour: 0.0
Down Scale Inner Contour:
Load Vaive A Load Vaive B
Offset X: 0.0
OffsetY: 0.0
Load Extruder Load Tool Filing Angle:
Print Brim:

Printing Methods

{4 Print Outer Contours (] Print Inner Contours
[ Print A-Orops [[] Print B-Drops
[[] Set Extrusion Mode [] Print Brim

Abbildung 11 - Benutzeroberfldche der Slicing-Software (Screenshot aus Software "Robo Slicer®")

In Bezug auf den DoD-Druck kann in der Slicing-Software zusatzlich das konkrete
Tropfenvolumen sowie die Tropfenplatzierung festgelegt werden. Das Tropfenvolumen wird
uber die Offnungszeit (Gating-Time) der Magnetventile beeinflusst. Dariiber hinaus ist es auch
mdglich, eine Verzégerung zwischen den einzelnen Lagen verschiedener Druckvorgange
einzubauen. Dazu dient der Parameter der Waiting Time. Abbildung 12 zeigt die
Benutzeroberflache fur diese Einstellungen.
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Abbildung 12 — Fein-Einstellungen zu Tropfenplatzierung (Screenshot aus Software "Robo Slicer®")

3.2.2.2 Robo Controller®

Das Computerprogramm Robo Controller® wurde von der Firma Black Drop fir die Benutzung
des Black Drop Super Fill® entwickelt und ermdglicht die Kontrolle und Anpassung von
Druckparametern, Einbindung von Druckmodellen und Steuerung des Druckvorgangs.
Voraussetzung fiir die korrekte Funktion ist die standige, kabelgebundene Verbindung der

Druckerschnittstelle mit einem Rechner, auf dem der Robo Controller® installiert ist.

In Abbildung 13 ist das User-Interface des Robo-Controllers abgebildet. Uber diese
Steuereinheit kbnnen Druckdateien hochgeladen, die einzelnen Druckkdpfe und die Bauplatte
erhitzt, die Druckparameter geandert und der Druckvorgang gestartet, pausiert, fortgesetzt und
abgebrochen werden. Dartiber hinaus kdnnen im Robo-Controller Uber die Funktionen ShootA
und ShootB die DoD-Kartuschen manuell entleert werden. Dies ist insbesondere fir die

Reinigung notwendig.
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- A Speed: i 2000
‘ Working Position }
v v Distance (mm): I 10.0
START Cancel Pause Play Record ‘ Record DNC
Cieaning Send Message to GOCNC Add Record J Save Record J
Printer Head A Printer Head B Extruder Platform
39.6 °C - C 209.9/210.0 28.3/0.0
40 %0 210 25.0
[ Activate A te [ Activate [[] Activate
[[] oropGun (] orepGun
Shoot A Shoot B Extrude Print Extrude Retract UV-Light On/Off Fan Off Fan Low
Opening Time (us): 1000 Extrude Flament Length (mm): 'S Fan Mid Fan High I

Repetitions: 1000

Abbildung 13 — Benutzeroberflache zur Vorbereitung des Druckvorgangs (Screenshot aus Software "Robo
Controller™-Interface)

In Abbildung 14 sind beispielhaft die Druckeinstellungen fiir den Black Drop Super Fill®
festgehalten, wie sie im Zuge des Projekts fir einen Kombinationsdruck von PLA und Gelatine
verwendet wurden.

Die Einstellungen gliedern sich in flnf Bereiche:

1.

In den General Settings lassen sich insbesondere die Geschwindigkeit der Druckkopf-
bewegung einstellen. Zu hohe Geschwindigkeiten kdénnen zu ungenauen Druck-
ergebnissen fuhren, wahrend langsame Geschwindigkeiten den Vorgang unnétig
verzogern.

Mit den Offset Settings kann die raumliche Nahe der Druckkdpfe zueinander festgelegt
werden. Gerade beim Multimaterialdruck ist es entscheidend, dass diese Einstellungen
korrekt kalibriert sind, um dem Druckabbruch vorzubeugen.

In den Drop on Demand Settings kdnnen Einstellungen rund um den DBB-Druck und
explizit die Discard-Funktion, also das FreischieRen des Microventils zwischen den
DBB-Lagen vorgenommen werden.

In den Extrusion Settings finden sich die relevanten Einstellungen in Bezug auf den
Vorschub und Rickzug des Filaments zwischen den einzelnen Lagen. Dazu gehoéren
die Feeding Rate und die (Reverse) Filament Retraction. Daruber hinaus steuert die
Discard-Funktion den Materialaussto3 zur Sauberung zwischen den einzelnen
Extrusions-Lagen. Darlber hinaus kann in diesem Bereich kalibriert werden, wenn der
Vorgang auf einer unebenen Druckunterlage erfolgen soll, wie beispielsweise einer
Laborwellplatte.

Die Position Settings bestimmen die Working Position sowie festgelegte Punkte fir den
Discard-Vorgang im DBB- und Extrusionsdruck. Die Working Position dient als
Ansatzpunkt fir den Druckvorgang. Die Positionen missen dabei als Koordinaten in
den drei Raumrichtungen (X, Y und Z) im Verhaltnis zum Referenzpunkt (Ruheposition
des Druckkopfes) definiert werden.
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General Settings

Speed (H2): 750 Reference XY during print: 0
Travel speed (Hz2): 7500 Print multiple objects: 0
Offset Settings

A - Valve Offset (mm) X: 25 B - Valve Offset (mm) X: -18.0
A - Valve Offset (mm) Y: 43.0 B - Valve Offset (mm) Y: 47.0
Extruder Offset (mm) X: 0.0 Tool Offset (mm) X: 0.0
Extruder Offset (mm) Y: 0.0 Too Offset (mm) Y: 0.0

Drop on Demand Settings
Discard Number: 0 Multi Drops Count: 1

Discard Opening Time (us): 450 Waiting Time between Drops: 0

Extrusion Settings

Extrusion Feed Rate (mm/mm): 0.04 Height of Well (mm): 0.0
Plattform Lowering during Extrusion (mm): 0.5 Platform Lowering when not Extruding (mm): 6.0
Filament Retraction at Start (mm): 0.0 Inverse Flament Retraction at Start (mm): 3.0
Flament Retraction (mm): 0.0 Inverse Flament Retraction (mm): 1.0
Discard Length (mm): 80

Position Settings

Working Position (mm) X: 102.0 Discard Position (mm) X: 107.5
Working Position (mm) Y: 94.0 Discard Position (mm) Y: 30.3
Working Position (mm) 2: 4.6 Discard Position (mm) Z: 150.0
Cleaning Station (mm) X: 0.0 Extruder Discard Position (mm) X: 130.5
Cleaning Station (mm) Y: 0.0 Extruder Discard Position (mm) Y: 160.3
Cleaning Station (mm) Z: 0.0 Extruder Discard Position (mm) Z: 4.6

Working Position is Current Position
Cleaning Position is Current Position
Discard Position is Current Position

Extruder Discard Position is Current Position

Abbildung 14 — Feinparameter-Einstellung flir Kombinationsdruck (Screenshot aus Software "Robo Controller®"-
Einstellungen)

Insbesondere die Einstellungen zur ,Working Position Z:* (also die Raumrichtung oben/unten)
ist dabei nicht als zwingend festgelegt zu betrachten. Diese Einstellungsoption ist stark vom
gewahlten Versuchsaufbau abhangig, da sie die Startdistanz der Extruderdise zum Druckbett
des Black Drop Super Fill® festlegt. Je nach gewahlter Druckbettmontage, Adhasionsoption
und ggfs. zuvor abgespielten Druckvorgangen kann der passende Wert flr diese Einstellung
stark variieren.

3.3 Verwendete Werkstoffe

Der Black Drop Super Fill® bietet die Moglichkeit, mit den drei verschiedenen Druckmodulen
unterschiedliche Werkstoffe zu drucken.

In dieser Forschungsarbeit soll die Nutzung des Modells Super Fill® hinsichtlich seiner
Fahigkeit zum Biodruck mdoglichst aussagekraftig beurteilt werden. Deshalb wurde die
Entscheidung getroffen, auf Seiten der Hydrogele verschiedene Werkstoff-Varianten zu
verwenden. Die Optionen zur Verwendung unterschiedlicher Werkstoffe sind im Bereich der
thermoplastischen Kunststoffe zwar ebenso reichhaltig, jedoch beeinflusst vorrangig die Wahl
des Hydrogels die Biokompatibilitdt eines Drucks. Um ein breites Feld an DoD-Werkstoffen
abzudecken, wurden einzelne Hydrogele mit unterschiedlichen Eigenschaften zur
Verwendung ausgewahlt. Grundlegende Entscheidungskriterien flr diese Auswahl waren die
Biokompatibilitat, der Verarbeitungsmodus sowie die Aushartungseigenschaften. Ebenso
wurden die einfache Beschaffung und Vorbereitung des Hydrogels als Entscheidungskriterium
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herangezogen. Es wurden keine vorproduzierten Biomaterial-Tinten verwendet. Stattdessen
wurden die Hydrogele fiir jede Versuchsreihe frisch angesetzt.

3.3.1 Eingesetzter thermoplastischer Kunststoff fiir Extrusionsdruck

Fur dieses Projekt wurde PLA-Filament mit einem Durchmesser von 1,75 mm verwendet. Zu
Beginn des Projekts wurde schwarz gefarbtes Filament eingesetzt (Anycubic, Shenzhen,
China). Im Verlauf wurde zu ungefarbtem Filament gewechselt (DASFILAMENT, Emskirchen,
Deutschland).

Die Filamente wurden mit einer Disentemperatur von 200 °C im Druck verarbeitet.

3.3.2 Eingesetzte Hydrogele fiir Drop-on-Demand-Druck

Tabelle 5 flhrt die im Versuchsaufbau eingesetzten Hydrogele auf. Neben Hersteller-
informationen und Produktausfiihrung wird auch die gewahlte Ansatzmethode beschrieben.

Werkstoff Hersteller Ausfiihrung | Ansatzmethode
i:_GDl\Ig'IA:I:CH Agarose, low Agarose wurde__unter §tqtigem Rihren mit
1| Agarose | Chemie GmbH, | gelling einem Magnetrihrgerat in auf 90 °C
Steinheim, temperature erhltztgm, entionisiertem Wasser
Deutschland aufgelost.
Gelatine wurde unter stetigem Rihren mit
SIGMA- Gelatine from einem Magnetrihrgerat in auf 60 °C
ALDRITCH orcine skin erhitztem, entionisiertem Wasser
2 | Gelatine Chemie GmbH, gtren h 300’ aufgel6st. Hohere Temperaturen wurden
Steinheim, T %\ ’ | bei der Vorbereitung des Gels vermieden,
Deutschland ype um die Gelierfahigkeit der Lésung nicht
zu gefahrden.
Zur Herstellung von 1,5 mi
Kollagenlésung wurden 150 pl
entionisiertes Wasser, 90 yl NaHCO3, 35
Soluble pl NaOH und 1,225 ml Kollagen-Ldsung
3 | Kollagen VISCOFAN Collagen 5.0 | vermengt. Wahrend des Anmischens
mg/ml wurden die Reagenzien auf Eis kuhl
gehalten, um den
Quervernetzungsvorgang mdglichst lange
hinauszuzdégern.
Natriumalginat wurde in ein Becherglas
SIGMA- gegeben und aufgrund seiner
ALDRITCH hydrophoben Eigenschaft erst
4 Natrium- Chemie GmbH Sodium anschliellend mit entionisiertem Wasser
alginat Steinheim ' | alginat Ubergossen. Das Gemisch wurde unter
Deutschlaﬁd stetigem Ruhren auf 80 °C erhitzt. Zur
Aushartung der Natriumalginat-Losung
wurde Kalziumchlorid-Lésung eingesetzt.
Kalzium- i:_GDl\Igﬁ:CH gﬁlgr'ilérg Die quziumchIQrid-Lésung wurd(_e_ohr_1e
5 | Chlorid Chemie GmbH. | solution - vorherige Verdinnung oder Modifikation
. S ’ ; zur Aushartung der verwendeten
(Adjuvans) Steinheim, BioUltra, 1M Natri . . )
Deutschland in H20 atriumalginat-Lésungen eingesetzt.

Tabelle 5 - Auflistung der eingesetzten Hydrogele (Eigene Darstellung)
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Kollagen ist das einzige Hydrogel, bei dem im Verlauf der Forschungsarbeit eine
gleichbleibende Konzentration verwendet wurde. Die Hydrogele Agarose, Gelatine und
Natriumalginat hingegen werden im Laufe der Versuchsreihen in verschiedenen
Konzentrationen angemischt, um die Aushartungseigenschaften zu untersuchen. Die
entsprechenden Ergebnisse werden in Kapitel 4.1.2 dargelegt.
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4 Ergebnisse

In Kapitel 3 wurden die Werkstoffe sowie die Soft- und Hardware-Systeme vorgestellt, die im
Rahmen dieser Forschungsarbeit zur Anwendung kamen. Im folgenden Kapitel werden die
Ergebnisse der durchgeflihrten Versuchsreihen prasentiert. Da es sich um einen mehrstufigen
Prozess handelt, bei dem sukzessiv aufeinander aufbauende Schritte erarbeitet wurden,
spiegelt sich diese Chronologie im Aufbau des Ergebnisteils wider. Kapitel 4.1 widmet sich der
Entwicklung der einzelnen Druck-Komponenten. In Kapitel 4.2 werden anschlieBend die
Ergebnisse der Kombinationsdruck-Reihen vorgestellt.

41 Methodenentwicklung: Etablierung des Kombinationsdrucks

Bevor ein Kombinationsdruck im Sinne der Forschungsleitfrage durchgefuhrt werden konnte,
musste der individuelle Druck der Kunststoff- und der Hydrogelkomponente separat erprobt
werden. Im Folgenden wird die Etablierung der Arbeitsschritte fir die einzelnen
Drucktechniken inklusive der Vorbereitung der Druckkomponenten veranschaulicht. Im
Anschluss wird die Integration beider Einzeldruckvorgange in einem kombinierten Workflow
prasentiert.

4.1.1 Entwicklung des Kunststoff-Modells

Zu Beginn des Projekts war es erforderlich, ein Konzept fir den Druck von PLA im Rahmen
des Kombinationsdrucks zu entwickeln. Dies umfasste das Erstellen eines passenden Modells
fur den 3D-Druck in einem CAD-Programm sowie die Optimierung der Druckeinstellungen in
der entsprechenden Controlling-Software des Biodruckers, um reproduzierbare
Druckergebnisse zu erzielen.

Im ersten Schritt wurde ein einfaches, dreidimensionales Objekt in der CAD-Software
Autodesk Fusion 360 erstellt, welches sich an den Modellen orientierte, die in den
Experimenten von Ritz, Gerke et. al.? verwendet wurden (siehe Abb. 15).

Abbildung 15 — Filamentdruck eines porésen Kunststoffmodells (Eigene Aufnahme)

Im weiteren Verlauf der Experimente wurde dieser Prototyp weiterentwickelt. Die
Weiterentwicklung diente vor allen Dingen dem Ziel, die Eignung des Drucksystems fiir
komplizierte Geometrien zu beurteilen. Ebenso erforderlich wurden Anpassungen, die das
Modell vereinfachen, sodass es mit dem Black Drop Super Fill® mit hoher Erfolgsrate gedruckt
werden kann. So wurde anstatt der feinpordsen Struktur des Prototyps zuerst ein
durchgangiger Hohlzylinder verwendet. In diesem Stadium der Versuche wurden
insbesondere Parameter angepasst, welche eine bessere Oberflachenqualitat sowie geringes
Stringing gewahrleisten.

Die Optimierung des Kunststoffdrucks erfolgt in einem iterativen Prozess. Dabei muss eine
Vielzahl von Parametern erprobt und wechselseitig angepasst werden, um die bestmaogliche
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Druckqualitat zu erlangen. Zu der Vielzahl von Parametern zahlen unter anderem die
Vorschubrate (Extrusion Feed Rate) und die Retraktion (Filament Retraction).

Ausgangspunkt der Versuche zu diesen Parametern waren die empfohlenen Einstellungen
aus dem Handbuch des Drucksystems.®* In Abbildung 16 ist ein Auszug aus dem
Benutzerhandbuch des Black Drop Super Fill® dargestellt, welcher empfohlene
Standardeinstellungen des Druckers wiedergibt. Bauartbedingte Abweichungen in den
Dimensionen des verwendeten Drucksystems machen jedoch eine manuelle Anpassung
einiger Parameter notwendig.

General Settings
Speed (Hz): 1000 Reference XY during print: 0
Travel speed (Hz): 20000 Print multiple objects: X0:20;Y0:5

Offset Settings

A - Valve Offset (mm) X: 4.0 B - Valve Offset (mm) X: -18.0
A - Valve Offset (mm) Y: 50.0 B - Valve Offset {(mm) Y: 50.0
Extruder Offset (mm) X: 0.0 Tool Offset (mm) X: 0.0
Extruder Offset (mm) Y: 0.0 Too Offset (mm) Y: 0.0

Drop on Demand Settings
Discard Number: 5 Multi Drops Count: 0
Discard Opening Time (ps): 450 Waiting Time between Drops: 0

Extrusion Settings

Extrusion Feed Rate {(mm/mm): 0.1 Height of Well (mm): 5.0
Plattform Lowering during Extrusion (mm): 2.0 Platform Lowering when not Extruding (mm): 5.0
Filament Retraction at Start (mm): 20 Inverse Filament Retraction at Start (mm): 5.0
Filament Retraction (mm): 5.0 Inverse Filament Retraction (mm): 5.0
Discard Length (mm): 50

Position Settings

Working Position (mm) X: 80.0 Discard Position {mm) X: 32.4
Working Position (mm) Y: 86.0 Discard Position (mm) Y: 81.0
Working Position (mm) Z: 21.0 Discard Position (mm) Z: 28.6
Cleaning Station (mm) X: 10.0 Extruder Discard Position (mm) X: 47.4
Cleaning Station (mm) Y: 196.0 Extruder Discard Position (mm) Y: 106.0
Cleaning Station (mm) Z: 241.8 Extruder Discard Position (mm) Z: 21.0

Working Position is Current Position
Cleaning Position is Current Position
Discard Position is Current Position
Extruder Discard Position is Current Position
Membranstation is Current Position

Default Values

I Save Settings I

Abbildung 16 - Standardeinstellungen aus dem Handbuch des Modells Black Drop Super Fill Robo® 8

Um eine ausreichende Haftung des Modells am Druckbett zu gewahrleisten, wurden zunachst
Methoden angewendet, welche im Rahmen des Hobby-3D-Drucks haufig zum Einsatz
kommen. Etabliert haben sich diese Techniken, da sie mit kostengunstigen
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Haushaltsmaterialien angewendet werden kénnen und sich in Hinblick auf die Ergebnisse
durchaus mit professionellen Druckplatten, welche mit Spezialbeschichtungen versehen sind,
messen konnen. Es wurde Krepp-Klebeband auf das Druckbett aufgeklebt und anschliel3end
Klebestift aufgetragen. Diese Methode ermoglicht unter trockenen Bedingungen eine
zuverlassige Haftung des Modells am Druckbett. Im Rahmen dieses Projekts wurden auch
andere Methoden der Druckbettadhasion erprobt, wie zum Beispiel der Druck auf Glas oder
der Druck auf den Deckel von labor-typischen Wellplatten. Der Druck auf eine Schicht
Klebestift bzw. Klebestift mit Kreppband setzte sich jedoch gegen die sonstigen Methoden
durch.

Ein weiterer wichtiger Faktor fur die Druckqualitét ist die sogenannte Vorschubrate des
Filamentdrucks. Diese muss an die Schichtdicke des geschichteten Modells angepasst
werden. Die Tests mit einem einfachen Testmodell in Form eines Hohlzylinders ergaben die
beste Druckqualitat bei einer Vorschubrate von 0,04 mm/mm. In der folgenden Tabelle werden
die erprobten Vorschubraten den erzeugten Druckergebnissen gegenubergestellt. Deutlich
wird, dass die Wahl der Vorschubrate einen maf3geblichen Einfluss auf die Qualitat des
Druckergebnisses hat. Abbildung 17 verdeutlicht, dass eine zu hohe Vorschubrate zu
Druckergebnissen mit starker Uberextrusion fiihrt.

ek
v

-~

@ iR

Abbildung 17 - PLA-Konstrukt mit Uberextrusion (Eigene Aufnahme)

Anders als bei herkdmmlicher 3D-Druck-Software muss bei der Begleitsoftware von Black
Drop Super Fill® die Vorschubrate manuell auf die Schichtdicke des Modells abgestimmt
werden. Dies bietet den Vorteil, dass die Parameter einfach angepasst werden kdnnen, erhéht
jedoch zugleich den Erstaufwand fir unerfahrene Benutzer. Tabelle 6 veranschaulicht die
Druckergebnisse des CAD-Modells ,Prototyp“ unter Variation der Vorschubrate.
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Vorschubrate .
[mm/mm] Ergebnis Kommentar
Deutliche Unterextrusion, unregelmafige
0,020 Oberflachenstruktur, perlschnurartiger
Materialauftrag
Leichte Unterextrusion, die Lagen fusionieren nicht
0,025 .
vollstandig
0,030 T Gutes Ergebnis, gute Lagenfusion
e
0,035 . Gutes Ergebnis, gute Lagenfusion
h___
Deutliche Uberextrusion, die Liicken der Inneren
0.050 Gitterstruktur verschwinden teilweise, raue
’ - . Oberflachenstruktur durch seitlich hervorgepressten
Kunststoff

Tabelle 6 - Druckergebnisse bei variierender Vorschubrate (Eigene Darstellung)

Die Durchfihrung der Testdrucke zeigte aulerdem, dass nicht alle Testdrucke bei
gleichbleibender Vorschubrate die gleiche Qualitat aufweisen. Der Druckerfolg variiert von
Modell zu Modell. Es wurde festgestellt, dass eine Vorschubrate von 0,03 bis 0,04 mm/mm mit
der gewahlten Lagenhdhe zuverlassig zufriedenstellende Druckergebnisse liefert.

Ein weiterer wichtiger Druckparameter ist die sogenannte Retraktion. Mit dieser Einstellung
kann die Filamentdistanz (in mm) bestimmt werden, die vor dem Absetzen der Extruderdise
vom Druckmodell (z. B. nach Vollenden einer Lage) entgegen der Druckrichtung in die
Extruderdise zuriickgezogen wird. Diese Vorgehensweise hat das Ziel, zwischen den
gedruckten Lagen keine Kunststofffaden hinter der Extruderdiise herzuziehen. Diese kdnnen
sich sonst an anderen Teilen des Werkstlicks abstreifen und akkumulieren und
mdglicherweise den Fehlschlag des Drucks verursachen. Diese ungewollten Kunststofffaden
werden auch als Stringing bezeichnet. Zur reibungslosen Funktion dieses Vorgangs ist es
notwendig, dass die retrahierte Filamentdistanz beim Ansetzen der Extruderdise an den
neuen Druckort wieder protrahiert wird. Ungenauigkeiten bei diesem Vorgang fihren zu
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variierendem Extrusionsvolumen rund um die An- und Absetzpunkte im Modell und kénnen
dadurch die Druckqualitat beeintrachtigen, insbesondere aufgrund des daraus resultierenden
Stringings (Abb. 18).

Abbildung 18 - Druckmodell mit Stringing (Eigene Aufnahme)

Im Rahmen dieser Forschungsarbeit soll ein Druckmodell entwickelt werden, dass moglichst
vielseitig anwendbar sein soll. Um eine vielseitige Anwendbarkeit zu gewahrleisten, sollte eine
madglichst kompliziertes PLA-Modell mit komplexen Geometrien gedruckt werden, welches
z. B. Uberhange aufweist. Fir Modelle mit Uberhdngen missen im 3D-Druck oftmals
Stutzstrukturen (Supports) verwendet werden. Beim kunststoffbasierten Extrusionsdruck
werden diese Strukturen in der Regel aus demselben Kunststoff gedruckt, aus dem auch das
eigentliche Modell besteht. Allerdings sind die Stutzstrukturen in der Regel filigraner und
weniger robust als das eigentliche Modell. Optimalerweise wird der Support so generiert, dass
sich die diskontinuierlichen Kontaktpunkte einfach vom vollendeten Modell abbrechen lassen,
ohne auf dessen Oberflache signifikanten Schaden zu hinterlassen. Leider bietet die
verwendete Version des Robo Slicers® keine Option, Stitzstrukturen automatisch zu
generieren. Die Fahigkeit des Druckers, Uberhdnge zu drucken, konnte deshalb lediglich am
Beispiel kleiner Uberhdnge erprobt werden, die auch ohne den Einsatz von Stitzstrukturen
erfolgreich gedruckt werden konnten. Die Komplexitdt des PLA-Konstrukts ist also
eingeschrankt.

Bei der Vorbereitung von Druckmodellen fir den Druck im Black Drop Super Fill® wurde
offenbar, dass sich die Benutzeroberflache des Slicers deutlich von der Oberflache gangiger
Slicing-Softwares unterscheidet. Einerseits fehlen einige Parameter und andererseits gibt es
Funktionen, die im Extrusionsdruck keinen Zweck erfillen. Andere Einstellungen wie
beispielsweise die ,Drop Distance” haben wiederum Auswirkungen auf den Druckvorgang,
mussten jedoch nach dem trial-and-error-Prinzip erprobt werden.

Im weiteren Verlauf wurde der Prototyp, wie in Abbildung 19 ersichtlich, zunachst durch ein
einfaches Zylinder-Modell und dieses wiederum durch einen Zylinder mit vier Quadranten
ersetzt. Die Form dieses Modells mit seinen Hohlraumen wurde gewahlt, um fir den spateren
Kombinationsdruck einzelne Kammern zu erstellen, in denen sich das Hydrogel ansammeln
kann. Die Stege, die die Quadranten voneinander trennen, wurden jeweils mit einem runden
Durchlass versehen, um die Fahigkeit des Systems, Uberhange zu drucken, zu erproben. Das
Drucken der Durchlasse war erfolgreich, jedoch kam es zur starken Beeintrachtigung der
Oberflachenqualitat durch Stringing innerhalb der Kammern. In der Konsequenz wurde im
finalen PLA-Modell auf die runden Durchlasse verzichtet.
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Abbildung 19 - Weiterentwicklung der Kunststoffkomponenten (Eigene Aufnahme)

In Zusammenfassung lasst sich bei der Entwicklung des Kunststoff-Modells insbesondere die
Abstimmung von Vorschubrate und Retraktion als gréRte Herausforderung identifizieren. Es
wurden bedarfsabhangig verschiedene Modelle im Verlauf der Testreihen mit verschiedenen
Parametern erprobt. Auf den Einsatz von Stitzstrukturen wurde in Ermangelung von Optionen
fur die automatische Generierung verzichtet. Letztlich setzte sich ein gekammertes Modell fir
weitere Tests im Kombinationsdruck durch (siehe Abb. 20).

Abbildung 20 - Digitales Modell fiir den Kunststoffdruck (Screenshot aus CAD-Software Fusion 360)

4.1.2 Entwicklung der Hydrogel-Komponente

Bei der zweiten Komponente des in dieser Arbeit untersuchten Kombinationsdrucks handelt
es sich um eine Biomaterial-Tinte. Bei der Vorbereitung dieses Werkstoffs wurden die vier
ausgewahlten Hydrogele primar hinsichtlich ihrer Aushartungseigenschaften sowie ihrer
Eigenschaften bei einem Testdruck per DoD-Verfahren untersucht. Fir den DoD-Testdruck
wurde eine Version des Kunststoff-Scaffolds, wie in Kapitel 4.1.1 beschrieben, hergestellt und
als Auffanggefall verwendet.

Als Kriterium flr vollstandige Aushartung eines Hydrogels wird die stichfeste Konsistenz der
Substanz definiert. Sobald die gelierte Substanz bei mechanischer Manipulation mit einer
Kantle scharfkantig rei3t, anstatt sich flieRend zu verformen, wird die Konsistenz als stichfest
angenommen.

Fiar weitere Details werden die Versuchsergebnisse zu den einzelnen Hydrogelen in den
folgenden Unterkapiteln einzeln zusammengefasst.
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4.1.2.1 Versuchsergebnisse mit Agarose

Im Rahmen dieser Versuchsreihe weist Agarose die héchste Prozessstabilitat auf. Es wurden
drei verschiedene Testreagenzien mit einer Konzentration von 1, 2 bzw. 3 % w/v hergestellt.
Die Ergebnisse der Aushartung sind in Tabelle 7 zusammengefasst.

Hydrogel . .

Aushartemethode Konzentration | Ergebnis

Agarose 5 min - Bildung einer Haut, darunter fliissig
Ausharten durch 1% wiv 15 min - flieRend weiche, gelartige Konsistenz
Abkuhlen

30 min - Viskositat steigt nicht weiter

5 min - geleeartig
2 % wiv
10 min - ausgehartet

3 % wiv 5 min - ausgehartet

Tabelle 7 - Aushértungseigenschaften von Agarose (Eigene Darstellung)

Angemischt wurde das Hydrogel unter Erhitzen auf 90 °C und Rihren mittels Magnetrihrplatte
fur mindestens 15 Minuten. In Vitro-Untersuchungen zur Auswirkung der Agarose-
Konzentration auf die Aushartungseigenschaften ergeben, dass eine LOsung mit einer
Konzentration von 2-3 % w/v ein vielversprechendes Aushartungsverhalten zeigt. Diese
Konzentration erweist sich auch Uber die Versuchsreihen hinweg als viskos genug, um wenig
Verspritzungen beim DoD-Druckvorgang zu verursachen und innerhalb weniger Minuten nach
dem Druck auszuharten. Zugleich lauft in diesem Konzentrationsbereich der Druck in vielen
Fallen verstopfungsfrei ab. Auf dieser Grundlage wird Agarose fir die Versuche zum
kombinierten Druck als Versuchsreagenz weiterverwendet. Die Ergebnisse des
Kombinationsdrucks folgen in Kapitel 4.2.1. Abbildung 21 zeigt einen erfolgreichen Testdruck
mit einer Zielkonzenration von 3 % wi/v.

Abbildung 21 - Erfolgreicher Testdruck in vorgefertigtes Kunststoffmodell mit ermittelter Zielkonzentration des
Hydrogels (3% Agarose) (Eigene Aufnahme)
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4.1.2.2 Versuchsergebnisse mit Natriumalginat

Im Rahmen der Untersuchung des Hydrogels Natriumalginat wurden drei Alginat-haltige
Testreagenzien mit Konzentrationen von 1, 2 und 3 % w/v angesetzt und auf ihre
Aushartungsfahigkeit hin untersucht. Fir die Aushartung wurde die chemische Methode durch
lonisation nach Hinzufligen von Calciumchlorid-Lésung gewahlt. Dazu wurde nach dem
Anmischen des Natriumalginat-Reagenzes Calciumchlorid-L6sung hinzupipettiert. Tabelle 8
fasst die Versuchsergebnisse hinsichtlich ihrer Aushartungseigenschaften zusammen.

Hydrogel . .
Aushartemethode Konzentration | Ergebnis
Natriumalginat 1 % wiv unmittelbar ausgehartet, Restflissigkeit vorhanden
Hinzufligen von
200pl CaCl-Lésung | 2 % wiv unmittelbar ausgehartet
3 % wiv unmittelbar ausgehartet

Tabelle 8 - Aushértungseigenschaften von Natriumalginat (Eigene Darstellung)

Es zeigt sich, dass die 1%-Lésung beim Hinzufligen von 200l CaCl-Lésung geliert, wobei
jedoch etwas RestflUssigkeit zurlickbleibt. Dies deutet darauf hin, dass in der Lésung nicht
genug Natriumalginat vorhanden war, um die gesamte Flissigkeit zu binden. Im Gegensatz
dazu ergeben 2%- und 3%-Lésungen des Reagenzes nach lonisation ein restlos
ausgehartetes Gel.

Die Aushartungseigenschaften wurden als vielversprechend fiir die Testreihe im kombinierten
Druck bewertet. Die spezifischen Druckeigenschaften von Natriumalginat im DoD-Druck
wurden direkt im kombinierten Workflow erforscht. Die Ergebnisse folgen in Kapitel 4.2.2.

4.1.2.3 Versuchsergebnisse mit Gelatine

Gelatine wurde zur Nutzung als Biomaterial-Tinte in verschiedenen Konzentrationen unter
Erhitzung auf 80 °C und Rihren angesetzt. Auch hier wurden Reagenzien mit einer
Konzentration von 1, 2 und 3 % w/v untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 9
zusammengefasst.

:xgr:grq(g:n stk Konzentration | Ergebnis
Gelatine 1% wiv Bei Raumtemperatur innerhalb von 180 min nicht
Aushéarten durch ° ausgehartet
Abkuhlen auf ) -
Raumtemperatur 2 % wiv ca. 60 min - ausgehartet
3 % wiv ca. 40 min - ausgehartet

Tabelle 9 - Aushértungseigenschaften von Gelatine (Eigene Darstellung)

Die 1%-L0sung zeigte bei Raumtemperatur (20 °C) keine vollstandige Aushartung und wurde
dementsprechend nicht flr einen DBB-Druckversuch herangezogen. Die 2%-L&sung erreichte
eine ausreichende Aushartung nach ca. 60 min bei Raumtemperatur. Die 3%-L&sung ist bei
einer Ausgangstemperatur von 40 °C nach 40 Minuten zu einer stichfesten Masse
ausgehartet. Die Viskositat ist hierbei hdher als bei der 2%igen Lésung.

Gelatine zeichnet sich durch eine lange Aushartungszeit bei Raumtemperatur aus. Durch die
geringe Viskositat der bereits gedruckten Flissigkeit fuhrt der Druck jeder weiteren DoD-Lage
zum Verspritzen von flissigem Gelatinegel. Dieses Spritzgeschehen kann im kombinierten
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Druck Probleme verursachen. Sobald sich Spritzer auf der Oberflache des unfertigen PLA-
Konstrukts sammeln, kann dies die Druckqualitat der weiteren PLA-Lagen beeintrachtigen und
so zu einem Fehldruck des PLA-Modells flihren.

In der Vergleichsbetrachtung unterlag Gelatine den anderen getesteten Hydrogelen im
Hinblick auf die Verarbeitbarkeit. Aus diesem Grund wurde auf eine Versuchsreihe im
Kombinationsdruck verzichtet.

4.1.2.4 Versuchsergebnisse mit Kollagen

Bei den Versuchen mit Kollagen stellt sich heraus, dass sich dieses Hydrogel nur schwer als
Biomaterial-Tinte verarbeiten lasst. Kollagen nimmt in der Reihe der untersuchten Hydrogele
eine Sonderstellung ein, da es als einziges Reagenz nicht durch bloRRes Ausharten bei der
Abklihlung seine endgiiltige Form erhalt. Stattdessen muss Kollagen zum Erreichen der
Endfestigkeit bei 37 °C kontrolliert polymerisieren. Um das Risiko flr verfrihtes Ausharten zu
minimieren, muss Kollagen bei niedrigen Temperaturen gelagert, auf einem Eisbett
angemischt, und anschlief3end zlgig verdruckt werden.

Ohne Praparation auf dem Eisbett kommt es nach dem Anmischen des Reagenzes in allen
Fallen unweigerlich zur langsamen Quervernetzung des Kollagens. Die dadurch entstandene
Verklumpung macht den Werkstoff fir die Verwendung in der Druckkartusche unbrauchbar,
da dies in vielen Fallen eine Verstopfung der Ventileinheit zur Folge hat. Fir einen
erfolgreichen Druck ist es also unumgéanglich, die Quervernetzung innerhalb der
Druckerkartusche zu verhindern oder zumindest so lange wie moglich hinauszuzoégern. Das
Anmischen und Lagern der Biomaterial-Tinte im Eisbett hat sich dabei als hilfreich erwiesen.
Tabelle 10 gibt das Ergebnis der Aushartung wieder.

Hydrogel . .
Aushirtemethode Konzentration | Ergebnis
Kollagen

Ausharten durch Details siehe

Lagerung in 37 °C | FlieBtext unter | 60 min — ausgehéartet, schwer reproduzierbar
warmem Inkubator | Tabelle

Tabelle 10 - Aushértungseigenschaften von Kollagen (Eigene Darstellung)

Um eine Endkonzentration von 4,5 mg/ml (0,4% w/v) Kollagen zu erreichen, wurde folgendes
Anmischprotokoll verwendet:

150 pl entionisiertes Wasser

90 plNaHCO3

35 pl NaOH (1n)

1,225 ml Kollagenlésung (6mg/ml)
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Abbildung 22 zeigt eine fertig angemischte Kollagenlésung in einer Pipettenspitze.

-
¥

Abbildung 22 - Fertige Kollagenlésung (Eigene Aufnahme)

Um einer pH-bedingten Polymerisation in der Druckkartusche vorzubeugen, wurde nach dem
Anmischen ein neutraler pH-Wert von 7,4 per Streifentest sichergestellt. Die anschlielRende
Inkubation bei 37 °C hat die Polymerisation und das Erreichen der endglltigen Festigkeit des
Hydrogels zum Ziel. Wiederholte Versuchsreihen ergeben trotz gleichbleibender Bedingungen
wechselhafte Ergebnisse bei der Aushartung. Fir die vollstandige Verfestigung der Kollagen-
Biomaterial-Tinte konnten keine reproduzierbaren Ergebnisse erreicht werden.

Nichtsdestotrotz wurden mit den hergestellten Kollagen-Hydrogel-Komponenten DoD-
Druckversuche durchgefuhrt, um das Druckverhalten zu untersuchen. Die hergestellte
Kollagen-Lésung weist eine dinnflissige Konsistenz auf, was bei der Anwendung im DoD-
Druck zu vermehrtem Verspritzen fihrt. Die Verringerung des AusstoRdruckes und die
Verringerung des Tropfenvolumens reduzieren zwar das Spritzverhalten, haben jedoch keine
zufriedenstellenden Druckergebnisse hervorgebracht.

Ferner kam es wiederholt zum Verstopfen des Mikroventils beim Kollagen-Druck. Als Ursache
hierfir wird die Verwendung von Isopropanol zum Reinigen der Kartusche vermutet.
Isopropanol 16st die Denaturierung von Kollagen aus, was zu Verstopfungen durch Kollagen-
Ruckstande fuhren kann. Vorsorglich wurde ab diesem Zeitpunkt eine gesamte DoD-Garnitur
(Kartusche, Montageeinheit und Magnetventil) gesondert unter destilliertem Wasser gelagert
und ausschlieB3lich mit Kollagen verwendet. Trotz dieser MaRnahme mit erhéhtem Reinigungs-
und Lageraufwand erweist sich Kollagen-Biomaterial-Tinte als problematisch in der
Handhabung im 3D-Druck.

Aufgrund der beschriebenen Herausforderungen wurde eine erweiterte Versuchsreihe mit
seriellem Kombinationsdruck mit Kollagen als Hydrogel-Komponente in dieser Forschungs-
reihe ausgeschlossen. Ein stabiler Druckprozess im Rahmen des Kombinationsdrucks ist auf
Basis der gesammelten Erkenntnisse nicht zu erwarten.

4.1.2.5 Ubergreifende Beobachtungen beim DoD-Druck

Unabhangig von der Wahl der Hydrogel-Komponente wurden im Rahmen der DoD-
Druckversuche einige Ubergreifende Beobachtungen gesammelt, welche im Folgenden
zusammengefasst werden. Die Versuchsreihen haben gezeigt, dass neben dem Kollagen
auch andere Reagenzien anfallig fir Verstopfungen sind. Dies wurde zum Beispiel bei der
Anwendung von Agarose im DoD-Druck aus der beheizten Kartusche beobachtet. Trotz
vollstandiger Auflosung des Agarosepulvers in entionisiertem Wasser und Vorheizen der
Kartusche auf 40 °C kann es zu der Formierung eines Agglomerats aus erstarrter Agarose in
der Kartusche kommen. Abbildung 23 zeigt ein Agarose-Agglomerat, welches zum Fehlschlag
des Testdrucks gefiihrt hat. Eine Reinigung der DoD-Garnitur war nur mit Anwendung eines
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Ultraschallbads sowie mehrmaliger Rickspllung des magnetisch gedffneten Mikroventils mit
entionisiertem Wasser mdglich.

el s

Abbildung 23 - Agglomerat nach 2% w/v Agarose-Testdruck (Eigene Aufnahme)

Auch der optimale Arbeitsdruck ist entscheidend fir die Qualitat eines DoD-Drucks. Der
Arbeitsdruck muss hoch genug sein, um die Oberflichenspannung des verwendeten
Reagenzes zu Uberwinden. Zu hohe Werte flhren allerdings zu verstarktem Spritzgeschehen,
was die Druckqualitat negativ beeintrachtigt. Druckluftwerte zwischen 0,1 und 0,3 bar haben
sich als optimal erwiesen und wurden fir die nachfolgenden kombinierten Druckversuche in
diesem Projekt verwendet.

Ein weiterer kritischer Parameter im Druckprozess ist die Einstellung der Offnungszeit des
Mikroventils. Offnungszeiten unter 200 ps sind zu kurz, um bei den Ublichen Arbeitsdriicken
einen effektiven Durchfluss von Hydrogel zu gewéhrleisten. Langere Offnungszeiten erhéhen
das Volumen der einzelnen Tropfen, die das System ausgibt. Daher ist es wichtig, den
Arbeitsdruck, die Offnungszeit und das Tropfenverteilungsmuster beim Slicing-Prozess
sorgfaltig aufeinander abzustimmen.

Insbesondere bei langeren Druckvorgangen kommt es bisweilen zur Bildung von grof3en
Tropfen an der Disenspitze, die den weiteren Ausstold von Hydrogel aus dem Magnetventil
unmadglich machen. Abbildung 24 zeigt einen angesammelten Hydrogeltropfen.

Abbildung 24 - Fehlschlag eines Drucks wegen Ansammlung eines Hydrogel-Tropfens an der DoD-Dlise (Eigene
Aufnahme)
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Fir die Tropfenbildung kommen mehrere Ursachen in Frage. Ein Missverhaltnis zwischen der
Viskositat des Hydrogels, dem Arbeitsdruck, der Disendffnungszeit und dem Tropfenvolumen
kann zu diesem Problem beitragen, indem es die Bildung blockierender Tropfen an der
Dusenspitze fordert. Zusatzlich kénnen partielle Verstopfungen durch Fremdkdrper, wie nicht
vollstandig aufgeléste Hydrogel-Klumpen oder Staub, den Ausfluss behindern. Dies fiihrt zu
einem erhdhten Strémungswiderstand. Die Tropfen kénnen dadurch nicht schnell genug
ausgestoflen werden und bleiben am Dusenrand haften. Diese Ansammlungen wachsen im
Verlauf des Druckvorgangs stetig an, bis sie schlieRlich durch ihr Eigengewicht abfallen.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die Identifizierung der optimalen Konzentration
bei der Herstellung von Hydrogelen die zentrale Herausforderung darstellt. Insbesondere
zugige Aushartung und Verstopfungsanfalligkeit muissen hierbei ausbalanciert werden.
Darlber hinaus missen sowohl die Reinigungsprozesse als auch die Druckeinstellungen flr
das verwendete Reagenz individuell angepasst werden, um ein reproduzierbares, solides
Druckergebnis mit Hydrogelen zu ermoglichen.

In Tabelle 11 werden die benutzten Hydrogele im Hinblick auf die Kriterien Druckbarkeit und
Einfachheit der Anwendung verglichen. "Druckbarkeit" bewertet ihre objektive Eignung fiir die
Verarbeitung in einem 3D-Druck-System, wahrend "Anwendbarkeit" die Herausforderungen
im praktischen Umgang mit den Reagenzien reflektiert. Die Spalten flir Konzentration und
Temperatur zeigen die idealen Bedingungen flir den Einsatz des jeweiligen Reagenzes.

. Konzentrations- Temperaturbereich
Hydrogel Druckbarkeit | Anwendung bereich [% wiv] in der Kartusche
Agarose ++ +++ 2-3 40 °C
Natriumalginat +++ ++ 2-3 Raumtemperatur
Gelatine + ++ 3 30 °C bis 40 °C
Kollagen ) ) 0.4 10 °C bis Raum-
temperatur

Tabelle 11 - Zusammenfassung Ergebnisse Hydrogeldruck (Eigene Darstellung)

Fur den Test im Kombinationsdruck wurden Agarose und Natriumalginat als die stabilsten der
betrachteten Reagenzien ausgewahlt, um in weiteren Versuchen im kombinierten Druck
getestet zu werden. Gelatine und Kollagen wurden wegen schlechter Performance in den oben
beschriebenen Vorversuchen nicht weitergehend untersucht.

4.1.3 Entwicklung des kombinierten Workflows

Nachdem die grundsatzliche Entwicklung der Kunststoff- und der Hydrogel-Komponente in
den vorangegangenen zwei Kapiteln beschrieben wurde, wird nun die Zusammenflihrung
dieser Arbeitsschritte erlautert. Hierbei besteht die Herausforderung in der Identifikation von
Konfliktfaktoren beim alternierenden Druck mit den beiden Modulen. Parameter wurden in
diesem Arbeitsschritt erneut angepasst und Anderungen an den Druckmodellen
vorgenommen, um einen reibungslosen Ablauf zu begunstigen.

Abbildung 25 verdeutlicht schematisch den Vorgang eines Kombinationsdrucks unter
Verwendung von Agarose als Hydrogel-Komponente.
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Digitale Vorbereitung

Erstellung separater Modelle

PR A Slicing der Dateien mit
fur die Emzeél;gglponenten in passenden Parametern

Upload in die Controller-
Software und Anpassung der
Druckeinstellungen

Werkstoff-Vorbereitung

) - Anmischen von 2%-iger Beladen der gereinigten,
PLA Dru\clzl(;lr(é)eprferiteér;lgen und Agaroselésung mit vorgeheizten DoD-Kartusche
entionisiertem Wasser mittels Pipette

Druckvorgang

Ablosen des Models von der

Druck der vorbereiteten ,
Bodenplatte Druck des Kombi-Modells Baup'lfgtseh g?tgr‘\ dem

Abbildung 25 - Schematischer Arbeitsablauf eines kombinierten Druckvorgangs (Eigene Darstellung)

Um den kombinierten Druck zweier Werkstoffe mit dem Super Fill Robo® zu erméglichen,
kénnen mit der Slicing-Software mehrere Modelle eingebunden und den gewinschten
Druckeinheiten zugeteilt werden. Die einzelnen Modelle werden im Slicer zu einem
kombinierten G-Code verbunden. Dieser wird anschlieRend Uber den Robo Controller®
eingesetzt.

Eine Herausforderung bei der Erstellung der Hydrogel-Komponente war, dass nur
zusammenhangende Koérper von der Black Drop-Slicing®-Software erkannt und verarbeitet
werden konnen. Modelle, die aus multiplen voneinander getrennten Kammern bestehen,
kénnen nicht gedruckt werden. Wie in Abbildung 20 ersichtlich, wurde als endgliltige Version
fur den kombinierten Druck ein Modell mit vierfach gekammertem PLA-Scaffold erstellt. Diese
Kammern weisen in der finalen Modell-Version keine Verbindungen auf. Um per
Kombinationsdruck eine Fulllung der Kammern mit Hydrogel zu ermoglichen, musste ein
digitales CAD-Modell fir den Hydrogeldruck erstellt werden, bei dem eine Verbindung der vier
Kammern sichergestellt wird. Abbildung 26 illustriert die finale Form dieses Modells fur den
Hydrogeldruck. Geldst wurde das Problem Uber eine Deckplatte, welche Uber den
Kammerrand hinweg eine durchgehende Druckebene bildet.
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Abbildung 26 — Finaler digitaler Entwurf der Hydrogelkomponente (Screenshot aus CAD-Software Fusion 360)

Bei den ersten kombinierten Druckversuchen stellte die Haftung des Druckobjekts auf der
Bauplatte eine grolte Herausforderung dar. Der zur Haftung des PLA auf die Bauplatte
aufgetragene Klebestift weicht bereits nach wenigen Lagen des aufgesprihten Hydrogels auf.
In der Folge 16st sich das Modell von der Bauplatte. Versuche, auf den Kleber zu verzichten
und den Kunststoff als Flissigkeitsdichte Barriere direkt auf Glas oder die Bauplatte zu
drucken, zeigen eine noch schlechtere Performance. Uber verschiedene Optionen zur
Verbesserung der Druckbetthaftung des PLA-Scaffolds wurde bereits unter 4.1.1 berichtet. Ein
Erfolgsfaktor flr den kombinierten Workflow ist, das Leckagerisiko fur Hydrogel aus dem PLA-
Scaffold zu verringern. Da die Hydrogele im flissigen Zustand aufgebracht werden und
wahrend des Drucks in Abhangigkeit von Konzentration, Verarbeitungstemperatur und
Eigenschaften des Reagenzes erst nach einigen Minuten ausharten, kommt es nicht selten
zum Aufweichen des wasserloslichen Klebestifts, was die Dislokation des Modells und den
Fehlschlag des Drucks zur Folge hat. Dies ist in Abbildung 27 zu sehen.
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Abbildung 27 - Dislokation beim Kombinationsdruck nach Austreten von Hydrogel (Eigene Aufnahme)

Diese Herausforderung wird geldst, indem eine Bodenplatte aus PLA als Basis vorgedruckt
wird. Dieses Werkstlck wird im 3D-Druck als ,Raft* (dt. FloR) bezeichnet. In einem zweiten
Schritt wird das eigentliche Modell auf dieses Raft als neue Bodenplatte gedruckt. Dabei wird
ein flissigkeitsdichter Abschluss zwischen den beiden Kunststoffmodellen sichergestellt. In
Abbildung 28 kann dieser Aufbau nachvollzogen werden. Zu sehen ist ein gedruckter PLA-
Zylinder mit anhangendem, quadratischem Raft in der Draufsicht von unten.

Abbildung 28 - PLA-Zylinder mit anh&dngendem Raft (Eigene Aufnahme)

Um eine flussigkeitsdichte Grundplatte herzustellen, musste der passende Infill-Wert
identifiziert werden. Der Infill-Wert bestimmt, wie engmaschig die einzelnen Lagen gedruckt
werden. Ist dieser Wert optimal austariert, ergibt sich eine plane, flissigkeitsundurchlassige
Flache. Nach einer Reihe von Testdrucken konnte eine flissigkeitsdichte Grundplatte
hergestellt werden, welche im Pipettiertest Flissigkeit ohne Leckage hielt. Das in Abbildung
29 dargestellte Modell wurde im weiteren Verlauf im Kombinationsdruck verwendet.
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Abbildung 29 - Finales PLA-Scaffold mit dichtem Raft fiir den kombinierten Druck (Eigene Aufnahme)

Bei den Versuchen des kombinierten Drucks fiel auf, dass der Druckkopf bei dem Ubergang
von Kunststoff- zu Hydrogel-Lagen immer an den Ansatzpunkt des Kunststoffdrucks
zurtickkehrt. Dabei berihrt der Druckkopf mit der heiRen Diise das Modell und fahrt
anschlielend sofort weiter, um den Hydrogel-Druck zu beginnen. Dieser Vorgang fuhrt zu
einer wesentlichen Stringing-Problematik. Dieses Phanomen liel3 sich nicht beheben, da eine
Korrektur des Bewegungsprofils des Thermoplasten-Druckkopfs in der Programmierung nicht
moglich war. Versuche, das Stringing durch den Einsatz der Discard-Funktion zu reduzieren,
haben keinen mafdgeblichen Erfolg gezeigt.

Dartber hinaus wurden wahrend der Untersuchung des kombinierten Drucks eine mogliche
Fehlfunktion bei der Retraktion des Super Fill Robo® festgestellt. Es wurde beobachtet, dass
die Programmierung des Super Fill Robo® die Retraktion des Kunststoff-Filaments, also das
Zuruckziehen des Filaments in die Extruderduse, auch wahrend des Drucks einer DoD-Schicht
ausfuhrt. In der Folge kommt es zu einem UbermafRigen Rickzug des Filaments in die
Extrudereinheit, was wiederum nach wenigen Schichten durch starke Unterextrusion zum
Scheitern des Drucks fuhrt. Obwohl das Deaktivieren der Retraktion den Druckfehler
verhindert, beeintrachtigt es die Oberflachenqualitat des erstellten PLA-Konstrukts aufgrund
des daraus resultierenden Stringings.

In Anbetracht der folgenden Auszlige aus dem Handbuch des Drucksystems sollte Retraktion
auch beim Wechsel der Druckkdpfe durch inverse Retraktion ausgeglichen werden:

“Filament Retraction (mm): Length of material that is retracted into extruder to avoid
unwanted material flow at the start of a new printing job (new layer, structure, or change
of printer head) during a running printing process.

Inverse Filament Retraction (mm): Length of material that is extruded to compensate
for filament retraction after the start of a new printing job (new layer, structure, or
change of printer head) during a running printing process.

To avoid material loss and printing errors, the values for retraction/inverse retraction
should be chosen equally.” &

Bei einigen Druckversuchen wurde dariber hinaus beobachtet, dass Hydrogel-Tropfen
unkontrolliert zerstauben, insbesondere wenn sie auf eine harte Oberflache, wie das Druckbett
oder das Kunststoff-Modell, treffen. Dies beeintrachtigt die Qualitdt der darauffolgenden
Kunststoff-Extrusion. Bei Auftreffen des verflissigten Kunststoffes auf den verspritzten
Hydrogel-Rickstanden, verdampfen diese. Das Verdampfen fihrt zu einer unzureichenden
Lagenfusion der Kunststoff-Schichten und zeitweise zum Fehlschlagen von Druckdurchlaufen.

47



Ergebnisse

Das Verspritzen des Hydrogels ist weniger ausgepragt, wenn die Tropfen auf bereits gedruckte
Hydrogel-Schichten fallen. Zu hohe Arbeitsdriicke und Hydrogele mit niedriger Viskositat
beglinstigen diesen unerwinschten Effekt. Im Kontext der Ausfiihrungen unter 4.1.2.5 wird
deutlich, dass die Arbeit mit Hydrogelen eine akkurate Anpassung der Druckparameter unter
Beachtung des Ausstolverhaltens der Hydrogele erfordert. Dabei muss der Arbeitsdruck
niedrig und die Viskositat hoch sein, um moglichst wenig unkontrollierte Zerstaubung zu
erzeugen. Zugleich fuhrt ein zu grof3es Missverhaltnis zwischen diesen beiden Parametern mit
erhdhter Wahrscheinlichkeit zum Fehlschlag des Drucks durch Bildung von Tropfen an der
Duse.

Im Umgang mit der Hydrogel-Komponente ergeben sich aus den durchgefliihrten Versuchen
einige Erfolgsfaktoren, welche die Wahrscheinlichkeit fir das Gelingen des kombinierten
Drucks erhdhen:

- Systematische Versuche zur Optimierung der Druckparameter sind nétig, um das
bestmdgliche Verhaltnis zwischen Viskositat, Druck, Offnungszeit und Tropfenvolumen
zu ermitteln.

- Druckluftwerte zwischen 0,1 und 0,3 bar haben sich als optimal erwiesen, um das
Spritzverhalten des Hydrogels zu minimieren.

- Die regelmaRige und griindliche Reinigung der Dise und des Kartuschenraums kann
der Verstopfung durch Fremdkérper vorbeugen.

- Nach Eintreten einer Verstopfung in der Diise ist eine Reinigung der DoD-Garnitur nur
mit Anwendung eines Ultraschallbades sowie mehrmalige Rickspilung des
magnetisch gedffneten Mikroventils mit entionisiertem Wasser maoglich.

4.1.4 Zusammenfassung der Methodenentwicklung

Zusammenfassend setzt sich die Etablierung eines kombinierten Workflows aus der
Optimierung der Einzeldruckvorgange sowie der anschlieenden Harmonisierung in einem
gemeinsamen Workflow zusammen. Dabei waren drei Prozessschritte entscheidend: Die
digitale Vorbereitung der Druckmodelle, die Vorbereitung der Werkstoffe sowie die
Optimierung der Druckparameter. Im Rahmen der digitalen Vorbereitung stellt die
Zusammenflhrung der CAD-Modelle aus dem Einzeldruck den gréRten Erfolgsfaktor dar.
Hierbei missen einerseits die technischen Umstande des Systems bericksichtigt werden und
andererseits Lésungen flr Herausforderungen gefunden werden, welche im Einzeldruck nicht
auftreten. Zu nennen sind hier beispielsweise das Leckage-Risiko sowie die
Haftungsproblematik, die sich durch die unterschiedlichen Aggregatzustande der Werkstoffe
ergibt. Die Ldsung ist in der vorliegenden Forschungsarbeit die Erganzung eines Rafts
unterhalb des PLA-Konstruktes. Bei der Vorbereitung und Verarbeitung der Werkstoffe ist der
zentrale Erfolgsfaktor die Einhaltung strikter Reinigungsprozesse. Durch ein hohes Mal} an
Sauberkeit kdnnen Verstopfungen und Verunreinigungen vermieden und dadurch das Risiko
fur einen misslungenen Kombinationsdruck reduziert werden. Zu guter Letzt stellt die
Optimierung der Druckparameter selbst einen zentralen Erfolgsparameter dar. Insbesondere
der grofde Unterschied in der Verarbeitungstemperatur der Werkstoffe hat beim kombinierten
Druck zu Herausforderungen gefihrt. Nur durch eine ausgewogene Parameterkontrolle
kénnen unerwiinschte Begleiterscheinungen, wie Stringing, Verstopfen oder Verdampfen
durch Verspritzen, vermieden und erfolgreiche Druckergebnisse erzielt werden.

4.2 Ergebnisse des Kombinationsdrucks

Nachdem die Kunststoff-Komponente, die Hydrogel-Komponente sowie der kombinierte
Workflow erarbeitet wurden, kdnnen Versuchsreihen fir den kombinierten Druck durchgefihrt
werden. Dafur werden, wie in Kapitel 4.1.2 hergeleitet, Agarose und Natrium-Alginat als
Basismaterial fur die Biomaterial-Tinten verwendet.

In dieser Forschungsarbeit wird ein Kombinationsdruck als erfolgreich bewertet, wenn die
folgenden Kriterien erfillt sind:
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1. Der Druckvorgang lauft ohne Unterbrechung oder Abbruch ab.

2. Die PLA-Form weist eine kontinuierliche Struktur ohne Licken oder Uberschissiges
Material auf.

3. Der Groliteil des Hydrogels verbleibt in den daflir vorgesehenen Hohlraumen.
4. Die Hohlraume sind gleichmafig befiillt.
5. Das Hydrogel hartet im Anschluss des Drucks zu einer geleeartigen Konsistenz aus.

Die Ergebnisse des Kombinationsdrucks werden in den folgenden Unterkapiteln vorgestellt.
Im Rahmen der Versuchsreihen wurden verschiedene Erfolgsfaktoren und Hirden identifiziert,
welche in der Diskussion der Ergebnisse in Kapitel 5 zusammengefasst sind.

4.2.1 Kombinationsdruck mit Agarose

Agarose wurde in kombinierten Druckversuchen in verschiedenen Konzentrationen erprobt.
Uber die Versuchsreihen hinweg erwiesen sich Konzentrationen von 2 bis 3 % (w/v) als viskos
genug, um wenig Verspritzen zu verursachen und innerhalb weniger Minuten nach dem Druck
auszuharten. Zugleich konnte in diesem Konzentrationsbereich der Druck in vielen Fallen
verstopfungsfrei ablaufen. Fir die serienmafigen Drucktests wurde eine Konzentration von 3
% (w/v) verwendet, da die Kontamination der PLA-Lagen durch verspritztes Hydrogel die
haufigere Ursache fir den Druckabbruch war. Die geringgradig erhohte Rate von
abgebrochenen Druckvorgangen durch Ventilverstopfung wird hierbei in Kauf genommen.

Abbildung 30 - Erfolgreicher Kombinationsdruck von PLA und Agarose (3%) (Eigene Aufnahme)
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Abbildung 31 - Konsistenztest mittels Kanlile nach erfolgreichem Kombidruck PLA und Agarose (3%)
(Eigene Aufnahme)

Stabile Kombinationsdruckergebnisse, wie beispielhaft in Abbildung 30 und 31
veranschaulicht, lieRen sich wiederholt mit Verlasslichkeit erzielen. Es wurden mehr als zehn
Modelle in Folge gedruckt mit weitgehend gleichbleibender Ergebnisqualitdt und ohne
zwischenzeitliches Verstopfen.

Die Abbildungen zeigen, dass beim Kombinationsdruck Kunststoffmodelle mit gleichmaRiger
Oberflache erzeugt werden konnten. Durch die Minimierung des Verspritzens von Hydrogel
zwischen den Kunststoffschichten wurde unerwiinschte Hohlraumbildung und Perforation
vermieden. Die Hohlrdume der einzelnen Quadranten des PLA-Modells wiesen einen
gleichmafigen Fullungsstand auf.

Die Aushartung des Agarose-Gels zu einer festen Konsistenz erfolgte innerhalb von etwa 5
Minuten nach dem Ende des Druckvorgangs. Auf Grundlage der bisherigen Erkenntnisse zur
Aushartung von Agarose-Gel ware eine schnellere Aushartung zu erwarten gewesen. Die
warme Druckplatte und die hohe Temperatur von ca. 200 Grad C beim PLA-Druck flihrten zu
einem langsameren Abkuhlen der gedruckten Agarose. Dies stellt einen Unterschied zu den
Einzeldruckversuchen dar und ist eine Besonderheit fur thermisch aushartende Gele.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die Aushartungseigenschaften der Agarose-
Biomaterial-Tinte beim Kombinationsdruck vergleichbar mit den Ergebnissen aus den
Einzeldruckversuchen sind. Es konnten wiederholt stabile und konsistente Druckergebnisse
erzielt werden, die den definierten Erfolgskriterien entsprechen. Insgesamt konnte eine hohe
Reproduzierbarkeit und Ergebnisqualitat der Kombinationsdrucke mit Agarose nachgewiesen
werden. Eine 3%ige Konzentration erwies sich als ideal, um Verspritzen zu reduzieren, ohne
zugleich die Verstopfungsgefahr signifikant zu erhéhen.

4.2.2 Kombinationsdruck mit Natriumalginat

Natriumalginat wurde im Gegensatz zu den restlichen untersuchten Biomaterial-Tinten nicht
als thermisch aushartendes Hydrogel eingesetzt, sondern chemisch mittels Zugabe von
Calciumchlorid-Lésung zur Aushartung gebracht. Dies erforderte einen modifizierten
Versuchsablauf. Eine Vermischung beider Reagenzien direkt in der Druckerkartusche ware
unzweckmalig, da dies zu einer unmittelbaren Verfestigung und somit zu einem Verstopfen
der Druckeinheit fihren wirde.

In ersten Versuchsreihen wurde daher ein sequenzielles Verfahren gewahilt:
1. Druck eines offenen PLA-Konstrukts

2. Dieses wurde im Drucker belassen, 1 ml CaCl-Losung wurde in das Konstrukt
pipettiert, um eine Benetzung aller Hohlrdume zu gewahrleisten

50



Ergebnisse

3. Entfernen der Losung nach einer Einwirkzeit von 5 Minuten
4. Beflllen der DoD-Kartusche mit 1%iger Natriumalginat-Lésung
5. Start des DoD-Druckprozesses als nachgelagerten Hydrogel-Druckvorgang

Mit Vorgehen nach diesem Schema wurde ein zufriedenstellendes Druckergebnis erreicht.
Dies umfasst beinahe unmittelbare Aushartung neu aufgebrachten Hydrogels bei Kontakt mit
dem impragnierten Scaffold, kontinuierliche Formstabilitdt und festen Lagenzusammenhalt im
gesamten Hohlraum, wie zu sehen in Abbildung 32.

Abbildung 32 - Ergebnis des Drucks 1%igen-Natriumalginats auf ein mit CaCl beimpftes Modell (Eigene
Aufnahme)

Im Sinne der Forschungsfrage und der Anspriiche an den Vorgang eines kombinierten Drucks
von Kunststoff und Hydrogel geniigt dieses sequenzielle Verfahren jedoch nicht. Um einen
kombinierten Druckvorgang zu ermdglichen, wird die zweite DoD-Kartusche fir weitere
Versuchsreihen mit CaCl-Lésung beflllt. Beim kombinierten Druckvorgang werden nun
alternierend PLA, Natriumalginat und Calciumchlorid als Lagen aufgebracht. In den ersten
Minuten des Drucks erzielt diese Vorgehensweise gute Ergebnisse. Mit fortschreitender
Lagenhdhe kommt es jedoch zur Kompromittierung des PLA-Drucks durch das Verspritzen
von nicht umgesetzter CaCl-L6sung. Selbst bei technisch kleinstmdglicher TropfengréfRRe, also
minimal méglichem AusstoRvolumen bezliglich des Calciumchlorids, sammelt sich mit der Zeit
Uberschissige, flissige Losung in den Zwischenrdumen des Scaffolds an. Dies flihrt zu
vermehrtem Verspritzen, Haftungsverlust oder unkontrollierter Leckage.

Das minimale Ausstofvolumen ist durch die Einstellung der geringstméglichen Gating-Time
begrenzt. Diese betragt beim Black Drop Super Fill® 50 ps. Versuchsreihen mit progredienter
Vergroferung des Auftragsvolumens an Natriumalginat bei gleichzeitiger Verringerung des
aufgebrachten Calciumchlorid-Volumens flihren nicht zu einer signifikanten Verbesserung der
Problematik. Konsolidierte und verlasslich wiederholbare Ergebnisse lassen sich mit diesem
Versuchsaufbau im Kombinationsdruck nicht erreichen.

In Zusammenfassung bietet Natriumalginat als Werkstoff im gewahlten Versuchsaufbau
grolles Potential und produziert im leicht angepassten zweistufigen Druckvorgang die
stabilsten Ergebnisse.
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5 Diskussion der Ergebnisse

Im folgenden Kapitel werden die erzielten Ergebnisse im Sinne der Forschungsfrage bewertet
sowie im Abgleich mit gegenwartiger Literatur diskutiert. Die zugrundeliegende
Forschungsfrage befasst sich damit, wie ein 3D-Druck mit einer Kombination aus
biokompatiblen Thermoplasten und Hydrogelen fir wissenschaftliche/medizintechnische
Anwendungen einfach, kostenguinstig und vielseitig verwendbar ermdglicht werden kann. Um
diese Frage zu beantworten, werden zunachst die Schlisselbegriffe "einfach", "kostengulinstig"
und "vielseitig verwendbar" konkret definiert und operationalisiert.

1. Einfach

Das Kriterium "einfach" bezieht sich in dieser Forschungsarbeit auf mehrere Aspekte des 3D-
Druckprozesses mit biokompatiblen Thermoplasten und Hydrogelen. Hierzu zahlen
insbesondere die Benutzerfreundlichkeit der Drucktechnologie, simple Anfertigung der
Designs der Druckobjekte und die leichte Beschaffung und Verarbeitung der Materialien. Eine
Technologie gilt dann als einfach, wenn sie ohne umfangreiche Vorkenntnisse oder
spezialisiertes Training von Endnutzern angewendet werden kann, was besonders in temporar
genutzten oder ressourcenbeschrankten Laboreinrichtungen von Vorteil ist.

2. Kostengiinstig

Das Kriterium "kostengtinstig" bezeichnet die Minimierung der Gesamtkosten flir Anschaffung,
Wartung, Verbrauchsmaterial und Betrieb des 3D-Drucksystems. Als Vergleich werden dabei
alternative Systeme mit ahnlicher technischer Ausstattung herangezogen. Die
durchschnittlichen Anschaffungskosten fur 3D-Drucker mit Biodruck-Technik liegen im Bereich
zwischen 10.000 und 300.000 Euro. Ein System, das als sehr kostengtinstig gilt, sollte daher
fur einen Preis unter 20.000 Euro zu beschaffen sein. Wartungs- und Ersatzteilkosten sind in
der Regel proportional zum Anschaffungspreis, wahrend die laufenden Kosten flr
Verbrauchsmaterialien und Betrieb als vergleichbar fir die betrachteten Systeme
angenommen werden.

3. Vielseitig verwendbar

Das Kriterium der vielseitigen Verwendbarkeit von 3D-Drucksystemen fur den kombinierten
Druck von PLA und Hydrogelen bezieht sich auf die breite Anwendbarkeit dieser Technologie
in diversen medizinischen und biotechnologischen Bereichen. Mogliche Einsatzgebiete
umfassen unter anderem die Gewebeziichtung, in der derartige Drucksysteme zur Herstellung
von Scaffolds fiir den Gewebeersatz genutzt werden.?%2%27.858 Dar(iber hinaus finden sie
Anwendung in der Medizintechnik, beispielsweise zur Produktion bioresorbierbarer
Implantate?%848580  sowie in der Entwicklung von Drug-Delivery-Systemen zur kontrollierten
Freisetzung von Wirkstoffen.8”%9 Ein flexibel einsetzbares 3D-Drucksystem sollte daher
idealerweise mehrere dieser Anwendungsfelder mit minimalem Anpassungsaufwand
abdecken kénnen.

In den folgenden Unterkapiteln werden nacheinander die drei Bereiche Werkstoffe,
Drucktechniken sowie Drucksystem im Hinblick auf die drei Kriterien bewertet. Gleichzeitig
werden jeweils aktuelle Erkenntnisse aus anderen Forschungsarbeiten zur Einordnung der
Ergebnisse erganzt. Anschlielend wird die angewendete Methodenarbeit kritisch betrachtet
und verschiedene Limitationen der Arbeit aufgezeigt. AbschlieRend werden verbleibende
Forschungsliicken sowie Zukunftsaussichten flr den biologischen, kombinierten 3D-Druck
beschrieben.
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5.1 Eignung der verwendeten Werkstoffe

Im Zuge dieser Forschungsarbeit wurden verschiedene 3D-druckbare Materialien behandelt
und in Experimenten getestet. Festgelegt war von Beginn an, dass formgebende Modellanteile
als festes Scaffold zusammen mit Biomaterial-Tinte das endgiltige Modell bilden sollen. Die
Auswahl der Werkstoffe fur diese beiden Klassen orientiert sich, der Forschungsfrage folgend,
an den unter 5. definierten KriterienO.

5.1.1 Thermoplastischer Kunststoff

Im Rahmen der Forschungsreihen konnten im Kombinationsdruck vielversprechende
Ergebnisse unter Verwendung eines thermoplastischen Kunststoffs erzielt werden. Zu Beginn
der Forschung wurde die Entscheidung getroffen, als Werkstoff fur die Thermoextrusion PLA
anzuwenden. Wie bereits in Kapitel 2.3.2 ausgefiihrt, werden PLA-haltige Medizinprodukte
inzwischen erfolgreich in der klinischen Chirurgie eingesetzt. Herausforderungen bei der
Anwendung von PLA im klinischen Kontext sind insbesondere eine Uberschielende
Immunreaktion oder die Bildung eines Biofilms auf den Werkstiicken.®

Im Rahmen der vorliegenden Forschungsarbeit sollten die gewahlten Werkstoffe einfach
verarbeitbar sein. Dadurch rliickten Keramik- und mineralhaltige Stoffe von vornherein aus dem
Fokus. Diese sind nur unter hochgradig angepassten Bedingungen verarbeitbar. Synthetische,
thermoplastische Polymere lassen sich hingegen von einer Filament-Spule kontinuierlich
abrollen und ohne komplizierte Arbeitsschritte im 3D-Druck verarbeiten. Dariber hinaus
kénnen synthetische, thermoplastische Polymere kostengunstig beschafft werden (ca. 20
EUR/kg). Die Robustheit des Werkstoffs gegenuber duReren Einflissen, sowie die Resistenz
gegenluber Chemikalien machen ihn dartber hinaus vielseitig einsetzbar. Insbesondere die
hohe Strukturintegritat gedruckten PLAs ermdglicht die Erstellung komplexer Geometrien.
Somit lassen sich komplizierte Scaffolds herstellen, was einen vielseitigen Einsatz unterstutzt.

Vorangegangene Forschungsergebnisse legen nahe, dass Kollagen und PLA synergistische
Effekte in Hinblick auf Osteoinduktion und antimikrobielle Wirkung entfalten kénnen.23338:39
Damit ist die gemeinsame Anwendung dieser Werkstoffe gerade flr die unfallchirurgisch-
orthopadische Forschung beispielsweise als Gelenk- oder Knochenersatz eine
vielversprechende Option.

Als naheliegende Alternative zu PLA hatte Polycaprolacton (PCL) eingesetzt werden kénnen.
PCL ist ein Kunststoff, der gegenwartig in Forschungen im Bereich des TE flr verbesserte
Knochen-Regeneration, Wundheilung, Medikamentenfreisetzung und auch zur Anwendung im
Biodruck eingesetzt wird.?*2789%0 |n-vitro und in-vivo-Tierversuche suggerieren eine gute
Vertraglichkeit von PCL im lebenden Organismus, weshalb dieser Kunststoff seit einigen
Jahren auch in der klinischen Medizin durch Implantation in den menschlichen Kérper erprobt
wird. Anwendungsfelder erstrecken sich hierbei Uber die Kraniofazial- und Dentalchirurgie,
sowie die asthetische Chirurgie.®!-%

Die Bio- und Zellkompatibilitat ist laut aktueller Studienlage bei PLA und PCL insofern
gegeben, dass sich selbst bei langerem Verbleib im organischen Gewebe keine relevante
Toxizitat nachweisen lasst.%% Es ist jedoch zu beachten, dass die hohe Arbeitstemperatur
beim Biodruck zum Tod verwendeter Zellen fiihren kann.®® Aus diesem Grund sollte
thermoplastischer Kunststoff bei der Implementierung von lebenden Zellen nie direkt als
Tragerstoff, sondern immer nur als formgebende, stabilisierende Struktur verwendet werden.

PCL stellt fir die Anwendung in der vorliegenden Forschungsarbeit eine zu PLA weitgehend
gleichwertige Alternative dar. Dass PLA fur die Durchfliihrung der Experimente ausgewahlt
wurde, ist vorrangig durch die einfache Beschaffung als gebrauchsfertiges Filament bedingt.

5.1.2 Biomaterial-Tinten

Ein wichtiges Element des experimentellen Teils dieser Arbeit war die Anwendung einfacher
Biomaterial-Tinten aus gangigen labormedizinisch verfligbaren Werkstoffen. Fir die
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durchgefiihrten Versuchsreihen wurden vier verschiedene Hydrogele betrachtet. Ausgewanhlt
wurden Agarose, Natriumalginat, Gelatine sowie Kollagen. Die Wahl fiel auf diese vier
Hydrogele, da diese in der gegenwartigen Forschungslandschaft bereits haufig als
Biomaterial-Tinten angewendet werden.®®'° Die positiven Eigenschaften und die
Anwendungsfelder in Medizin und Forschung wurden bereits in Kapitel 2.3.3
zusammengefasst. Eine entscheidende Eigenschaft stellt dabei die Biokompatibilitat der
Reagenzien dar.

Eine weitere Pramisse fir die Auswahl der Biomaterial-Tinten war, dass diese unter
Laborbedingungen mit vertretbarem Aufwand anzumischen sind und das Ergebnis
reproduzierbar sein soll. Durch diese Vorgehensweise konnten im Rahmen der
Versuchsreihen die Materialeigenschaften Giber verschiedene Konzentrationsbereiche hinweg
untersucht werden. In der Anschaffung sind die Einzelkomponenten der Hydrogele preiswerter
als vorgemischte Biomaterialtinten. Vor diesem Hintergrund wurde die Verwendung von
selbstgemischten Tinten bevorzugt.

Das Einbinden lebender Zellen in den Biodruckprozess ist ein bedeutender Aspekt in Arbeiten
der aktuellen Forschungslandschaft zum Thema Biodruck. Lebende Zellen werden fur
Forschungszwecke genutzt, um beispielsweise die Auswirkungen von Medikamenten auf
lebende Gewebe zu untersuchen.'®'% Darliber hinaus ermdglicht es die Herstellung
funktionalisierter Gewebe, die in vielerlei Hinsicht Organen und Geweben des menschlichen
Korpers ahneln.'%-197 Folglich stellt der Biodruck mit Zellen einen wichtigen Forschungsaspekt
dar, um Techniken zur Erleichterung und Verbreitung der kiinstlichen Geweberegeneration zu
entwickeln. Das Bioprinting ermdglicht hierbei mafRgeschneiderte Lésungen, die den
individuellen anatomischen und physiologischen Bedlrfnissen eines Patienten entsprechen
kdénnen.

Jedoch stellt auch die Entwicklung eines zellfreien Knochenersatzes nach dem Prinzip des
kombinierten 3D-Drucks einen vielversprechenden Forschungsansatz dar, der die weitere
Optimierung und Erforschung solcher Technologie ermdglichen kann. Die effektive
Anwendung zellfreier Komponenten ist im Tissue Engineering verbreitet und es konnten mit
solchen Ansatzen bereits verbesserte Heilungsraten fiir Knochendefekte erzielt werden."1%®
Die Entscheidung, keine vitalen Zellen in den Experimenten zu verwenden, wurde in Hinblick
auf den zeitlichen Aufwand getroffen, der notwendig gewesen ware, um die gewahlten
Hydrogele auf ihre Verwendbarkeit im Kombinationsdruck zu testen.

Die besten Druckergebnisse zeigte in dieser Forschungsarbeit der Kombinationsdruck von
PLA mit Natriumalginat unter Aushartung mit Calciumchlorid. Leider war es nicht moglich,
dieses Drucksetup mit CaCl in der zweiten Druckkartusche zu optimieren, da das von der
Kartusche ausgegebene Minimalvolumen mit 200ul zu grof} ist, um einen reibungslosen Druck
zu gewabhrleisten. Insbesondere durch die geringe Viskositat der verwendeten CaCl-Lésung
storte die Uberschissige Flissigkeit den Fortlauf des Druckvorgangs in den dazu
durchgeflihrten Versuchsreihen. Sollte ein effektiver Versuchsaufbau konzipiert werden
koénnen, der es ermoglicht, kleinere Mengen CaCl in das Druckmodell einzubringen, kénnte
diese Kombination eine effektive Mdglichkeit fir den Kombinationsdruck darstellen. Einen
Ansatz fiir eine solche Technik stellt der simultane Tropfenausstol} aus zwei unterschiedlichen
Dusen dar, der mit einem Bioscaffolder 2019 erfolgreich von einer deutschen
Forschungsgruppe getestet wurde.®

Der getestete Versuchsaufbau mit einem Druck von Natriumalginat und Calciumchlorid hatte
auch insofern abgewandelt werden kénnen, dass in der Kartusche mit Calciumchlorid ein
weiteres Reagenz beigemischt wird. Beispielsweise das Beimischen von Agarose kdnnte die
Konsistenz und den prazisen Materialauftrag im DoD-Verfahren positiv beeinflussen. Das
Austesten dieser Hypothese konnte Inhalt von Folgeversuchen sein.

Daruber hinaus hatte auch die Aushartung durch lonisation in abgewandelter Weise zum
Einsatz kommen kénnen. So ware es denkbar gewesen, den zur schnellen Aushartung von
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Natriumalginat notwendigen, ionisierenden Aktivator in das verwendete PLA zu integrieren,
um eine Aushartung unmittelbar bei Kontakt mit dem bereits gedruckten Kunststoff
anzustoRen. Solange die Strukturintegritat des Kunststoffes dadurch nicht kompromittiert wird,
ware in solcher Versuchsaufbau in der Theorie vielversprechend.

Als Alternative zur Aushartung durch lonisation kdme auch eine Aushartung durch
Lichtexposition in Frage. Alginathaltige Biomaterial-Tinten kdénnen durch den Zusatz
verschiedener, photosensibler Aktivatoren bei Lichtanwendung zum Ausharten gebracht
werden, wie aktuelle Forschungsergebnisse belegen.'%"3 Hierbei wurde beispielsweise in
Experimenten der Druck von Biomaterial-Tinten mit Gelatine und Alginat, jeweils in Mischung
mit Methacrylat, durchgefiihrt.'"® Zu beachten ist, dass bei diesen Untersuchungen nicht nach
dem DoD-Verfahren, sondern mit Bioextrusion gedruckt wurde. Gerade vor dem Hintergrund
der als viskos beschriebenen Biomaterial-Tinten mit Methacrylatanteil’'® scheint eine
Anwendung im DoD-Verfahren nicht vielversprechend. Sofern ein Photoaktivator mit niedriger
Viskositat eingesetzt wird, kdnnten hierzu weitere Versuche durchgefiihrt werden.

Die vier gewahlten Hydrogele erfullen groRtenteils die drei Leitkriterien der Forschungsfrage.
Natriumalginat sticht dabei besonders positiv hervor. Die Anwendung von Agarose, Gelatine
und Natrium-Alginat als Biomaterial-Tinte war einfach. Das Verdrucken von Kollagen hingegen
ist nicht gelungen. Verschiedene Ansatze, wie die Anwendung weiter vereinfacht werden
konnte, wurden vorangehend diskutiert. Daruber hinaus stellt der Ansatz, die Biomaterial-
Tinten eigenstandig anzumischen, eine kostenglinstige Alternative zum Erwerb fertig
gemischter Tinten dar. Zu guter Letzt bieten die gewahlten Hydrogele die Option, weitere
Versuchsreihen mit dem Einsatz von lebenden Zellen anzuschlie3en. Dies eroffnet vielseitige
Anwendungsmadglichkeiten.

5.2 Eignung der ausgewahlten Drucktechniken

Wie aus der Literaturrecherche hervorgeht, ist das Feld der einsetzbaren 3D-
Drucktechnologien breit gefachert und stellt einen rasch expandierenden Zweig der modernen
Technologielandschaft dar. Hierbei unterliegen insbesondere die Techniken des
biomedizinischen 3D-Drucks einer kontinuierlichen Weiterentwicklung. Die vorliegende
Forschungsarbeit basiert auf der Grundiberlegung, den kombinierten Druck eines Scaffolds
mit fester Struktur aus thermoplastischem Kunststoff zusammen mit Hydrogel-basierten
Biomaterial-Tinten zu untersuchen. Vor diesem Hintergrund wurden verschiedene
Drucktechniken hinsichtlich ihrer Eignung bewertet.

Thermoplastische Polymere lassen sich einfach und verlasslich per Extrusionsdruck nach dem
FLM-Prinzip verarbeiten. Grundsatzlich kénnen diese Werkstoffe zwar auch mittels alternativer
3D-Drucktechniken verarbeitet werden, beispielsweise mit Sinterungsverfahren. Im Sinne der
Forschungsfrage und im Hinblick auf die hohen Kosten flir Drucksysteme mit dieser
Alternativtechnik stellt die Kunststoffextrusion im gewahlten Versuchsaufbau die sinnvollste
Drucktechnik dar. Durch diese Festlegung kamen auch fiir den Druck der Biomaterial-Tinten
nur druckkopfgestiitzte Techniken in Frage, da andere Verfahren sich kaum mit dem FLM-
Druck kombinieren lassen. Vor allem die SLA-Technik rlckt hierdurch aus dem Fokus.

Fir diese Forschungsarbeit wurde flir den Druck von Biomaterial-Tinten ausschlielich
droplet-basierter Biodruck mit Mikroventil-Technik angewendet. Grund dafir ist, dass sich die
DoD-Technologie im Rahmen der anfanglichen Literaturrecherche in vieler Hinsicht als die
vielversprechendere Drucktechnik flr Biodruckanwendungen darstellte. In der Literatur findet
sich starke Evidenz fir hohe Uberlebensraten von Zellen, die im DoD-Druckprozess
verarbeitet wurden.’™'* Durch Anwendung des DBB konnte der Zielsetzung entsprochen
werden, die allgemeine Leistungsfahigkeit des Black Drop Super Fill Robo® als
Biodrucksystem zu untersuchen. Auf diese Weise konnte die Drucksystematik fur zukinftige
Biodruckexperimente mit lebenden Zellen mit dem Black Drop Super Fill® so realistisch wie
mdglich erprobt werden. Fortgeschrittene Droplet-basierte Techniken, wie der akustisch
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aktivierte DoD-Druck bieten in Hinblick auf das Zelliberleben sogar noch bessere
Ergebnisse.'™ Auch mit mikroventilbasierten Drucksystemen konnen mit Kollagen als
Tragermedium gute Zelliiberlebensraten erreicht werden.''® Diese Alternativen bieten
Potential flur Folgeversuche, in denen die Zellvertraglichkeit dieser Techniken verglichen
werden konnte.

DBB-Technologie wird in der Forschungslandschaft aufgrund von einigen Vorteilen bevorzugt.
Sie bietet die Méglichkeit zur besonders prazisen Materialplatzierung, wobei einzelne Tropfen
exakt und punktgenau abgelegt werden, was die Erzeugung komplexerer Anordnungen im
Vergleich zu Extrusionsverfahren ermdoglicht. Insbesondere die Komplexitat natlrlicher
Gewebe kann auf diese Weise besser nachgeahmt werden.'"” Die prazise Ablage ist
insbesondere beim Kombinationsdruck von Vorteil, da sie es erlaubt, heterogene
Zellkonstrukte mit verschiedenen Biomaterialien besonders prazise zu integrieren. Dies stellt
einen entscheidenden Vorteil gegenltber anderen Techniken dar.

Darlber hinaus besitzt DBB grofies Potenzial im klinischen Einsatz fir das Tissue-Bioprinting,
da es sich durch den Abstand zwischen Druckkopf und Auftragsflache besonders fur In-situ-
Bioprinting eignet. Hierbei kdnnen Defekte im lebenden Gewebe durch das kontaktlose
Aufbringen von therapeutischen Biotinten rekonstruiert werden. In einer Reihe von
Tierversuchen haben solche Ansatze bereits Evidenz flr eine verbesserte Defektheilung
gezeigt.?211811% DBB-Techniken bieten auch aufierhalb klassischer Bioprinting-Anwendungen
wertvolle Anwendungsfalle. Einer ist die schnelle und verlasslich reproduzierbare Fertigung
von Probearrays durch den Einsatz mehrerer Disen, was insbesondere bei Hochdurchsatz-

Screening-Anwendungen wie Medikamententests und Krebsscreenings von Bedeutung ist.'?*-
122

Eine Herausforderung fir DBB-Verfahren ist die Fertigung pordser Gewebekonstrukte, welche
Perfusion und stofflichen Austausch innerhalb des fertigen Modells ermoéglichen sollen. Da
DBB-Verfahren nur Werkstoffe mit geringer struktureller Integritat verarbeiten, kdnnen porése
Gewebekonstrukte nur eingeschrankt erzeugt werden.' Solche Architekturen kdnnen leichter
mittels Extrusion- oder SLA-Technik gedruckt werden.

Die PLA-Extrusion zeigt im alleinigen Druck mit dem Super Fill® eine deutlich bessere
Performance als im kombinierten Druck. Dies ist zum Teil auf die Haftproblematik
zuruckzufihren, die sich bei der Kombination mit flissigen Werkstoffen ergibt. Auf spezifische
Techniken, wie beim 3D-Druck gute Adhasion des Druckmodells an der Bauplatte erreicht
werden kann, wurde bereits in Kapitel 4.1.1 eingegangen.

Im Rahmen der Forschungsarbeit wurde festgestellt, dass das genaue Austarieren
verschiedener Parameter, wie der Feeding-Rate und der Retraktion, die Qualitat der
Druckergebnisse mal3geblich beeinflusst. Auch andere Forschende identifizieren die Feeding-
Rate als bestimmenden Parameter fur die Qualitat der Druckergebnisse beim FLM-Druck.
Ferner werden Schwierigkeiten bei der Optimierung der Drucktemperatur beschrieben.®

Der in Kapitel 4.1.3 beschriebene Materialverlust resultiert mafigeblich aus einer fehlerhaften
Softwareeinstellung, welche die Retraktion wahrend der einzelnen Lagen eines DoD-Drucks
ausfuhrt, diese jedoch nicht suffizient durch inverse Retraktion ausgleicht. Dieser
Retraktionsfehler in der Software des Super Fill® stellt ein relevantes Problem dar. Bis zum
Bugfix muss eine Balance zwischen Druckkontinuitat und Druckqualitat gefunden werden.

5.3 Eignung des verwendeten Druckers

Die Auswahl des Drucksystems, mit dem die Experimente durchgefiihrt werden, stellte eine
grundlegende Entscheidung zu Beginn der Forschungsarbeit dar. Wie in Kapitel 2.4.1 bereits
deutlich wurde, stehen am internationalen Markt diverse Optionen zur Verfligung.
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Ein mdogliches Entscheidungskriterium ist die Orientierung an renommierten, haufig
verwendeten Drucksystemen. Einige der genannten Drucksysteme wurden in Studien sogar
schon fur kombinierte Druckvorgange benutzt und erzielten vielversprechende Ergebnisse.

In Hinblick auf die Kriterien Einfachheit, kostenglinstiges Preisniveau und Vielseitigkeit im
Einsatz, wie sie fur diese Dissertation gewahlt wurden, zeigt sich jedoch, dass einige dieser
Drucksysteme insbesondere den Anforderungen an den Anschaffungspreis nicht gerecht
werden konnen. Gerate mit der fir kombinierten Druck nétigen technischen Ausstattung
gehdren eher zum teuren Preissegment ab 100.000 USD Anschaffungspreis. Zu dieser
Gruppe gehdren Drucksysteme, die in der gegenwartigen Forschung im Bereich Tissue
Engineering haufig eingesetzt werden, wie der Bioscaffolder (GeSiM) und der Bioplotter
(EnvisionTEC).'%

Diese Biodrucker bieten im Vergleich zu preisguinstigeren Alternativen mehr Montageplatze
fur Druckkdpfe, eine hdhere Prazision durch geringere Verarbeitungstoleranzen und Bauteile
fur hochtechnologische Spezialanwendungen, wie Plasmasterilisatoren, Module fir
Koaxialdruck, Metallverarbeitung oder Hochtemperaturextrusion.’*'2>  Obwohl  fir
kombinierten Biodruck modulare Drucksysteme mit flexiblen Druckkopfkonfigurationen von
Vorteil sind, treiben derart spezialisierte Montageoptionen den Anschaffungspreis in die Hohe,
ohne konkrete Verwendungsvorteile fir den gewahlten Versuchsaufbau zu bieten.

Auch ein Blick in die Forschungslandschaft untermauert den Stellenwert des gewahlten ,Low-
Budget-Ansatzes".">126-128 5o bietet diese Einschrankung Potential fiir Forschungs-arbeiten
mit knapper monetarer Unterstlitzung und verringert Investitionshirden fir Institute.

Die Entscheidung flr die Firma Black Drop und das Modell Super Fill® wurde getroffen, weil
dieses Drucksystem die Kernkriterien der Forschungsfrage am besten zu erfiillen schien. Die
konkreten Argumente kdnnen in Kapitel 3.2.1 nachvollzogen werden.

Nach Durchfuhrung der Versuchsreihen lassen sich die zu Beginn angenommenen
Eigenschaften und Vorteile des Drucksystems wie folgt einordnen:

Einfachheit:

Die verwendeten Software-Lésungen wurden vom Hersteller eigens flr das Drucksystem
entwickelt. Es kommt dadurch zu weniger Kompatibilitdtsproblemen als bei der Benutzung von
Fremdsoftware. Es besteht so ein geringerer Vorbereitungsaufwand, es muss beispielsweise
kein Druckerprofil manuell eingerichtet werden.

Dariber hinaus bietet die Zusammenarbeit mit einem Geratehersteller mit Sitz in Deutschland
die Option zugiger und engmaschiger Unterstiitzung bei Supportanfragen.

Das Drucksystem verfiigt Uber Kartuschen aus Edelstahl, die fir den DBB-Druck verwendet
werden. Diese Druckerkartuschen sind wiederverwendbar und koénnen einfach mit
selbstgemischten Biomaterial-Tinten beladen werden.

Vielseitige Anwendung:

Ein wesentlicher Vorteil des gewahlten Drucksystems liegt in dessen technischer Flexibilitat,
die eine Verarbeitung unterschiedlicher Werkstoffe ermdglicht. Die wiederbefillbaren
Kartuschen bieten die Mdoglichkeit, eine Vielzahl verschiedener Materialien einzusetzen.
Zudem erlaubt der Super Fill® spezifische Modifikationen flir den Forschungseinsatz. So kann
beispielsweise Uber eine Schlauchverbindung zwischen einem externen Kiihlaggregat und der
Bodenplatte eine kontinuierliche Kiihlung wahrend des Druckprozesses gewahrleistet werden.
Dies eroffnet die Moglichkeit, auch instabilere Werkstoffe zu verarbeiten, die eine sofortige
Abkiihlung nach der Materialextrusion erfordern.'2%:130

Ein weiterer Vorteil ergibt sich aus der auf den Super Fill® abgestimmten Software, die eine
Vielzahl anpassbarer Parameter bereitstellt. Dadurch kénnen Feineinstellungen am
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Druckvorgang optimiert werden. Lediglich Optionen zum Drucken von Supportmaterialien flr
Uberhangende Strukturen sowie Funktionen zur Verbesserung der Haftung auf der Bauplatte
und fur verschiedene Infill-Strategien fehlen in der Software. Wahrend dies bei einfachen
Druckauftragen in der Regel keine Einschrankung darstellt, kénnte das System in der
getesteten Version bei komplexeren Versuchsaufbauten an seine Grenzen stof3en.

Hinsichtlich der raumlichen Anforderungen zeichnet sich das Drucksystem durch seine
kompakte Bauweise aus. Dadurch kann es unter einem Abzug oder in einer sterilen
,BioBench* betrieben werden. Obwohl also das System Uber keinen vollstandig keimdichten
Abschluss des Bauraums verfiigt, kann es mit entsprechenden Malinahmen auch flr sterile
Versuche eingesetzt werden.

Ein weiterer kritischer Punkt betrifft die Fixierung der Kartuschen fir den Hydrogeldruck in der
verwendeten Version des Super Fill®. Diese erfolgt durch eine Montagespange aus Kunststoff,
die sich als thermosensibel erwiesen hat. Bei Temperaturen ber 45 °C kam es wiederholt zur
Lockerung und in einigen Fallen sogar zum Herausfallen der Kartusche wahrend des
Druckvorgangs. Dies stellt eine Einschrankung fur Anwendungen dar, die hdhere
Temperaturen erfordern.

Die Druckluftversorgung erfolgt Uber einen externen Kompressor. Das werkseitig
bereitgestellte Modell erweist sich jedoch als unzureichend flir eine prazise Regulierung des
Arbeitsdrucks. Da die Druckluftzufuhr Uber eine standardisierte Steckverbindung erfolgt,
besteht jedoch die Mdglichkeit, ein alternatives Gerat mit feinerer Druckeinstellung zu
verwenden. Dies kann als Vorteil gegenlber Systemen mit integriertem Kompressor gewertet
werden, da hier eine flexiblere Anpassung an spezifische Druckanforderungen maoglich ist.

Im vorangehenden Abschnitt wurden Vor- und Nachteile des verwendeten Drucksystems
erlautert. Um die aufgezahlten Eigenschaften in Relation zu setzen, wird das genutzte
Biodrucksystem mit einem vergleichbaren Produkt eines anderen Anbieters verglichen.

Das gewahlte Vergleichsmodell ist der Biodrucker BioX™ des Herstellers Cellink. Das
schwedische Unternehmen hat sich seit seiner Griindung im Jahr 2016 als fuhrender Akteur
im Bereich des Bio-Drucks etabliert. Mit einem Drucksystem mit mehreren austauschbaren
Druckkopfen bietet Cellink zahlreiche Moglichkeiten fiir kombiniertes Drucken. Das
Produktsortiment umfasst sieben 3D-Biodruckesysteme'®', die in Laboreinrichtungen weltweit
eingesetzt werden. Allein 2024 wurden mindestens 247 wissenschaftliche Veroéffentlichungen
unter Beteiligung des Drucksystems BioX™ veroffentlicht.’? Bedeutende Hauptbereiche der
Forschung, die mit Geraten von Cellink unternommen werden, umfassen die
Lebensmitteltechnik, Kosmetik, Medizintechnik und biologische Zellkultur. Die folgende
Abbildung zeigt das Produktdesign sowie die technischen Details des BioX™.

58



Diskussion der Ergebnisse

CLEAN CHAMBER TECHNOLOGY * E— ’
TRIPLE PRINT MODE
THREE EXCHANGEABLE PRINTHEADS *— — v,

MULTIPLE TEMPERATURE CONTROL ) __1 ol ) & i
AND PRESSURE SENSOR , &

1-MICRON ULTRA-FINE RESOLUTION . { —

©
MULTIPLE UV CURING SYSTEM
(365 AND 405 NM UV LED) N .
‘ X -y

PRINTBED TEMPERATURE CONTROL PR,
(4-60° CELSIUS) —

7-INCH TOUCHSCREEN -« o &5

BUILT-IN OIL-FREE AIR COMPRESSOR +——

STANDALONE UNIT
WITH SMALL LAB FOOTPRINT

Abbildung 33 - Produktbild und technische Details BioX™ 133

Fur die vorliegenden Forschungsarbeit hatte der Drucker BioX™ eine Alternative darstellen
kénnen. Im Folgenden werden die technischen Eigenschaften der beiden Produkte verglichen.

Es handelt sich beim BioX™ von Cellink mit Anschaffungskosten von tber 35.000 Euro um
ein teureres Fabrikat.

Der BioX™ verfligt Uber ein integriertes Slicing-Programm. Im Gegensatz zum Super Fill®
kénnen dadurch STL-Dateien unmittelbar ins System des Druckers geladen werden, ohne
dass zuvor eine Konvertierung der Datei notwendig ist. Der BioX™ bietet, ebenso wie der
Black Drop Super Fill®, keine Moglichkeit, Daten aus einer Drittanbieter-Slicing-Software zu
verarbeiten.

Der BioX™ verflgt Gber eine luftdichte Kammer, die steriles Arbeiten unter Schutzatmosphare
ermdglicht. Die Zuluft wird durch ein HEPA-Filtersystem gereinigt, was ein keimfreies Milieu
sicherstellt. Dies ist notwendig, wenn ein Biodruck unter Verwendung lebender Zellen
durchgefihrt wird, um einer Kontamination durch Keime oder makroskopische
Verunreinigungen vorzubeugen. Der integrierte Kompressor vereinfacht die Anwendung fir
den Endbenutzer, da der gewinschte Arbeitsdruck Uber das Bedienfeld direkt eingestellt
werden kann. Durch diese integrierte Loésung zur Bereitstellung der Druckluft entfallt die
Notwendigkeit, einen leistungsstarkeren Kompressor nachzuristen.

Die Forschungsfrage bezieht nicht nur technologische, sondern auch finanzielle und operative
Faktoren in die Bewertung des Drucksystems ein. Vor diesem Hintergrund erfolgt bereits zu
Beginn eine Selektion der betrachteten Drucksysteme. Dieser Prozess muss insbesondere bei
der Einordnung der Forschungsergebnisse bertcksichtigt werden.

Der Black Drop Super Fill® weist im Vergleich zu anderen Biodruckern einige Eigenschaften
auf, die ihn auch im Vergleich zu Konkurrenzmodellen wie dem BioX™ flr Forschungsprojekte
wie die durchgeflihrte Arbeit als solide Wahl auszeichnen. Im Vordergrund stehen das gute
Preis-Leistungsverhaltnis sowie der flexible Funktionsumfang.

5.4 Limitierungen der Arbeit

Die vorliegende Dissertation hat die Grundlagen der biokompatiblen 3D-Drucktechnologie
durch ein Kombinationsdruckverfahren umfassend untersucht. Wahrend dieses Prozesses
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und im Zuge der anschliefdenden, kritischen Auseinandersetzung mit den Ergebnissen wurden
verschiedene Limitationen identifiziert, die im Folgenden adressiert und diskutiert werden. Dies
soll eine objektive Auseinandersetzung mit Vorgang und Ergebnissen ermoglichen.

Der gewahlte Forschungsansatz ermdglicht die breite Evaluierung verschiedener Werkstoffe
und Arbeitstechniken. Darauf aufbauend kénnte in nachfolgenden Forschungsarbeiten der
Fokus auf die Verbesserung der Druckergebnisse mit einem einzelnen Hydrogel gelegt
werden. So konnte die freie Konfigurierbarkeit des Super Fill® effektiver erprobt und
spezifische Druckprotokolle im kombinierten Druck mit PLA erforscht werden.

Die Verwendung selbst hergestellter Reagenzien anstelle von vorgefertigten Biomaterial-
Tinten wurde bereits mit der Definition von Forschungsfrage und Forschungsziel festgelegt.
Die Benutzung vorgefertigter Tinten hatte den Optimierungsaufwand flir das Anmischen der
einzelnen Agenzien reduziert. Dadurch hatte die Prozessqualitat der Versuchsschemata unter
Umstanden gesteigert und mehr Durchlaufe in derselben Zeit durchgefiihrt werden konnen.
Ferner stellt das Anmischen von Biomaterial-Tinten einen komplexen Vorgang dar, bei dem
sich ohne spezialisierte Ausristung nur schwerlich reproduzierbare Ergebnisse erzielen
lassen.

Die aussagekraftige Dokumentation der Druckergebnisse stellte sich, insbesondere
hinsichtlich der Konsistenzunterschiede der gedruckten Objekte, als herausfordernd dar.
Diese Unterschiede waren schwer erkennbar und hatten durch klar definierte,
wissenschaftliche Kriterien und Messmethoden deutlicher aufgezeigt werden kénnen. Zudem
waren die Farben des verwendeten PLA-Materials wenig kontrastreich, was die visuelle
Dokumentation durch Fotoaufnahmen erschwerte.

Wahrend der Experimente traten mehrere technische Herausforderungen auf, die vermutlich
die Ergebnisqualitat beeinflussten. Dazu gehoért die fehlende Mdoglichkeit fur die
Feineinstellung des Manometers, was eine genaue Kontrolle des verwendeten Arbeitsdruckes
unmoglich macht. Darliber hinaus kam es im Verlauf zu Verstopfungen der DoD-Ventile,
welche durch oben beschriebene Reinigungsroutinen aufgehoben werden konnten. Ob jedoch
geringgradige Verunreinigungen innerhalb der Bauteile zurlickgeblieben sind, kann nicht
eindeutig beurteilt werden. Im Fall von sich graduell aufbauenden Verkrustungen ist eine
unbemerkte Beeintrachtigung der Versuchsergebnisse schwer auszuschliel3en.

Zu hinterfragen ist, warum das Drucken von Kollagen in dieser Arbeit nicht gelang.
Literaturrecherchen zeigen, dass die Verarbeitung dieses Werkstoffs in anderen
Forschungsarbeiten erfolgreich war, teilweise pur oder unter Vermischen mit Hydrogelen wie
Agarose. 23460134135 Dgas im Zuge dieser Arbeit verwendete Anmischprotokoll weicht
leichtgradig von vergleichbaren Experimenten mit Biodruckversuchen ab, insbesondere
bezuglich der akkuraten Kontrollle des pH-Werts in der Biomaterialtinte. Diese Unterschiede
und auch die Kombination mit anderen Werkstoffen oder schrittweise veranderten
Konzentrationsbereichen kénnte mehr Aufschluss tber den Umgang mit Kollagen-haltigen
Biomaterialtinten liefern. Ebenso kénnte die Testung von Kollagen mit einem anderen
Drucksystem unter ansonsten méglichst gleichbleibenden Bedingungen hierzu eine wertvolle
Erganzung darstellen.

Die Optimierung der Druckparameter, insbesondere bei der Verwendung langsam
aushartender Biomaterial-Tinten wie Gelatine und Kollagen, war ein diffiziler und iterativer
Vorgang, bei dem die gegenseitige Beeinflussung der Druckparameter genau abgewogen
werden musste. So hatte sich unter Anwendung niedriger DoD-Druckgeschwindigkeiten
moglicherweise das Verspritzen reduziert.'® Allerdings kam es bereits bei mittleren
Geschwindigkeiten ohne Wartezeiten zwischen den Lagen schon so haufig zur Aushartung
der Tinte im Druckkopf, dass Druckversuche mit Minimalgeschwindigkeit keine realistischen
Erfolgsaussichten hatten. Mit hdherpreisigen und spezialisierten Drucksystemen kénnten
solche Experimente unter Einsatz leistungsstarker Kuhlreservoire versucht werden.

Die Produktion des Druckermodells Super Fill Robo® wurde wahrend der Laufzeit dieser
Projektarbeit eingestellt. Stattdessen bietet die Black Drop GmbH ein weiterentwickeltes

60



Diskussion der Ergebnisse

Nachfolgesystem an.®? Dies erfordert eine differenzierte Betrachtung der Ubertragbarkeit der
erarbeiteten Forschungsergebnisse auf andere Drucksysteme. Im Zuge der Projektarbeit
wurden Optimierungen der Druckparameter vorgenommen, die nicht ohne Weiteres auf
andere Systeme anwendbar sind, da sie von spezifischen Eigenschaften des Systems wie
vom Druckkopfaufbau oder der raumlichen Konfiguration abhangig sind. Die methodischen
Erkenntnisse zur Materialkombination, zur Charakterisierung der Hydrogel-Eigenschaften und
zu den Grundprinzipien des kombinierten Druckverfahrens behalten jedoch ihre
wissenschaftliche Giiltigkeit. Insbesondere die systematische Bewertung verschiedener
Biomaterialtinten nach den gesetzten Kriterien liefert Gbertragbare Entscheidungsgrundlagen
fur die Materialauswahl in vergleichbaren Forschungsvorhaben. Die rasche Entwicklung
kommerzieller Bio-3D-Drucksysteme unterstreicht die Notwendigkeit, Forschungsvorhaben so
zu konzipieren, dass die Ergebnisse méglichst technologielbergreifend verwertbar sind.
Dieses Prinzip lasst sich als Leitgedanke fiir zukiinftige Forschungsarbeiten festhalten.

5.5 Zukunftsperspektiven des Kombinationsdrucks

Der kombinierte Bio-3D-Druck stellt eine vielversprechende technologische Entwicklung dar,
die das Potenzial besitzt, Felder wie die regenerative Medizin, das Tissue Engineering und die
personalisierte Medizin grundlegend zu transformieren. In dieser Forschungsarbeit wurde die
simultane Verarbeitung von thermoplastischem Kunststoff und Hydrogelen getestet. Im
Gegensatz zum Biodruck mit nur einem einzigen Material bietet der kombinierte Druck
flexiblere Moglichkeiten zum Erstellen von heterogenen Geweben. Insbesondere zur
Herstellung komplexer Gewebe ist es vorteilhaft, ein Multimaterialverfahren einzusetzen, um
die differenzierten Eigenschaften der Einzelkomponenten besser abbilden zu kénnen.

Aufbauend auf den in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimenten kann im nachsten Schritt der
kombinierte Druck um die Einbringung lebender Zellen erweitert werden. Damit kdnnen
Druckobjekte erstellt werden, die in Struktur und Eigenschaften mehr Gemeinsamkeiten mit
menschlichem oder tierischem Gewebe aufweisen. Die moglichst akkurate Nachbildung
solcher Gewebe in vitro bietet Vorteile fur die Medikamentenentwicklung, die onkologische
Forschung und Erstellung implantierbarer Gewebekonstrukte. Diese Forschungsansatze
reichen bis hin zu Ansatzen zur kinstlichen Nachbildung von Organen, mit dem Fernziel,
Alternativen zur Transplantation humaner Spendeorgane zu schaffen.80.106.135.137.138  gofern
nun auch die Einbringung von Zellen und deren Uberleben wéhrend und nach einem
kombinierten Druckvorgang funktionieren, kénnen im weiteren Verlauf Versuche
unternommen werden, die gedruckten Gewebe im Tierversuch zunachst auf moégliche
AbstoRungsreaktionen und schlief3lich auch auf ihre Funktionalitat zu tUberprifen.

Eine Kernherausforderung, die sich aus der Verwendung lebender Zellen im 3D-Bioprinting
ergibt, ist die Herstellung zusammenhangender Gewebekonstrukte in klinisch relevanter
GrolRe, also vergleichbar mit Organen im menschlichen Kérper. Solch gro3e Gewebemengen
mit einem Biodrucksystem zu erstellen, erfordert neben einem darauf angepassten Bauraum
Kartuschen mit entsprechend gro3en Volumina, um die bendtigte Werkstoffmenge verdrucken
zu koénnen. Drucksysteme missten hierflir anwendungsbezogen umgebaut werden und
kdnnten baulich an Grenzen stol3en.

Das Einbringen von lebenden Zellen bringt aulterdem die Aufgabe mit sich, diese bis zur
Fertigstellung des Drucks und darliber hinaus am Leben zu halten. Hierbei spielt der Zeitfaktor
eine wichtige Rolle. So wirde es mit einem Extrusions- und DoD-basierten Biodruckgerat wie
dem Black Drop SuperFill Robo® Stunden bis Tage dauern eine Organ-ahnliche Struktur mit
hoher Auflésung zu erstellen. Ein solch langer Fertigungsprozess birgt das Risiko verringerter
Zellvitalitdat im hergestellten Konstrukt. Mogliche Herangehensweisen, um dieser
Herausforderung zu begegnen, umfassen die Beschleunigung des Druckprozesses und die
bessere Kontrolle des Milieus im Bauraum, um das Absterben von Zellen wahrend des
Druckvorgangs zu minimieren. Fur letzteren Ansatz konnte die Anwendung von Embedded
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Printing eine vielversprechende Chance darstellen, da das Drucken unter Schutzatmosphare
in einem Becken eher die Abschirmung der Zellen von schadlichen Umwelteinflissen
zulasst.™®

Insbesondere in Hinblick auf Patientenindividuelle Implantate werden grofRe Fortschritte im TE
erzielt. Bereits etabliert ist die Verwendung von 3D-gedruckten Implantaten flir Komplizierte
Rekonstruktionen in der Osteochirurgie.®®' In Entwicklung befinden sich gegenwartig diverse
Forschungsansatze zur Verwendung bildgebender Daten wir MRT- oder CT-Daten fir die
Herstellung solcher Implantate. So ist beispielsweise bereits 2021 mit dem 3D-Drucksystem
Bioscaffolder eine ausflihrliche proof-of-concept-Studie fertiggestellt worden, in der
Méoglichkeiten zur Fertigung patientenspezifischer, gelenknaher Implantate fur den klinischen
Einsatz beleuchtet werden.'® Ebenso konnten in Tierversuchen an Rhesusaffen schon gute
Ergebnisse mit 3D-gedruckten und implantierten Aorta-Prothesen mit mehrjahrigen
Uberlebensraten und vielversprechender Geweberegeneration erzielt werden. '’

Je realitatsnaher die Nachbildung lebendiger Gewebe auf struktureller Ebene durch Biodruck
gelingt, desto eher missen auch biophysiologische Gesichtspunkte mitbetrachtet werden. Mit
der Einbringung von lebenden Zellen in komplexe, mehrschichtige Gewebestrukturen wird
eine ausreichende Vaskularisierung notwendig, um auch tiefer eingebettete Zellen nach
Fertigstellung des Konstrukts mit lebenswichtigen Nahrstoffen und Sauerstoff zu versorgen.
Hier bietet der kombinierte Druck von Hydrogelen die Option, die spateren Lumina mit einem
temporar stabilen auszuflillen. Nach dem Abschluss des Drucks kénnen die Lumina durch
Spllung freilegt und perfundiert werden.'#? Experimentelle Studien zum kombinierten Druck
von Matrix- und Gelatine-basierten Bio-Materialtinten legen diese Kombination als tragfahige
Option fur Vaskularisierung im Biodruck nahe, insbesondere in Hinblick auf den Erhalt einer
hohen Rate an Zellvitalitat."42

Der 4D-Biodruck ist ein weiterer vielversprechender Anwendungsfall des kombinierten
Biodrucks. Diese Technik bietet Maoglichkeiten zur spezifischen Anpassung von
Druckmodellen nach der Fertigstellung. Konkret kann der Umbau der rdumlichen Struktur des
Werkstlicks durch chemische oder physikalische Stimuli wie pH-, oder Temperatur-Anderung
angestolRen werden. Der 4D-Biodruck bindet die Umstrukturierung der Konstrukte als weitere
Modifikationskomponente in den Druckvorgang mit ein und bietet dadurch vielversprechende
Anwendungsmaoglichkeiten fiir die Geweberegeneration.'*'#” Insbesondere im Feld ,in situ
bioprintings®, also wenn gedruckte Konstrukte oder Gewebe direkt im lebenden Organismus
hergestellt werden, ' bietet der 4D-Biodruck beeindruckende Anwendungsmaglichkeiten. Ein
eindrickliches Beispiel sind Forschungen zu Licht-basierten Drucktechniken die nach dem 4D-
Prinzip die Erstellung von Strukturen im lebenden Weichgewebe ermdglichen kénnten.'4®

Eine neuartige Herangehensweise, um die Druckqualitdt von Biodrucken zu verbessern, ist
der Einsatz maschineller Lernverfahren, sogenannter ,Kinstlicher Intelligenz“.'®® Durch
bilddatengestiitzte Analyse des Druckvorgangs in Hinblick auf die Substratposition,
Materialauftrag und in Verbindung mit anderen digital ausgewerteten Parametern, kann die
Ausflhrung dynamisch angepasst werden, um auftretende Fehler nach dem Erkennen zu
korrigieren.™' Diese Technik kann auBerdem angewendet werden, um den Biodruck auf in
Bewegung befindlichen Unterlagen, wie beispielsweise Lungenfligeln bei laufender
Atemarbeit, zu ermoglichen. 2153

Die Herstellung mehrzellularer, heterogener und biomimetisch-funktionaler Strukturen
erfordert weitere Innovationen in der Materialwissenschaft und der Mehrkomponenten-
Biodrucktechnologie. Die Untersuchung des kombinierten Bio-3D-Drucks war ein wichtiger
Schritt auf dem Weg zur Nachbildung artifizieller menschlicher Gewebe und ihrer
Eigenschaften.
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6 Zusammenfassung

Additive Fertigungsverfahren haben mittlerweile einen bedeutenden Stellenwert in der
Medizintechnik. Insbesondere im Bereich des Tissue Engineerings bietet der Bio-3D-Druck die
Méglichkeit, komplexe Strukturen unter Anwendung verschiedener Werkstoffklassen
herzustellen. Um solche mehrkomponentigen Druckmodelle herstellen zu kénnen, bedarf es
der Kombination unterschiedlicher Drucktechnologien. Trotz wachsender Relevanz ist der
kombinierte Einsatz verschiedener 3D-Druck-Technologien bislang nur unzureichend
wissenschaftlich untersucht.

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurde behandelt, wie der kombinierte 3D-Druck von
Polylaktidsdure und Biomaterialtinten einfach, kostengiinstig und vielseitig anwendbar in
einem integrierten Herstellungsprozess ermdglicht werden kann. Die Literaturrecherche
verdeutlicht, dass unterschiedliche Materialien spezifische 3D-Druckverfahren erfordern,
deren Funktionsprinzipien stark variieren. In dieser Forschungsarbeit wurden zwei Verfahren
zur Anwendung festgelegt: Das Fused Layer Modelling zur Verarbeitung des
thermoplastischen Polymers PLA und ein Droplet-basiertes Verfahren zum Druck von
Biomaterialtinten. Im Rahmen einer Marktanalyse wurde der Black Drop Super Fill Robo®
aufgrund seiner modularen Bauweise und Fahigkeit zur Kombination verschiedener
Drucktechniken zur Anwendung ausgewahlt. Die Entwicklung des integrierten Workflows
umfasste die Konstruktion eines geeigneten digitalen Druckmodells, die Optimierung der
Hydrogel-Vorbereitung sowie die sorgfaltige Justierung der Druckparameter fir die
Einzeldruckverfahren. Aufbauend auf diesen Vorarbeiten sind systematische Versuchsreihen
zum kombinierten Druck durchgefiihrt worden.

Die Versuchsergebnisse zeigen, dass der kombinierte 3D-Druck nach den gewahlten
Vorgaben grundsatzlich realisierbar ist. Unter sorgfaltiger Abstimmung der Druckparameter
wurden stabile Verbundstrukturen hergestellt, die als biokompatibles Gerist dienen kénnen.
PLA ist leicht zu verarbeiten und bietet eine formstabile Struktur. Im Droplet-basierten Biodruck
weist Biomaterialtinte auf Alginat-Basis die besten Versuchsergebnisse auf. Durch die
erfolgreiche, kombinierte Verarbeitung beider Werkstoffklassen innerhalb eines
Druckprozesses wurde demonstriert, dass die Kernanforderungen hinsichtlich Einfachheit,
Kosteneffizienz und Vielseitigkeit erflllt werden kénnen.

Das verwendete 3D-Drucksystem erfullt die Erwartungen an einen geeigneten
Kombinationsdrucker und ermoglicht die Umsetzung des kombinierten Druckverfahrens im
Labormalstab. Die Entscheidung fir ein einfaches, modular aufgebautes Gerat erweist sich
als vorteilhaft, da dieses trotz niedriger Anschaffungskosten die parallele Verarbeitung
verschiedener Materialien erméglicht und flexible Anpassungen zulasst. Allerdings treten im
Verlauf der Versuchsreihen auch technische Limitierungen auf. So wird beispielsweise die
Halterung der Hydrogel-Kartusche bei erhdhten Betriebstemperaturen instabil, was zu
Unterbrechungen im Druckprozess fuhren kann. Ebenso ist die Einsatzfahigkeit des
Drucksystems durch die zugehérige Software-Ausstattung in Teilen eingeschrankt. Gangige
Funktionen, wie beispielsweise die automatische Generierung von Stitzstrukturen, stehen
nicht zur Verfugung. Diese Einschrankungen machen gezielte Anpassungen und
Optimierungen am System erforderlich, schréanken die prinzipielle Durchfuhrbarkeit des
Kombinationsdrucks jedoch nicht ein.

Die vorliegende Dissertation demonstriert die erfolgreiche Entwicklung eines kombinierten
Biodruckverfahrens unter Verwendung kostengulnstiger Technologie. Durch die etablierten
Methoden sind Grundlagen fir weiterfihrende Untersuchungen an biokompatiblen 3D-
gedruckten Strukturen (z. B. fir Implantate oder In-vitro-Modelle) gelegt. Aullerdem ergeben
sich konkrete Ansatzpunkte, um die Anwendbarkeit des Verfahrens in der regenerativen
Medizin zu erproben. Hierzu zahlen die Erweiterung der Materialpalette um weitere,
biokompatible Werkstoffe, sowie die Integration lebender Zellen in den Druckprozess. Im
Rahmen weiterfiihrender Untersuchungen kann das entwickelte Konzept optimiert und dessen
Potenzial fUr zuklnftige biomedizinische Anwendungen realisiert werden.
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Anhang

8 Anhang
8.1 Materialliste

In folgender Tabelle werden die verwendeten Materialien, Hard- und Softwareprodukte
aufgelistet.

Bezeichnung Hersteller Kennnummer
Black Drop SuperFill- Robo Black Drop Biodrucker GmbH

Robo Slicer Black Drop Biodrucker GmbH

Robo Controller Black Drop Biodrucker GmbH

PLA-Filament schwarz Anycubic

PLA-Filament klar DASFILAMENT

Gelatin from porcine skin gel G2500-100G

strength 300, Type A SIGMA-ALDRICH Co.

Agarose, low gelling

SIGMA-ALDRICH Co. A9045-5G
temperature
Sodium alginat SIGMA-ALDRICH Co. W201502
Soluble collagen VISCOFAN BIO ENGINEERING | 500080835
Calcium chlorid solution,
bioUltra ~ 1 M in H,0 SIGMA-ALDRICH Co. 21115
Kompressor AEOLIAN PIXIE .
AS176 WilTec
Klebstift pro-office 160 9220 00
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