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Verfahren zum 3D Druck von vaskularisierten Geweben und Organen

Die Erfindung betrifft ein 3D-Druckverfahren zur Herstellung von vaskuldren Strukturen
aufweisenden Geweben und Organen. Der neuartige, innovative Kern dieses Verfahrens liegt
insbesondere in den folgenden Punkten:

1)

Eine spezielle Kapillartinte reagiert nur im Randbereich des gedruckten Tropfens in Nachbarschaft zu
Tropfen von anderen Tintentypen, so dass einzelne Zelllagen entstehen, aus denen feinste Kapillaren
gebildet werden. Die nicht vernetzten Zellen im Inneren der Tropfen werden ausgespdlt und bilden
den inneren Hohlraum der Kapillaren.

2)

Es wird ein neuartiges Druckmuster offenbart, das durch eine Gewebeebene gekennzeichnet ist, die
aus verschiedenen, geordnet aufgebrachten Zelltypen aufgebaut ist und die von raumlich
angeschnittenen, innen hohlen GefilRen (Venen, Arterien und Kapillaren) durchzogen ist.

Das Druckmuster ist gekennzeichnet durch eine Unterteilung grofRerer Gewebe oder Organe in
Einzelmodule und eine Vereinfachung des Druckbildes fir einen dkonomischen Druckablauf. Die
unabhéngig voneinander gedruckten Einzelmodule werden Ubergeordneten Zielstrukturen verklebt.

3)

Bereitstellung eines neuartigen Druckertisches in einem mediumgefillten 3D-Druckraum, der eine
Versorgung fiir das gedruckte Gewebe mit Nahrmedium gewahrleistet, damit die Zellen nicht
absterben.

4)

Bereitstellen von steuerbaren Druckerkopfversorgungseinheiten, die nach Vorgaben des
Druckalgorithmus die Zell- und Tintenkonzentration pro Volumeneinheit sowie die
Zusammensetzung der Tinte (z.B. aus verschiedenen Tintentanks) fur die Tintentropfen mischen und
die die Druckerkdpfe mit der angemischten Tinte versorgen.

Einleitung:

Herkdmmliche 3D-Drucksysteme besitzen aufgrund ihrer spezifischen Merkmale und der damit
einhergehenden Vor- und Nachteile nicht die erforderlichen Eigenschaften, um lebensfahige groflere
Gewebe und Organe erzeugen zu kdnnen.

Um ein groReres lebensfahiges Gewebe oder Organ mittels 3D-Druck herzustellen, muss
insbesondere die Erndahrung der gedruckten Zellen gewahrleistet sein. Da die Erndhrung der Zellen
durch Diffusion nur Uber die Wegstrecke von ca. 500 um erfolgen kann, ist ein ebenfalls gedrucktes
BlutgefaRsystem erforderlich. Zwischen den Arterien und Venen befinden sich das Kapillarsystem,
dessen einzelne KapillargefalRe einen sehr geringen Durchmesser von nur ca. 10 um besitzen und
zudem aus einzelligen Zell-Lagen aufgebaut sind.

Bei den bisher bekannten 3D-Drucktechniken handelt es sich entweder um Verfahren, bei denen
zwar gleichzeitig verschiedene Zelltypen in einem Schritt gedruckt werden kénnen, die daftir aber die
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notige hohe Druckauflésung nicht erreichen (z.B. Fused Deposition Modeling oder Droplet-
Technologien), oder um Verfahren, die die erforderliche hohe Druckauflosung erreichen, dafir aber
der selektive Druck verschiedener Zelltypen innerhalb eines Arbeitsschritts unmdoglich ist (z.B.
Stereolithographie-Drucktechniken).

Zusatzlich gibt es spezifische 3D-Drucksysteme wie z.B. den Laser Induced Forward Transfer, bei dem
durch einen Laserstrahl einzelne Zellen aus einer Matrix herausgeldst und auf eine Kollektormatrix
geleitet werden. Hier kann sowohl eine hohe Druckaufldsung erreicht als auch in einem Schritt
verschiedene Zelltypen gedruckt werden. Allerdings ist die dabei erreichbare Druckgeschwindigkeit
so niedrig, dass diese Technik nur fiir extrem kleine Strukturen nutzlich ist.

Ein anderes spezifisches Drucksystem ist die die Weiterentwicklung des 3D - Stereolithographie —
Drucks, bei dem auch verschiedene Zelltypen gedruckt werden kdnnen. Hierzu muss insbesondere
aber das zu druckenden Gewebe zwischen Reaktionswannen mit unterschiedlichen Zelltypen
gewechselt werden. Dieser Schritt lasst ebenfalls nur sehr wenige Zell-Lagen zu und ist ein relativ
langsamer Prozess, mit dem nur kleinere Strukturen wie Miniorgane gedruckt werden kénnen.

Weitere spezifische 3D - Druckverfahren lassen den Raum fur spatere BlutgefaRe als Hohlraum im
gedruckten Gewebe offen und erndhren die umliegenden Zellen zunadchst mit Nahrmedium. Um
echte Kapillaren zu erzeugen, miissen diese Gewebe in einen Organismus Uberfiihrt werden, der die
Hohlraume mit Endothelzellen und diese umgebenden Muskelzellen versorgt. Dieser Schritt kann
auch nachtraglich in einem Inkubator erfolgen. Wenn auf diese Weise auch letztendlich Kapillaren im
Gewebe erzeugt werden konnen, so dauert der Prozess doch mindestens Tage und trotzdem wird die
natirliche Komplexitdt des betreffenden Gewebes nicht erreicht. Abgesehen davon kdnnen mit
diesen Techniken nur verhéltnismalig groRe Gefalldurchmesser erreicht werden.

Eine weitere Moglichkeit, relativ einfach aufgebaute Gewebe aus langsam wachsenden Zellen wie
Knorpel oder Knochen zu erzeugen, ist der 3D-Druck von Scaffolds, die nachtraglich mit Zellen
besiedelt werden. In diesen langsam wachsenden Gewebetypen bleibt aufgrund des niedrigen
Stoffumsatzes genligend Zeit fir eine nachtragliche Ausbildung von Kapillaren innerhalb eines
Organismus. Dieses Vorgehen ist aber auf Gewebetypen wie Knochen und Knorpel begrenzt. Fir
schneller wachsende unkomplizierte Zelltypen wie beispielsweise Leberzellen konnte gezeigt werden,
dass sehr kleine Gewebebereiche erfolgreich in Leberorgane verpflanzt werden kénnen. Diese
Gewebebereiche konnen aber nur aus sehr kleinen Strukturen bestehen, da die Zellen sonst nicht
mehr erndhrt werden kénnen.

Alle bisherigen Versuche, funktionstiichtige Gewebe oder Organe mit einem 3D-Drucker zu erzeugen,
fihrten entweder zu sehr kleinen oder sehr langsam wachsenden Gewebeeinheiten oder zu
grofleren Strukturen, die aufgrund des Mangels an ausgepréagten Kapillaren nur fur sehr kurze Zeit
lebensfahig waren.

Es bedarf also eines 3D-Druckverfahrens, das

- einerseits innerhalb eines Arbeitsschrittes verschiedene Zelltypen selektiv drucken kann und
- das andererseits die hohe Druckauflésung von Stereolithographie-Verfahren erreichen kann.
- Zusatzlich soll das Verfahren eine Druckgeschwindigkeit besitzen, mit der der Druck von ganzen

Organen real durchfiihrbar ist.
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- AuBerdem sollte das neuartige Drucksystem insbesondere bereits wédhrend des Drucks neu
gebildetes Gewebe (iber die dabei erzeugten Kapillaren mit Medium oder anderen zur Erndhrung der
Zellen geeigneten Flissigkeiten durchspiilen.

- Das Druckverfahren sollte insbesondere auch ein neuartiges Druckmuster bereit stellen, mit dem es
moglich ist, ein Kapillarsystem zwischen arteriellen und venosen Strukturen auszubilden, in dem die
darin flieRende Flussigkeit (z.B. Medium oder Blut) von arteriell nach venos stromen kann.

- Die Umsetzung des neuartigen Druckverfahrens erfordert in wesentlichen Ausflihrungsformen
einen neuartigen Druckertisch, da herkdmmliche Druckertische zum Stand der Technik nicht in der
Lage sind, gedrucktes Gewebe wahrend des Drucks mit Nahrmedium zu versorgen.

- Die Umsetzung  des neuartigen Druckverfahrens  erfordert  bevorzugt eine
Druckerkopfversorgungseinheit, die die gewilinschte Zelldichte sowie die erforderliche
Tintenkonzentration im Drucktropfen nach Vorgaben des Druckalgorithmus mischt.

Die erfindungsgemdfRe Aufgabe wird durch ein neuartiges UV-vernetzendes Droplet - Verfahren
gelost, das aufgrund seiner niedrigviskosen Tinten die hochauflésenden Druckerkdpfe von
fotorealistischen Kunstdruckern nutzen kann und das zusatzlich durch hochspezifische, raumlich
begrenzte Reaktionen im Randbereich der einzelnen Tropfen die Druckauflésung bis auf eine
molekulare Ebene erhoéht.

Bisherige Droplet-Verfahren zum Druck von Zellen sind Vorrichtungen, bei denen &dhnlich wie durch
einen Extruder relativ grolle Tropfen aus Hydrogel-Tinten und darin befindlichen Zellen vom
Druckerkopf abgeschieden werden (thermal oder piezoelektrisch, siehe Abb. 1 und Abb.2-7). In der
Regel existiert fur eine Zelltyp-Tinte nur eine einzige Druckerdiise. Diese Dise hat einen relativ
groRen Durchmesser, da die Viskositdt des noch im Solzustand befindlichen Hydrogels trotzdem
relativ hoch ist (Abb. 1 und Abb.2-7). Die dadurch erzeugten Tropfen sind relativ groR und beinhalten
in der Regeleine hohe Anzahl von Zellen (ca. 2000 Zellen pro Tropfen).

Uberraschenderweise hat sich gezeigt, dass durch die Verwendung neu formulierter photosensitiver
Zelltinten statt der bisher genutzten Hydrogele die Viskositdat der Zelltinten - Tropfen so sehr
erniedrigt werden konnte, dass diese von Druckerkopfen aus dem hochauflosenden
Kunstdruckbereich verarbeitet werden k&nnen. Das war bisher nicht méglich. Dadurch sind
Zelltintentropfen von wenigen Pikolitern (mit ca. 20 Zellen pro Tropfen) druckbar (Abb. 8-10). Mit
dieser Druckauflésung kann man bereits Kapillaren drucken, die wesentlich kleiner im Durchmesser
sind als die Kapillaren bisheriger Systeme. Zusatzlich stellte sich heraus, dass die Druckauflésung
nochmals weiter erhdoht werden konnte, indem man die Tinten so gestaltete, dass nur auf den
Randbereich der Kapillartintentropfen begrenzt eine Vernetzungsreaktion stattfand. Das restliche
Tropfenvolumen hingegen durchlauft diese Vernetzungsreaktion nicht und wird anschlielfend
ausgesplilt oder auf anderem Wege beseitigt, um anschliefend als Kapillarhohlraum zu fungieren.
Durch diesen neuartigen Druckvorgang konnte die Druckaufldsung bis zu einer GrofRenordnung auf
einer molekularen Ebene bzw. einzelnen Zellen bzw. Zelllagen erhoht werden und hat damit die
Feinheit von Stereolithographie-Systemen erreicht. Die mit diesem Verfahren druckbaren Kapillaren
sind so fein wie die Kapillaren des menschlichen Organismus.

Die auf den Randbereich der Kapillartintentropfen begrenzte Vernetzung kann sowohl durch
Tintenbestandteile als auch durch einen gerichteten Laserstrahl (oder eine andere gerichtete
elektromagnetische Quelle) erfolgen. Die dabei ablaufenden Reaktionen kdnnen physikalischer,
chemischer oder biologischer Natur sein (siehe Abschnitt Beispiele).
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Wahrend des gesamten Druckprozesses wird das entstehende Gewebe bevorzugt Uber die kapillaren
Strukturen mit N&hrmedium durchspilt. Dafir wird wahrend des Drucks ein spezifisches
Druckmuster erzeugt, das die Bildung von Kapillaren zwischen zukiinftigen arteriellen und vendsen
Strukturen organisiert.

Soll ein ganzes Organ gedruckt und spater in einen Organismus oder Patienten implantiert werden,
kann das Organ fir einen begrenzten Zeitraum vor der Implantation in einer speziell dafir
hergestellten Vorrichtung aullerhalb des Kérpers an den Blutkreislauf des Patienten angeschlossen
werden. Durch diese Vorrichtung kénnen die physiologischen Werte des Organs Gberprift und der
optimale Implantationszeitpunkt ermittelt werden.

Stand der Technik:

In Deutschland warten bis zu 15.000 Patienten auf ein Spenderorgan. Lediglich fir weniger als 1/3
von ihnen kann ein passendes Organ gefunden werden. Fiir Forschung und Pharmazie werden in
Deutschland jahrlich ca. 3 Mio. Tierversuche unternommen, die durch Alternativen Uberflissig
gemacht werden kodnnten. Ein weiteres Gebiet fiir den 3D-Druck von Geweben ist die regenerative
Medizin, die weiterhin groRe Fortschritte macht.

Der 3D-Bioprint kann fir diese und andere Anwendungsfelder eine Losung herbeifihren. Durch ihn
werden Zellstrukturen mit 3D-Druckern hergestellt, wobei Zellenebenen in einer additiven Fertigung
aufeinandergeschichtet werden, um so komplexe dreidimensionale Strukturen zu bilden. Geeignet
fir das Biodrucken sind besonders Techniken wie das Fused Deposition Modeling, das Droplet-
Verfahren und die Stereolithographie:

Das Fused Deposition Modeling ist ein extrusionsbasiertes Druckverfahren, das Thermoplaste und
Verbundwerkstoffe sowie Keramiken und Metalle verarbeitet. Auch Zellen in Alginat- oder
Gelatinegelen sind damit druckbar. Nachteilig bei diesem Verfahren ist besonders die geringe
Druckaufldésung. Das Dropletverfahren verarbeitet polymere Losungen, kolloidale Suspensionen und
Zellsuspensionen. Die Auflosung beim Dropletverfahren ist zwar hoher als die des Fused Deposition
Modeling, aber nicht ausreichend fir den Druck von vaskuldren Strukturen. Die Stereolithographie
besitzt dagegen durch die Verwendung eines feinen Laserstrahls die hochste Auflésung, die bisher
erreichbar ist. Sie verarbeitet eine viskose photoaushartbare Polymerldsung, die einem gerichteten
elektromagnetischen Strahl ausgesetzt wird, um die Losung raumlich zu vernetzen. lhr Nachteil liegt
darin, dass immer nur ein einziger Zelltyp innerhalb einer Reaktionswanne druckbar ist. Wenn man
einen weiteren Zelltyp hinzufligen mdchte, muss bevorzugt das Reaktionsbad gewechselt werden.

Im Stand der Technik ist der Inkjet Biodruck des Marktfiihrers Organovo beschrieben, der
Tintentropfchen mit jeweils 10.000 bis 30.000 Einzelzellen erzeugt (Quelle: Organovo). Die Firma
Organovo nutzt den Biodruck insbesondere zur Herstellung von Lebergewebe. In der Regel werden in
das geschadigte Organ 3D-gedruckte Gewebeteile eingepflanzt, die in ihrer Wirkungsweise die
bestehende Leber unterstiitzen und so die Lebensdauer dieses Organs verlangern, bis ein geeigneter
Spender gefunden ist.

Beim Extrusions-Biodruck werden Biotinten mit Hilfe von mechanischem Druck aus einer kleinen
Nadel gespritzt. So wird das gesamte Zellgeriist Schicht fur Schicht gedruckt. Dieses Verfahren wird
beispielsweise von Biodruckern der Firma Envisiontec GmbH genutzt. Die Arbeitsgeschwindigkeit ist
relativ hoch, leider ist die Druckauflésung aber sehr niedrig.
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Die Stereolithographie wird beispielsweise von den Firmen Cellbricks und TissUse (,,organ on a chip“)
verwendet. Sie liefert die hochste Druckaufldsung, da mit Hilfe eines Laserstrahls ein Hydrogel
vernetzt wird. Allerdings kann mit diesem Verfahren immer nur ein Zelltyp gedruckt werden. Um das
Gewebe aus mehreren Zelltypen zusammen zu setzen, muss bevorzugt das entstehende Gewebe
durch verschiedene Reaktionswannen gewechselt werden, wodurch der Prozess verlangsamt wird
und das gedruckte Gewebe nur geringe AusmafRe erreicht.

Neben diesen am haufigsten verwendeten Verfahren existieren eine Reihe von Verfahren, die aus
Modifizierungen hervorgegangen sind:

Einige Techniken zielen darauf ab, dass sich die sehr feinen Kapillaren (im Durchmesser bis zu 10 um
klein) zwischen den grofReren gedruckten Venen und Arterien wahrend der Zellkultur selbst bilden
(Yu et al., 2014). Problematisch hierbei ist, dass das gedruckte Gewebe fir langere Zeit ausgereift
werden muss. Je langer das Gewebe in Zellkultur gehalten wird, desto groéfer wird die
Wahrscheinlichkeit fir Artefakte.

Ein anderer Losungsansatz ist der Druck von schlauchformigen Strukturen mit einem Polymer, das
anschlieBend wieder depolymerisiert und ausgespult wird und dadurch einen Hohlraum fir die
Bildung eines vaskuldren Systems freigeben soll (Kolesky et al., 2014; Lee et al., 2014a,b). Dieser
Losungsansatz ist aber unzureichend und unterscheidet sich zum hier offenbarten neuartigen
Verfahren in zwei Punkten: 1) es handelt sich um einen Schlauch ohne Endothelzellen und feinste
Verastelungen, eine langere Inkubation (mit zu erwartenden Artefakten) ist erforderlich und 2) die
Druckaufldsung ist viel zu niedrig, um ein echtes kapillares System erzeugen zu kdnnen.

Ein weiterer Losungsansatz ist ein Tandem-Druck: zuerst wird mit einem Stereolithographie-System
(das eine hohe Auflésung hat aber nur einen einzigen Zelltyp verdrucken kann) das vaskuldre
Netzwerk gedruckt. AnschlieBend wird die gedruckte vaskuldre Struktur in ein anderes 3D-
Drucksystem tberfiihrt (das keine gute Auflésung hat, aber verschiedene Zelltypen verdrucken kann),
in dem die restlichen Gewebezellen gedruckt werden (Yu et al., 2014). Dazu muss insbesondere die
gedruckte vaskuldre Struktur aus dem Reaktionsbehalter des einen 3D-Drucksystems entfernt und in
den Reaktionsbehdlter des anderen 3D-Drucksystems Uberfihrt werden. Besondere Unterschiede
zum hier offenbarten Verfahren sind: 1) Es kénnen keine einzelligen Zell-Lagen gedruckt werden, die
Strukturen waren bei Wechsel zu fragil und 2) es werden zwei verschiedene Drucker benétigt, beim
Wechsel steigt das Kontaminationsrisiko.

Um das hier offenbarte Verfahren umsetzen zu koénnen, bedarf es in bevorzugten
Ausfiihrungsformen insbesondere eines Druckertisches, der das gedruckte Gewebe mit Nahrmedium
versorgen kann, damit die Zellen nicht unterversorgt sind oder absterben. AuBerdem muss sich der
Druckertisch bevorzugt in einem flussigkeitsgefiillten Druckraum befinden.

Druckertische und Druckraume der herkdmmlichen 3D-Druckverfahren sind hierfir nicht nutzbar.
Beispielsweise haben die meisten 3D-Drucksysteme (z.B. FDN, SLS, BJ und andere) einen trockenen
Druckertisch in einem trockenen Druckraum und besitzen keine Moglichkeit fur eine
Flussigkeitsaufnahme.

Einige wenige 3D-Druckertypen besitzen zwar einen Flussigkeitsgeflllten Druckraum (z.B. SLA), hier
gibt es aber keinerlei Versorgungssystem fiir das gedruckte Gewebe mit einem zusatzlichen
Flussigkeitszulauf und Ablauf, wie er beim 3D-Druck von vaskuldren Strukturen aufweisenden
Geweben und Organen erforderlich ist.
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Das hier offenbarte neuartige Drucksystem baut auf einem Dropletverfahren auf und unterscheidet
sich in mehreren Punkten von bisherigen Droplet-Systemen, die folgend aufgefiihrt sind:

1)

Es werden neuartige photosensitive Biotinten genutzt, die so niedrigviskos sind, dass sie die feinen
Druckerkdpfe von photorealistischen Kunstdruckern nicht verstopfen. Bisherige Tintentropfen
enthalten ca. 2000 — 3000 Zellen und bestehen aus Hydrogelen (Organovo). Die Hydrogelbestandteile
sind der Grund fir die relativ groRen Tropfen, da ihre Viskositdt auch im Solzustand relativ hoch ist.
Die im hier offenbarten Verfahren erzeugten Tropfchen sind sehr klein, niedrigviskos und enthalten
ca. 20 Zellen oder weniger. Die gedruckte Zellmasse wird dadurch erreicht, dass die Kunstdruck-
Druckerkopfe statt nur einer Duse pro Tintentyp (wie bisher in Anwendung) ca. 160 Disen oder mehr
besitzen.

Gleichzeitig besitzen die Tinten eine Formulierung, die es ermdglicht, unmittelbar zu vernetzen und
dadurch ein Verlaufen der Tropfen zu verhindern. Bisher existierende Hydrogele im
Dropletverfahren, die photosensitiv waren, nutzen Aushartungen, die durch eine Lichtquelle
auBerhalb des Druckerkopfes ausgelost werden und die liber einen langeren Zeitraum von mehreren
Minuten andauern. In dem hier offenbarten neuartigen Verfahren befindet sich die Quelle der
elektromagnetischen Wellen (z.B. sichtbares Licht, IR, UV) direkt im Druckerkopf und kann sowohl
starr als auch gerichtet sein.

2)

Spezielle Biotinten (Kapillartinten) innerhalb des hier offenbarten neuartigen Drucksystems
vernetzen nur selektiv begrenzt in den Randbereichen der Tropfen bzw. in den angrenzenden
Bereichen zu den Tropfen anderer Tinten. Diese selektive Vernetzung kann entweder durch
Bestandteile der Tinte oder durch gerichtete elektromagnetische Strahlung ausgelost werden. Die
Vernetzung kann biologischer, chemischer oder physikalischer Art sein. Die Tropfenbestandteile der
speziellen Biotinten, die nicht im Randbereich liegen, werden ausgesplilt oder anders beseitigt,
wodurch der notwendige Hohlraum fir die entstehenden Kapillaren gebildet wird.

Dabei ins umliegende Gewebe ausgespiilte, nicht vernetzte Kapillar-Zellen (z.B. Endothelzellen)
werden z.B. zum Ausgangspunkt spaterer neuer kapillarer Stukturen oder gehen bei der
Gewebedifferenzierung unter.

Durch diesen Prozess wird es moglich, eine Druckauflésung zu erhalten, bei der nur einzelne
Molekiile oder einzelne Zellen gezielt vernetzt werden. Die Eigenschaft, einzelne Zellen zu vernetzen,
hatten bisher nur hochauflosende Stereolithographie-Verfahren. Die Tropfengroflen liegen dabei
bevorzugt in GréfRen zwischen einem Femtoliter und 10 Mycrolitern.

Das so erzeugte Druckbild erhalt eine neuartige, bisher unerreichte Qualitat, bei der

- einerseits gleichzeitig verschiedene Tintentypen (z.B. Muskelzellen, Nervenzellen, Strukturtinten,
Kapillartinten) in photorealistischer Weise gedruckt werden kénnen und bei der

- andererseits durch die selektiv begrenzte Randvernetzung der Kapillartinten die Druckauflosung so
hoch ist, dass einzelne Zell-Lagen (z.B. Endothelzellen) ausgebildet werden.

3)

Durch die Ausbildung eines belastbaren BlutgefédRsystems bereits wahrend des Drucks ist es moglich,

schon wiahrend des Druckvorganges das entstehende Gewebe oder Organ ausreichend mit

Nahrstoffen zu versorgen. Die dazu erforderlichen Anschliisse an Pumpensysteme werden zunachst
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durch den Druckertisch und die darauf befindliche Druckplatte (Abb. 2 - 7) bereitgestellt. Um noch
feinere, fir jeden Gewebeaufbau individuelle Anschlisse fur Gefde und Kapillaren zu erzeugen,
werden von diesen Anschliissen aus individuelle Anschliisse gedruckt. Dabei konnen in bevorzugten
Ausfiihrungsformen entweder Kapillar- und Gewebetinten oder zunachst eine Strukturtinte genutzt
werden.

Falls dabei eine Strukturtinte genutzt wird, kann der Ubergang zwischen Stukturtinte und Zelltinte
Uiber einen Gradienten erfolgen, wodurch das System stabilisiert wird. Bisher gibt es keine Droplet-
Technologie, in der ein solches Versorgungssystem fur gedruckte Zellen besteht.

Nach erfolgtem Druck kann die herausnehmbare Druckfolie (auf der sich der fertige Druck befindet
und die Zu- und Ablaufanschlusse fur Flussigkeiten besitzt), in einem Inkubator weiter kultiviert
werden (Abb. 19).

4)

Es wird ein neuartiges komplexes Druckmuster offenbart, das die Ausbildung von Kapillaren zwischen
arteriellen und vendsen Strukturen ermoglicht, in denen die darin flieRende Flussigkeit (z.B. Medium
oder Blut) vom arteriellen Bereich in den vendsen Bereich stromt. Bisher sind solche Druckmuster
nicht bekannt und kdnnten aufgrund des bisherigen Standes der Technik auch nicht umgesetzt
werden.

Das Druckmuster ist deswegen einzigartig, weil in einem einzigen Druckvorgang geordnet
verschiedene Zelltypen gedruckt werden und gleichzeitig geordnet Strukturen erzeugt werden
kénnen, die nur wenige Molekiile grof? sind.

Dieses Druckmuster ist bevorzugt durch folgende Eigenschaften gekennzeichnet:

- Spezifischer Algorithmus zur Berechnung des Druckbildes in Bezug auf den verwendeten
Zelltyp (Tintentyp) sowie in Bezug auf den Abstand und die GroRe der Kapillaren und der
arteriellen und vendsen Strukturen. Dabei richtet sich der Algorithmus einerseits nach den
Erfordernissen fiir eine optimale kapillare Versorgung des zu druckenden Moduls und
andererseits nach den physiologischen und anatomischen Erfordernissen des jeweiligen
Gewebaufbaus.

- Das aus unterschiedlichen Gewebetypen und GefiRen bestehende Gewebe/Organ wird in
einzelne Module unterteilt, die wiederum in Druckebenen (Slices) unterteilt werden.
Die verschiedenen gedruckten Zelltypen auf einer Druckebne im Modul entsprechen dabei
ihrer Gefal3- oder Gewebeposition innerhalb des jeweiligen Gewebes oder Organs.

- Es wird bevorzugt ein flaichendeckendes Kapillarsystem mit einem Kapillar-Innendurchmesser
von 5 Mycrometern und groRer erzeugt. Die Kapillaren haben bevorzugt einen Abstand von
ca. 50 Mycrometern zueinander auf jeder einzelnen Druckebene. Die darin flieBende
Flassigkeit stromt nach abgeschlossenen Druck von arteriell nach vends.

- Die Summe der einzelnen Druckebenen fiihrt zu einem Einzelmodul. Das Modul besitzt
vorzugsweise ein aufsteigendes und ein absteigendes Gefal}, (Abb. 15 und 16), beide sind
durch dazwischen liegende facherférmige kleinere Kapillaren miteinander verbunden. Aus
den aufsteigenden und absteigenden Gefdflen werden die Anschlisse fir die arterielle
Zufiihrung und die venodse Abfiihrung. Der dadurch entstehende Mikrokreislauf stellt die
kleinste Versorgungseinheit im gedruckten Gewebe dar.
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- Basismodule werden zusammengesetzt und verklebt zu groReren Geweben oder Organen.
Die auf- und absteigenden GefdRe aus den Mikrokreislaufen werden dabei zu zu- und
abflihrenden HauptgefaRen vereint.

5)

Bereitstellung eines neuartigen Druckertisches, der sich in Z-Richtung eines mediumgefillten
Druckraums bewegen kann und der Versorgungsanschliisse hat, durch die das gedruckte Gewebe mit
Medium regulierbar versorgt wird.

6)

Bereitstellung einer Druckerkopfversorgungseinheit, in der regulierbar die Zelldichte und die
Tintenkonzentration gemischt werden. Die gemischte Tinte fiir die Druckerkopfe wird nach Vorgaben
des Druckeralgorithmus zusammengesetzt. Prinzipiell existieren im Verfahren Gewebetinten,
Kapillartinten und Strukturtinten, wobei auch weitere Tintentypen vorkommen kénnen.

Gegenstand der Erfindung:

Es bedarf eines 3D-Druckverfahrens, das

- innerhalb eines Arbeitsschrittes verschiedene Zelltypen selektiv drucken kann und

- dass die hohe Druckauflosung von Stereolithographie-Verfahren erreicht.

- Zusatzlich soll das Verfahren eine Druckgeschwindigkeit besitzen, mit der der Druck von ganzen
Organen real durchfiihrbar ist.

- AuRRerdem sollte das neuartige Drucksystem bevorzugt bereits wahrend des Drucks neu gebildetes
Gewebe Uber die dabei erzeugten Kapillaren mit Medium oder anderen zur Erndhrung der Zellen
geeigneten Flussigkeiten durchspiilen (Abb. 16).

- Das Druckverfahren sollte bevorzugt auch ein neuartiges Druckmuster bereit stellen, mit dem es
moglich ist, ein Kapillarsystem zwischen arteriellen und vendsen Strukturen auszubilden, in dem die
darin flieBende Flissigkeit (z.B. Medium oder Blut) von arteriell nach vends strémen kann.

- Das Drucksystem sollte insbesondere eine Vorrichtung besitzen, die fir eine ausreichend hohe Zell-
Konzentration pro Volumeneinheit im Tintentropfen sorgt, ohne dass die Zellen dabei im
Druckerkopf verklumpen.

Die bevorzugten Abldufe des Verfahrens sind:

- Bereitstellung mindestens einer Kapillartinte und einer weiteren Biotinte mit Zellen und
Vernetzungsmolekilen in einem Droplet-Drucker;

- Aufbringen mindestens eines Tropfens der Kapillartinte und der Bio-Tinte auf eine
Reaktionsebene;

- In-Kontakt-Bringen von elektromagnetischen Wellen mit den Vernetzungsmolekiilen in
diesen Tropfen auf der Reaktionsebene;
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- und Aktivierung der Vernetzungsmolekiile mittels ungerichteter oder gerichteter
Bewegungen der elektromagnetischen Wellen in den Tropfen, wodurch vernetzte Strukturen
ausgebildet und so vaskulare Strukturen erhalten werden.

- Bereitstellung mindestens einer Kapillartinte, die nur im Randbereich des Tropfens an der
Grenze zu Tropfen anderer Tinten vernetzt

- Ausspilen oder Beseitigen der nicht vernetzten Tropfenbestandteile der Kapillartinte

- Bereitstellen von niedrigviskosen, durch elektromagnetische Wellen vernetzbaren Biotinten,
die von den hochauflésenden Druckerkdpfen photorealistischer Drucker verarbeitbar sind
und die unmittelbar nach Einwirkung der elektromagnetischen Wellen vernetzen

- Bereitstellen eines Versorgungssystems der gedruckten Zellen im Drucker mit Nahrmedium
(Bereitstellung durch den Druckertisch); weitere bevorzugte Ablaufe sind:

- Bereitstellung einer Druckerkopfversorgungseinheit, die bevorzugt nach Vorgaben des
Druckalgorithmus die Zelldichte und die Tintenkonzentration im Tintentropfen reguliert und
die angemischten Tinten in den Druckerkopf flhrt.

- Bereitstellung eines neuartigen Druckertisches in einem mediumgefiillten 3D-Druckraum, der
eine Versorgung flr das gedruckte Gewebe mit Nahrmedium gewahrleistet, damit die Zellen
nicht absterben

- Bereitstellung eines spezifischen Algorithmus zur Berechnung des Druckbildes in Bezug auf
den verwendeten Zelltyp (Tintentyp) sowie in Bezug auf den Abstand und die GroRe der
Kapillaren und der arteriellen und vendsen Strukturen. Dabei richtet sich der Algorithmus
einerseits nach den Erfordernissen fiir eine optimale kapillare Versorgung des zu druckenden
Moduls und andererseits nach den physiologischen und anatomischen Erfordernissen des
jeweiligen Gewebaufbaus.

- Die Summe der einzelnen Druckebenen fiihrt bevorzugt zu einem Einzelmodul. Das Modul
besitzt mindestens ein aufsteigendes und ein absteigendes GefaR, die durch facherartige
Kapillaren verbunden sind. Aus den aufsteigenden und absteigenden GefdRen werden die
Anschliisse fur die arterielle Zufiihrung und die vendse Abfiihrung. Der entstehende
Mikrokreislauf stellt die kleinste Versorgungseinheit im gedruckten Gewebe dar.

- Einzelmodule werden zusammengesetzt und verklebt zu grofieren Zielstrukturen, die zu- und
abfihrenden GefaRe werden dabei zu geneinsamen Anschlussgefaffen zusammengefihrt.

Das erfindungsgemafRe 3D-Druckverfahren wird mit einem hochauflésenden Droplet-Drucker und
einer Vorrichtung zum Applizieren von elektromagnetischen Wellen bevorzugt einem Laser, einer
UV-Lampe oder einer Diode umgesetzt. Die dabei verwendeten Tinten sind niedrigviskose Tinten, die
von den hochaufldsenden Druckerkdopfen photorealistischer Kunstdrucker verarbeitet werden
kénnen und die unmittelbar unter dem Einfluss elektromagnetischer Wellen vernetzen, bevorzugt
innerhalb einer Sekunde. Die Tintentropfen kénnen Volumina von 1 Femtoliter bis zu 10 Mycrolitern
besitzen.

Das erfindungsgemafe 3D-Druckverfahren beinhaltet ebenfalls mindestens eine Kapillartinte, die in
den Randbereichen der Tropfen bzw. in den angrenzenden Bereichen zu den Tropfen anderer Tinten
selektiv vernetzt. Diese selektive Vernetzung erfolgt entweder hervorgerufen durch
Tintenbestandteile (der Kapillartinte und/oder der angrenzenden Biotinten) oder durch gerichtete
elektromagnetische Wellen, die einzelnen Zellen im Randbereich der Kapillartintentropfen
vernetzen. Die nicht vernetzten Bereiche der Kapillartinten werden ausgespiilt oder auf andere
Weise beseitigt und bilden den Hohlraum fir das Kapillar- und Blutgefal3system.
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Durch die selektiv auf den Randberiech der Kapillartintentropfen raumlich begrenzte Vernetzung
kdénnen nicht nur einzelne Zellen, sondern sogar einzelne Molekiile zu einer Vernetzungsreaktion
oder anderweitigen Schichtbildung aktiviert werden. Durch diesen Vorgang erreichte Druckaufldsung
ist noch hoher als die von Stereolithographie-Verfahren, die bei ca. 20 nm liegt.

Beispielhafte Reaktionen im Randbereich der Kapillartintentropfen kénnen sein:

- Thiol-en Reaktionen

- Schlussel-Schloss-Reaktionen

- nucleophile Ringdffnungen

- Selfassembling von Molekiilen und Partikeln

- selektive Faktoren an den Zellen der Kapillartinten und/oder Biotinten

- radikalische oder kationische Polymerisierungsreaktionen

- Antikorper-Reaktionen

- Reaktionen mit Klick-Chemie-Komponenten (z.B. Cycloaddition, andere)

- andere Vorgdnge, in denen es moglich ist, dass zwei benachbarte Randbereiche eine raumlich
begrenzte Reaktion oder Interaktion untereinander durchfiihren kdnnen oder in denen es zu einem
»Self-assembling“-Prozess kommt

Da die fiir den jeweiligen Gewebedruck erforderlichen Tintenbestandteile im Tintentropfen bezliglich
Zelldichte und Tintenkonzentration variieren konnen und vom Druckalgorithmus bestimmt werden,

war es eine Aufgabe oder ein Aspekt er Erfindung, eine dem Druckerkopf vorgeschaltete
Druckerkopfversorgungseinheit bereitzustellen (Abb. 8). In dieser werden die angeziichteten Zellen
aus dem Zelltank Gber eine Pumpe in einen Zellkonzentrator gepumpt. Hier wird die Zelldichte
aufkonzentriert und Gberschiissiges Medium abgesondert. Uber einen Zellzihler wird eine definierte
Zellkonzentration weitergeleitet zu einer Mischeinheit. In diese Mischeinheit wird ebenfalls aus
einem Tank fiir Tintenkonzentrat ein bestimmtes Volumen eingeleitet. Die Mischeinheit mischt die
Tinten nach Vorgaben des Druckalgorithmus fiir den erforderlichen Gewebetyp und leitet diese an
die Druckerkopfe weiter. Die Anzahl der Druckerkopfversorgungseinheiten richtet sich nach der
Anzahl der benétigten Tinten und kann variieren. Die Tinten kénne jedoch auch ohne Vorgaben des
Druckalgorithmus gemischt werden.

Um das gedruckte Gewebe am Leben zu erhalten, kann es z.B. erforderlich sein, dieses schon
wahrend des Druckvorgangs an einen Versorgungskreislauf anzuschlieBen. Auferdem muss sich das
gedruckte Gewebe wihrend des Drucks bevorzugt in einem mediumgefuillten Druckraum befinden,
damit es nicht austrocknet. Herkdmmliche Druckertische verfliigen nicht Uber ein solches
Versorgungssystem. Eine Aufgabe oder ein Aspekt der Erfindung war es deshalb, einen Druckertisch
bereitzustellen, der wihrend des Drucks das Gewebe mit Nahrmedium durch Mediumzulauf und —
ablauf versorgt (Abb. 2-7).

Die Flussigkeit fir Mediumzulauf und —ablauf wird z.B. von aufen durch ein regulierbares
Pumpsystem an den Drucker herangefiihrt. Die Laufrichtung der Pumpen ist dabei umkehrbar. Die
Zufuihrung erfolgt insbesondere Uber ein Schlauchsystem, welches Giber Anschlussverbindungen (z.B.
Luer) an den DruckertischfuR angeschlossen wird. Uber die Zapfen des DruckertischfuRes wird das
Medium durch den Druckertisch in die Druckplatte geleitet. Zwischen dem DruckertischfuR® und der
Druckplatte befindet sich eine austauschbare Silikonmembran, die den mit Medium gefiillten
Druckraum von der Bodenplatte trennt und gegen das Medium abdichtet (Abb. 2-7). Die
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Silikonmembran ist zur Dichtung notwendig, da die Bodenplatte des Druckraums vom Stift der
Mycrometerschraube durchdrungen wird und den Druckertisch auf- und abfahren lasst.

Herkdmmliche Dichtungssysteme wie beispielsweise Gleitringdichtungen sind erfahrungsgemal
potentielle Kontaminationsquellen. Die neuartige Losung des Problems durch eine herausnehmbare
Silikonmembran hat den Vorteil, dass sie leicht zu reinigen und zu sterilisieren ist. Auferdem kann
man sie preiswert ersetzen. Durch ihre hohe Dehnbarkeit ist die Druckertischeinstellung frei wahlbar.
Die Silikonmembran fungiert gleichzeitig als Dichtung zwischen Bodenplatte und Druckraumwand.

Um den Drucktisch (innerhalb des Druckraums) problemlos wechseln zu koénnen, besitzt der
DrucktischfuR (auRerhalb des Druckraums) insbesondere einen Magneten, der den Drucktisch
anzieht. Durch die Magnetkraft werden ebenfalls die Anschlusszapfen des Druckertischfulies in die
Dichtung der Gegenbohrung der Druckplatte gedriickt und abgedichtet. Diese bevorzugte
erfindungsgeméafe Losung flhrt zu einer extrem einfachen Handhabung beim Wechseln des
Drucktisches.

Das zu druckende Gewebe sollte, um es ausreichend versorgen zu koénnen, von vielen Gefal3en
durchdrungen sein (Abb. 15). Um das dazu erforderliche Druckmuster bereitstellen zu koénnen,
bedarf es insbesondere eines spezifischen Algorithmus in Bezug auf den verwendeten Zelltyp
(Tintentyp) sowie in Bezug auf den Abstand und die GroRe der Kapillaren und der arteriellen und
vendsen Strukturen. Dabei richtet sich der Algorithmus insbesondere einerseits nach den
Erfordernissen fir eine optimale kapillare Versorgung des zu druckenden Moduls und andererseits
nach den physiologischen und anatomischen Erfordernissen des jeweiligen Gewebaufbaus. Das aus
unterschiedlichen Gewebetypen und GefiRen bestehende Gewebe/Organ wird insbesondere in
einzelne Module unterteilt, die wiederum in Druckebenen (Slices) unterteilt werden. Die
verschiedenen gedruckten Zelltypen auf einer Druckebene im Modul entsprechen dabei ihrer Gefal3-
oder Gewebeposition innerhalb des jeweiligen Gewebes oder Organs. Es wird insbesondere ein
flaichendeckendes Kapillarsystem mit einem Kapillar-Innendurchmesser von ca. 10 Mycrometern und
grofler erzeugt. Die Kapillaren haben bevorzugt einen Abstand von ca. 50 Mycrometern zueinander
auf jeder einzelnen Druckebene. Die darin flieBende Flissigkeit stromt nach abgeschlossenen Druck
von arteriell nach venos (Abb. 15).

Die Summe der einzelnen Druckebenen flhrt zu einem Einzelmodul. Das Modul besitzt vorzugsweise
ein aufsteigendes und ein absteigendes Gefal3, beide sind durch dazwischen liegende facherformige
kleinere Kapillaren miteinander verbunden. Aus den aufsteigenden und absteigenden Gefdl3en
werden die Anschliisse fir die arterielle Zufihrung und die vendse Abflhrung. Der dadurch
entstehende Mikrokreislauf stellt die kleinste Versorgungseinheit im gedruckten Gewebe dar.
Einzelmodule werden zusammengesetzt und verklebt zu groReren Zielstrukturen.

Die fir das Gefallsystem bevorzugten erforderlichen Anschlussoffnungen, auf die die Gefalle
gedruckt werden, befinden sich auf einer Druckplatte, die auf dem Drucktisch befestigt wird (Abb. 2 -
7). Die Funktion dieser Druckplatte ist die Verteilung des Mediums aus den beiden Hauptanschlissen
des Drucktisches in die individuell erforderlichen Nebenanschlisse. Da jedes Gewebe anatomisch
anders aufgebaut ist, sollte die Platte flir jeden Druckvorgang individuell erstellt werden. Jede
Druckplatte wird im Vorfeld tGber einen 3D-Druck (z.B. FDM, SLS, BJ, andere) angefertigt. Die Dateien
zum Druck stammen ebenfalls aus dem Systemalgorithmus zur Organisation des Druckers. Die
Druckplatte entspricht einem individuell erstellten Arbeitsmittel fir den Druck und ist bevorzugt aus
einem Polymer gefertigt.
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Oberhalb der Druckplatte ist eine Druckfolie bevorzugt aus bioabbaubarem bzw. resorbierbarem
Polymer aufgebracht, die die gleichen Anschlisse wie die Druckplatte besitzt. Die Druckfolie dient
dem leichten und zerstdrungsfreien Ablosen des Gewebes von der Druckplatte. Durch die biologische
Abbaubarkeit des Polymers wird die Druckfolie in kurzer Zeit im Kérper abgebaut (Abb. 2-7).

Um das gedruckte Gewebe problemlos in einem handelsiiblichen Brutschrank reifen zu lassen, wird
der Drucktisch mit Druckplatte (fakultativ nur die Druckplatte) in ein InkubatorgefaRR (Abb. 19)
Uberfiuhrt, das im Brutschrank gelagert wird. Dieses InkubatorgefaR besteht insbesondere aus einer
mediumgefillten Wanne mit einem aufzulegenden Deckel. Auf dem Boden der Wanne ist ein Fuf}
fest installiert, auf dem ein baugleicher DruckertischfulR wechselbar angebracht ist. Die zu- und
abfiihrenden Mediumschlduche zum DruckertischfuR werden tber Offnungen im InkubatorgefiR
herangefiihrt. Auf die Zapfen des DruckertischfuRes (ohne Silikonmembran) wird mittels Magnetkraft
der Druckertisch samt Druckplatte, Druckfolie und gedrucktem Gewebe aufgesetzt (Abb. 19).

Weitere Ausflihrungsformen:

In einer bevorzugten Ausfilhrungsform der Erfindung liegt die Tropfengrofle zwischen einem
Femtoliter und 10 Mykrolitern. Vorteilhafterweise erlaubt diese Tropfengrofle die Losung der
erfinderischen Aufgabe Uberraschend gut. in einer Thiol-en Reaktion. Thiolmodifizierten Molekiile im
Inneren des Tropfens vernetzen unter di

In einer weiteren bevorzugten Ausflihrungsform besitzen die Kapillartinten thiolmodifizierte
Molekiile, die sie umgebenden Biotinten besitzen allylmodifizierte Molekiile und einen Photoinitiator
zur Auslosung der Vernetzungsreaktion. Diese Vernetzungsreaktion findet innerhalb der Biotinten
zwischen den allylmodifizierten Molekilen statt. Die thiolmodifizierten Molekiile der Kapillartinten
vernetzen nur selektiv im Randbereich mit den allylmodifizierten Molekilen der Biotinten esen
Bedingungen nicht und werden ausgespiilt.

In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform fiihrt eine Kupfer(l)-katalysierte 1,3-dipolare
Cycloaddition von Aziden und Alkinen zur Vernetzungsreaktion im Randbereich der Kapillartinten,
wobei azidmodifizierte und alkinmodifizierte Molekile nur im Grenzbereich der Kapillartintentropfen
zu Biotinten aufeinander treffen.

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform enthalt die Kapillartinte epoxidgruppenmodifizierte
Molekiile, die eine nukleophile Ringdffnung mit OH-Gruppen oder NH»-Gruppen von Molekiilen aus
den Biotinten hervorrufen kdonnen oder die durch Komponenten aus den Biotinten eine
saurekatalysierte oder basenkatalysierte Ringoffnung durchlaufen.

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform enthalten Kapillartinten und Biotinten Molekiile, die
im Grenbereich self-assembling Strukturen ausbilden, beispielsweise tber lonen, Aptamere oder
andere zu self-assembling neigenden Strukturen.

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung ist vorgesehen, dass die Zellen einen
selektiven Faktor enthalten, durch den sie mittels gerichteter Bewegung der elektromagnetischen
Wellen innerhalb eines Tropfens selektiv vernetzt werden.

Die neuartigen niedrigviskosen, durch elektromagnetische Wellen vernetzbaren Biotinten und
Kapillartinten setzen sich zusammen aus a) dem jeweiligen Zelltyp (fakultativ mit fir den Zelltyp
selektivem Faktor) und Vernetzungsmolekilen.). Zusatzlich kénnen auch noch Wachstumsfaktoren,
Signalmolekile, Partikel fir den Aufbau einer Reizleitung oder andere Molekiile Bestandteile der
Tinte sein.
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Durch eine selektiv wirkende Energiequelle kann aus einem Tropfen mit einer Mischung
verschiedener Zellen eine Vernetzungs- oder Polymerisationsreaktion ausgeldst werden, in der nur
der jeweils beabsichtigte Zelltyp getroffen wird. Bevorzugt kdonnen die nicht vernetzten Zellen
entfernt werden. Beispielsweise kann ein kleiner Tropfen von nur 5 Pikolitern (ca.20 — 200 Zellen) aus
einem Gemisch von vaskularen Endothelzellen und Myoblasten bestehen. Aus diesem Gemisch
heraus wird in einer bevorzugten Ausfiihrungsform anschliefend mit einem nanometergenauen
Laserstrahl der Ring einer feinen Kapillare geformt. Durch einen spezifischen Energieeintrag eines
Lasers 1 werden im Gemisch bevorzugt nur die Endothelzellen vernetzt, die sich entlang der
Innenseite des Ringes befinden. Mit einem anderen spezifischen Energieeintrag eines Lasers 2
werden in dieser bevorzugten Ausfihrungsform auf der &duBeren Seite des Ringes nur die
angrenzenden Myoblasten vernetzt (Abb. 13 und 14)

In einer weiteren bevorzugten Ausflihrungsform ist vorgesehen, dass die nicht vernetzten Zellen im
Inneren der vaskularen Struktur mittels Laser entfernt werden.

Bevorzugt werden auch Biotinten bestehend aus einem insbesondere homogenen Zelltyp vernetzt,
um beispielsweise groRere homogene Gewebebereiche zu drucken.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform werden die zu vernetzenden Zellen in ein sich bildendes
Netzwerk eingeschlossen.

In einer weiteren Ausfiihrungsform werden die Zellen selbst untereinander oder mit einem Netzwerk
vernetzt. Dazu besitzen sie ein Vernetzungsmolekdil, das in der Zellmembran verankert ist.

Durch den vergleichsweise schnellen Druckprozess ist es Gberraschend moglich, die gedruckten
Gewebe relativ zeitnah in einen Inkubator zu Uberfihren, in dem durch Umgebungsfaktoren (z.B.
chemische, molekularbiologische, oder durch Strémungsbelastung) eine weitere Reifung ausgeldst
wird.

Bevorzugt werden weitere vernetzbare Tinten an bestimmten Positionen verdruckt, die
Stutzfunktionen fir das Gewebe tragen, die Faktoren tragen, die fiir die Physiologie der Zelle wichtig
sind, oder die Wachstumsfaktoren, Marker, Signalmolekile, Rezeptoren oder weitere
Bindungsstellen (Schlissel-Schloss-Prinzip) tragen.

Der Druckerkopf besitzt ahnlich dem Tintenstrahldrucker fir photorealistische Kunstdrucke
bevorzugt eine gréRere Anzahl von Disen, die auf die jeweilige Rheologie der Tinte angepasst sind.
Der Drucker besitzt bevorzugt auch eine oder mehrere Quellen fir ungerichtete oder gerichtete
elektromagnetische Wellen, durch die die Vernetzungsreaktionen ausgeldst werden.

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird ein Druckerkopf fiir photorealistische Kunstdrucke
genutzt, der zusatzlich mit einer oder mehreren Quellen fiir elektromagnetische Wellen modifiziert
wurde.

In einer weiteren Ausfihrungsform wird ein Druckerkopf benutzt, der aus Modulen
zusammengesetzt ist, wobei jedes Modul einem Druckerkopf fiir photorealistische Kunstdrucke mit
einer oder mehreren Quellen fir elektromagnetische Wellen entspricht.

In einem weiteren Aspekt der Erfindung betrifft diese einen neuartigen Aufbau eines Druckerkopfs
(siehe Abb. 9 bis Abb.12) sowie einen neuartigen Druckvorgang, in dem verschiedene Energiequellen
selektiv zur Auslosung von verschiedenen Reaktionen genutzt werden (Abb. 9-12).
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Abb. 13 und Abb. 14 zeigt schematisiert, wie liber verschiedene Photoinitiatoren mit Hilfe von Licht
einer spezifischen Wellenldnge bestimmte Zellen miteinander vernetzt werden konnen. Als
Energiequelle konnen Laser, Dioden oder andere Energiequellen dienen (siehe Abschnitt Beispiele).

In einer bevorzugten Ausfihrungsform wird das gedruckte Gewebes wahrend des Druckvorgangs
ernahrt. Die an der Bodenplatte vorhandenen Anschlisse fur das Nahrmedium werden individuell
auf das zu druckende Gewebe durch Strukturtinten erweitert. Ausgehend von den Anschliissen an
der Bodenplatte werden mit einer Strukturtinte feinere Anschliisse mit kleineren Durchmessern
gedruckt.

In einer weiteren Ausfiihrungsform ist der Druckerkopf mit einer Bubble-Technologie, einer Piezo-
Technologie oder anderen Druckerkopftechnologien ausgestattet.

Die Quelle fur elektromagnetische Wellen ist in einer Ausfliihrungsform eine ungerichtete Quelle,
beispielsweise eine Diode, ein Laser, eine UV-Lampe oder eine andere Quelle.

Die Quelle fiir elektromagnetischen Wellen ist in einer weiteren Ausfiihrungsform eine um 180°
schwenkbare Linse. Die Energiequelle ist steuerbar und beweglich, so dass der Laserstrahl jede
vorprogrammierte Form abbilden kann. Das Licht wird in einer weiteren Ausfiihrungsform in einer
externen Lichtquelle generiert und Uber Lichtleiterkabel zum Austrittsort transportiert.

In einer Ausfuhrungsform ist die Wellenldnge der elektromagnetischen Wellen im UV-Bereich, im
sichtbaren Bereich oder im IR-Spektrum.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist zur Beseitigung des ausgeschwemmten nicht vernetzten
Tintenmaterials eine Absaugvorrichtung oder eine Druckluftvorrichtung vorhanden.

In einer Ausfiihrungsform ist das Vakuum steuerbar und wird nur bei gesenkter Absaugvorrichtung
aktiviert. Der Abstand zwischen Absaugvorrichtung und dem zu druckenden Objekt wird durch einen
Laser kontrolliert (Abb. 11 und Abb. 12).

In einer weiteren Ausfihrungsform bedarf es zur Beseitigung des ausgespilten Tinten- bzw.
Zellmaterials keiner zusatzlichen Vorrichtung, weil die ausgespllten Zellen in den umliegenden
Geweben Ausgangspunkte fir neue Kapillaren bilden oder bei der Differenzierung des umliegenden
Gewebes mit eingebaut werden oder untergehen.

In einer weiteren Ausfiihrungsform wird das nicht vernetzte Tintenmaterial durch einen gerichteten
Laserstrahl zerstort.

In einer weiteren Ausfihrungsform werden die nicht vernetzten Zellen, Zelltrimmer oder Tinten
durch eine Vorrichtung ausgespiilt und entweichen in den Reaktionsraum.

In einer Ausfiihrungsform wird Gber Begasungsdiisen eine Gasatmosphare oberhalb der Druckebene
erzeugt (z.B. Inertgas, CO2, usw.)

In einer Ausfihrungsform ist die Wellenlange und die Strahlbreite der Quelle fir elektromagnetische
Wellen modulierbar. Der Drucker besitzt eine oder mehrere modulierbare Quellen fir die gezielt
gerichteten elektromagnetischen Strahlen.

In einer weiteren Ausfiihrungsform wird bevorzugt ein Femtosecond Laser eingesetzt.

In einer Ausfuhrungsform wird wahrend des Drucks lber das Nahrmedium der Gasgehalt (z.B.
C0,/0,), der pH-Wert und andere wichtige Zellkultur-Parameter geregelt. Zusatzlich wird der
Gasaustausch auch Uber den Gasgehalt im Reaktionsraum reguliert.
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In einer Ausfiihrungsform wird das Verfahren als ,,Bottom Up“ oder ,,up to Bottom“ durchgefiihrt.

In einer Ausfiihrungsform wird das ReaktionsgefaR des Druckers fakultativ als Einweg-Einsatz in den
Drucker eingesetzt und kann nach dem Druck entnommen werden. Nach dem Druck ist das Gewebe
oder Organ in einem Zustand, in dem es in Kontakt mit dem Patienten gebracht oder in die Zellkultur
Uberfiihrt werden kann. Das Reaktionsgefald besitzt Anschlisse fir den Zu- und Ablauf von
Ndhrmedium oder Blut zur Erndhrung des Gewebes.

In einer Ausfiihrungsform wird das ReaktionsgefaR gekihlt.

In einer Anwendungsform im Patienten wird das Reaktionsgefal$ auBerhalb des Kérpers mit dessen
Blutkreislauf verbunden. Durch die bereitgestellten patiententypischen Wachstums- und
Differenzierungsfaktoren sowie durch den Blutdruck innerhalb des sich noch differenzierenden
vaskuldren Systems kommt es zur weiteren Reifung. Wahrend dieser Phase werden fakultativ Proben
aus dem System entnommen, um den Reifegrad (Differenzierungsgrad) des Gewebes oder Organs zu
tiberwachen und den optimalen Zeitpunkt fir eine Implantation zu ermitteln. Fur diese
Probennahmen besitzt das Reaktionsgefald weitere Anschlisse.

Im Zusammenhang mit dem erfindungsgemaRRen Verfahren ist es vorteilhaft, wenn bestimmte
Zelltypen vor dem 3D-Druck mit Molekilen spezifisch hybridisiert werden, um die Zellen in einem
Gemisch selektiv ansprechbar zu machen. Die Verbindung besteht hierbei aus einem selektiven
Faktor und einem Ankermolekdl. Der selektive Faktor soll bevorzugt die Quervernetzung auslosen.
Das Ankermolekiil dient bevorzugt zum Andocken an die Zellmembran. Der selektive Faktor kann
auch direkt ohne Ankermolekil an der Zelloberfliche binden, falls das seine chemischen und
physikalischen Eigenschaften zulassen. Ein raumlich gesteuerter, in seiner Wellenlange und seiner
Frequenz speziell gerichteter Energiestrahl aus elektromagnetischen Wellen trifft auf einen
selektiven Faktor eines spezifischen Zelltyps und aktiviert diesen beispielsweise Gber die Abspaltung
einer Schutzgruppe, die Aktivierung eines Photoinitiators, die Aktivierung eines Reaktionspartners
oder die Aktivierung einer Schliissel-Schloss-Komponente. Andere Zelltypen werden von dieser
Vernetzungsreaktion nicht betroffen. (Abb. 13 und 14, siehe Abschnitt Beispiele).

In einer Ausfiihrungsform besitzt der selektive Faktor als Ankermolekiil ein lipophiles Molekiil,
beispielweise Perfluorcarbone oder Lipide. In einer anderen Ausflihrungsform besitzt der selektive
Faktor als Ankermolekiil kationische Molekilbereiche oder Molekilbereiche mit positiven
Partialladungen. In einer weiteren Ausfliihrungsfom besitzt der selektive Faktor als Ankermolekiil
Peptidverbindungen z.B. zellpenetrierende Peptide oder Polynukleotide.

Im Zusammenhang mit der erfindungsgemalfien Lehre werden neuartige Biotinten eingesetzt:

Im Gegensatz zu den bisher genutzten hdherviskosen Biotinten herkdmmlicher Dropletverfahren mit
den darin enthaltenen langkettigen Makromolekiilen sind die neuartigen Biotinten des hier
offenbarten Verfahrens sehr niedrigviskos und enthalten Photoinitiatoren. Sie enthalten sehr
kurzkettige kleinere Vernetzungsmolekille, die unmittelbar nach dem Kontakt mit
elektromagnetischen Wellen vernetzen. In der bevorzugten Ausfiihrungsform besitzen diese
Molekile Allylmodifizierungen oder Thiolmodifizierungen.

In einer weiteren Ausfiihrungsform wird der Druckraum begast.

In einer weiteren Ausfiihrungsform werden die Kapillaren nicht in einem Winkel von 10-90 Grad zur
Druckerplatte sondern parallel (0 -10 Grad) dazu gedruckt.

In einer weiteren Ausfiihrungsform werden die Kapillaren bereits vor dem Ringschluss gesplilt.
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Allgemeiner Ablauf eines Drucks — theoretische Grundlagen und bevorzugte Ausfiihrungen:

Die hier offenbarte Erfindung beschreibt ein Verfahren zum 3D-Druck von Organen und Geweben.
GroRere Druckbereiche werden in Einzelmodule aufgegliedert, unabhéangig voneinander gedruckt
(auf dem gleichen oder auf verschiedenen Druckern) und anschlieRend zum Zielorgan oder -gewebe
zusammengesetzt und verklebt (z.B. mit Fibrinkleber). Zu- und abfiihrende GeféRe der Einzelmodule
werden dabei zu zu- oder abflihrenden HauptgefdaRen zusammengeschlossen. Das Einzelmodul ist ein
bevorzugt kubisches Gebilde mit definierter Kantenlange.

Ein Gewebe oder ein Organ sind zwar vom Aufbau gleich aber nicht identisch. Jedes Individuum
unterscheidet sich, auch bei gleicher Spezies, geringfiigig von einem anderen. Das duBert sich nicht
nur in der GréRe, sondern auch in der individuellen Entwicklung. Die Muskeln eines Sportlers zum
Beispiel sind aufgrund des héheren Sauerstoffbedarfs wesentlich stéarker kapillarisiert als bei einem
Nichtsportler. Der Korper passt sich den Umweltbedingungen an und ist daher niemals identisch und
erlebt einen standigen Auf- und Abbau.

Entscheidend ist daher die Funktion des Gewebes und nicht die exakte anatomische Wiedergabe des
Gewebes des Patienten. Daher wird hier ein Modulsystem offenbart, welches die Funktion des
Gewebes ermoglicht aber auch soweit vereinfacht und systematisiert wurde, dass der 3D- Druck des
Gewebes 6konomisch durchgefiihrt werden kann.

Der Grundbaustein des Gewebes oder des Organs ist das kubische Einzelmodul (1) (Abb.15-18) von
definierter Seitenldnge. Zur Versorgung des Gewebes, welches aus ein bis mehreren Zellarten
bestehen kann und daher auch ein funktionelles Gewebe wie ein Organ bilden kann, wird an der
einen Seite von einem aufsteigenden GefaR (2), welches spater die Arterie bildet, versorgt. Das an
der gegenulberliegenden Seite befindliche absteigende GefaR (3) bildet die Vene. Von den GefédRRen
gehen jeweils facherformig kleinere GefalRe (4) ab, die sich bis zur Hohe des gegentiberliegenden
GefaRes auf der anderen Seite erstrecken und parallel zueinander verlaufen (Abb. 2). Die kleineren
GeféRe (4) sind durch BriickengefaRe (6) miteinander verbunden, welche spiter die Kapillaren bilden
und den ,,Blutkreislauf” schlieRen und einen Mikrokreislauf (Abb. 15-18) bilden.

Der Mikrokreislauf (Abb. 15) stellt die kleinste Versorgungseinheit in dem gedruckten Gewebe dar.
Hierbei wird Uber das aufsteigende GefaR (Arterie) (2), das Medium in ein kleines GefaR (4) geleitet,
welches zum aufsteigenden Ast gehort. Von dem kleineren GefdR stromt das Medium Uber die
BrickengefaRe (6) in ein darunterliegendes kleineres GefaR (4), welches zum absteigenden Ast
gehort und im absteigenden GefaR (3) miindet.

Da beim Drucken der Gefédlte mit der Kapillartinte viele Zellen pro Tropfen verdruckt werden und nur
die Zellen an den Randbereichen in der Lage sind sich mit dem umliegenden Gewebe zu vernetzen,
missen die Uberschiissigen Zellen ausgespllt werden. Dazu und zur Versorgung der gedruckten
Zellen wird nach jeder Fertigstellung eines Mikrokreislaufs, dieser mit Medium fiir eine kurze Zeit
durchsplilt. Bei jedem Spilvorgang werden die unterhalb des letzten Mikrokreislauf liegenden
Mikrokreislaufe mit gespiilt und die Zellen versorgt. Der Fluss des Mediums spiilt die unvernetzten
Zellen aus. Horizontal verlaufende Gefal3e sind dafiir nicht optimal, weshalb die gedruckten GefaRRe
alle in einem Winkel von 10 bis 90 Grad zur Druckerplatte verlaufen.

Die auf- und absteigenden GefdRe (Abb. 15,16) (2 und 3), steigen in einem Winkel von 90° an. Die
GefaRkfacher (5) kénnen in einem Winkel von 10 — 90° ansteigen. Gedruckt wird bis zur Mitte des
Einzelmoduls aufsteigend, danach absteigend, sodass die kleineren GefdaRRe immer aufsteigend zur
Druckerplatte verlaufen. So kdnnen bei den unfertig gedruckten GefdRen die Gberschissigen Zellen
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gut ausgespllt werden. Wenn ein Mikrokreislauf (7) geschlossen ist, kann das Medium Uber das
absteigende GefaR ablaufen (Abb.15 und 16).

Die Gefalifacher (Abb. 15 und 16) werden in einem definierten Abstand gedruckt, wobei der
GefalRfacher des auf — und absteigenden GefaRes abwechselnd untereinander verlaufen. Jeweils ein
GefaRfacher des aufsteigenden GefiRes (2) und des absteigenden GefiRes (3) werden durch
Brickengefalle (6) miteinander verbunden und bilden den Mikrokreislauf (7) (Abb. 15 und 16) Dieser
Vorgang wird so lange wiederholt, bis das Einzelmodul gefiillt ist. Zum Drucken eines Gewebes oder
eines Organs, wird ein Gewebemodul (Abb. 17) (8) geduckt welches aus mehreren Einzelmodulen
besteht. Die Einzelmodule werden auf der Druckerplatte, in ihrer Ausrichtung versetzt (Abb. 7),
blindig nebeneinander gedruckt, sodass sich ein Gewebemodul von definierter Seitenlange und Dicke
ergibt. Die Organmodule kdnnen zeitlich parallel auf verschiedenen Druckern gedruckt werden und
mittels eines Klebers (z.B. Fibrinkleber) zu groReren Gewebe- oder Organeinheiten verbunden
werden (Abb. 5).

Um die Gewebemodule an den Kreislauf des Kdrpers anschlieRen zu kénnen, muss bevorzugt ein
Gewebeabschlussmodul (8) (Abb.15 und 17) ) und ein Gewebeanschlussmodul (9) (Abb.15 und 17)
gedruckt werden.

Das Gewebeabschlussmodul (8) besteht aus einem Gewebemodul, bei dem sich in den
Einzelmodulen die auf — und absteigenden Gefalie nach oben verjlingen und so verschliefen und mit
mehreren Zelllagen (10) abgeschlossen werden.

Das Anschlussmodul (9) muss bevorzugt die einzelnen GefiRe der der Einzelmodule zu groBeren
GefaRen zusammenfiihren und dabei die anatomischen und chirurgischen Vorgaben beriicksichtigen.
Dabei verlaufen die zu — und abflhrenden GefdRe auf unterschiedlichen Ebenen zu den
AnschlussgefaRen (9) hin. Die aufsteigenden GefaRe und die absteigenden GefiaRRe sind wieder durch
Brickengefalle zur Versorgung des Gewebes miteinander verbunden (Abb.15,17).

Allgemeine Beschreibung des Druckvorgangs (Abb. 1-12):

Das zu druckende Gewebe wird um einen 6konomischen Druckvorgang zu erreichen bevorzugt in
einzelne Gewebemodule unterteilt, die sich wiederum aus Einzelmodulen zusammensetzen. Das aus
den Einzelmodulen bestehende Gewebemodul, sowie die Einzelmodule bilden einen Querschnitt aus
einer definierten Ebene des gesamten Gewebes oder Organs mit seinen unterschiedlichen Zelltypen
und Gefallen. Diese Unterteilung erfolgt mit Hilfe eines spezifischen Algorithmus. Durch das Drucken
der einzelnen Ebenen (Gewebeschnitte), entsteht wieder ein dreidimensionales Gewebe.

Entsprechend der Vorgaben des Gewebemoduls, wird die Druckplatte mit den Versorgungséffnungen
aus einem Polymer gedruckt.

Ebenso wird die Druckfolie aus einem bioabbaubaren Polymer geduckt und zusammen mit der
Druckplatte auf dem Druckertisch befestigt und in den Druckraum eingesetzt.

Die Tanks fiir Kapillartinten, Gewebetinten und Strukturtinten werden befillt und angeschlossen.

Die bendtigten Zelltypen werden in einem externen, daflir ausgestatteten und zertifizierten Labor
vermehrt und fiir den Druckvorgang vorkonzentriert und in den Tanks zum Drucker transportiert.

Die Behalter fiir den Medium Zu — und Ablauf werden befillt und die zu- und abfiihrenden Schlauche

an die entsprechenden Anschliisse am DruckertischfuR angeschlossen. Versorgt wird der Zu- und

Ablauf Gber ein Pumpensystem, welches einen Vor- und Ricklauf besitzt. Der Druckerraum wird
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ebenfalls mit Medium gefiillt, welches Gber einen Zu- und Ablaufsystem konstant gehalten werden
kann. Der Druckvorgang kann nun gestartet werden, die Druckplatte fahrt in ihre Startposition.

Zuerst werden mit der Strukturtinte die Gefaflanschliisse auf die Druckfolie auf der Druckplatte
gedruckt. Danach druckt der Drucker Ebene fir Ebene und bildet dabei Schicht fiir Schicht die
einzelnen Gewebebereiche und GefdRe aus und sinkt dabei in das Medium des Druckerraums ab, bis
das Gewebemodul fertig ist. Der Druckvorgang ist dabei so programmiert, dass in immer
wiederkehrenden Zyklen nach dem Erreichen einer bestimmten Hohe des Gewebes ein kurzer
Spulvorgang eingeleitet wird, um die (iberschiissigen und unvernetzten Zellen auszusplilen. Dieser
Spulprozess kann in verschiedenen Ausfiihrungsformen vorliegen. Bevorzugt wird nach einer
definierten Anzahl an Druckvorgdngen einmal der aufsteigende Ast gespiilt, dann nach einer
weiteren definierten Anzahl an Druckvorgangen der absteigende Ast. Immer alternierend, bis das
Gewebemodul fertig gedruckt ist. Durch den alternierenden Spiilvorgang kénnen die zu — und
ablaufenden GefaRe gespiilt werden, ohne die Gefalle zu Uberlasten.

Wenn das Einzelmodul fertig gedruckt wurde, kann es mit Hilfe der Druckfolie problemlos vom
Drucktisch gelést werden. Die gedruckten Einzelmodule werden mit einem Kleber (z.B. Fibrinkleber)
zu einem vollstandigen Gewebe oder Organ zusammengesetzt. Die zu- und abfiihrenden Gefalle der
Einzelmodule werden zu zu- und abfiihrenden grofReren GefdaRen vereinigt.

Uber den im Gewebe gedruckten arteriellen und vendsen Kreislauf kann das Gewebe weiter mit
Medium versorgt werden und in einem Inkubator noch mehrere Tage reifen, bevor es transplantiert
wird.

Einzelmodule am Beispiel der Leber (Abb. 15, 16, 17, 18):

Die Leber besteht aus ca. 1 — 1,5 Millionen Leberlappchen mit einem Durchmesser von 1-2 mm. In
die Leber enden zwei GefdRe, die Leberarterie zur Versorgung des Gewebes mit Sauerstoff und
Nahrstoffen und die Pfortader, die das Blut aus Magen und Darm mit den aufgenommenen
Nahrstoffen und Giftstoffen transportiert. Aus der Leber heraus gehen die Venen die sich zur
Hohlvene vereinen und der Gallengang.

Das Einzelmodul wird hier aus den einzelnen hexagonalen Leberlappchen (1) (Abb.17a) mit einem
Durchmesser von 2 mm gebildet. Die Leberldppchen sind nebeneinander in 5 Reihen angeordnet und
jeweils 5 Reihen hoch (Abb. 15d). Durch die Anordnung der Leberldppchen in den Reihen, das jede
zweite Reihe um ein halbes Leberlappchen versetzt ist, lassen sie sich bei der Bildung von
Organmodulen verzahnen.

Die einzelnen hexagonalen Leberldppchen haben in jeder Ecke 3 GefiRRe (Arterie (2), Pfortader (4),
Gallengang) und in der Mitte die Vene (5). Alle 4 GefaRe bilden wieder einen Mikrokreislauf (Abb.2).

Das Leberlappchen ist in jeweils zu den einzelnen EckgefaRRen in 6 Segmente (6) unterteilt, die von
den Mikrokreislaufen durchstrémt werden und einen Gefalifacher (7) (Abb.4) bilden. Die beiden
zufiihrenden GeféaRe, die Arterie und die Pfortader laufen im Mikrokreislauf parallel zueinander zur
Vene hin. lhnen entgegen kommt aus der Mitte die Vene, sie verlauft unterhalb der zufiihrenden
GefdRe, so bilden die drei GefdaRe ein Dreieck. Die Arterie und die Pfortader sind wieder mit
GefaRbricken mit der Vene verbunden und bilden einen Mikrokreislauf. Der Gallengang befindet sich
in der Mitte des GefalRdreiecks.
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Druckvorgang eines Lebermoduls (Abb. 17, 18):

Das zu druckende Gewebe wird um einen 6konomischen Druckvorgang zu erreichen, in einzelne
Gewebemodule unterteilt, die sich wiederum aus Einzelmodulen zusammensetzen. Das aus den
Einzelmodulen bestehende Gewebemodul sowie die Einzelmodule bilden einen Querschnitt aus einer
definierten Ebene des gesamten Gewebes oder Organs mit seinen unterschiedlichen Zelltypen und
Gefallen.

Dieses Einzelmodul wird Giber einen Algorithmus in viele aufeinanderfolgende Ebenen (Slices) weiter
unterteilt. Jede Ebene bildet dann ein zweidimensionales Druckbild mit den unterschiedlichen
Zelltypen und Mustern. Durch das Drucken dieser Ebenen (Slices) entsteht wieder ein
dreidimensionales Gewebe.

Entsprechend der Vorgaben des Lebermoduls wird die Druckplatte mit den Versorgungsoffnungen
aus einem Polymer gedruckt. Die Versorgungséffnungen sind die zu — und abfiihrenden GefaRRe der
einzelnen Leberldppchen (Arterie, Pfortader, Vene Gallengang).

Ebenso wird die Druckfolie aus einem bioabbaubaren Polymer (bevorzugt Polyhydroxybutyrate, PHB)
mit den Versorgungsoffnungen geduckt und zusammen mit der Druckplatte auf dem Druckertisch
befestigt und in den Druckraum eingesetzt.

Die Behilter fiir Kapillartinten, Gewebetinten und Strukturtinten werden beflillt. Die Tanks fiur die
Hepatozyten, Endothelzellen, Cholangiozyten und Epithelzellen werden angeschlossen.

Die fir den jeweiligen Druck bendtigten Zelltypen werden im Vorfeld von einem externen, dafir
ausgestatteten und zertifizierten Labor vermehrt und fiir den Druckvorgang vorkonzentriert und in
den jeweiligen Tanks zum Drucker transportiert.

Die Behalter fiir den Medium Zu — und Ablauf werden befillt und die zu- und abfiihrenden Schlauche
an die entsprechenden Anschliisse am Druckertischfuf angeschlossen. Versorgt wird der Zu- und
Ablauf Gber ein Pumpensystem, welches einen Vor- und Ricklauf besitzt.

Der Druckerraum wird ebenfalls mit Medium gefillt, welches Uiber einen Zu- und Ablaufsystem
konstant gehalten werden kann.

Der Druckvorgang kann nun gestartet werden, die Druckplatte fahrt in ihre Startposition. Die
Organisation aller Vorgange wird durch daflir programmierte Algorithmen vorgenommen, die
ihrerseits auch wiederum Kontollsignale vom Drucker erhalten und weiterverarbeiten.

Der Drucker druckt nun Ebene fir Ebene und bildet dabei Schicht fir Schicht die einzelnen
Gewebebereiche aus und sinkt dabei in das Medium des Druckerraums ab, bis das Gewebemodul
fertig ist. Der Druckvorgang ist so programmiert, dass nach Erreichen einer bestimmte Druckhdhe
des Gewebes ein kurzer Spilvorgang eingeleitet wird, um die Uberschissigen und unvernetzten
Zellen auszuspiilen. Dabei ist der Druck so programmiert, dass der Spilvorgang sich mit steigender
Anzahl der erfolgten Druckebenen verlangert, um auszusplilende Zellen bis in den Druckraum
zubefdrdern.

Dieser Spulprozess kann in verschiedenen Ausfliihrungsformen stattfinden. In einer bevorzugten
Ausfiihrungsform wird einmal der aufsteigende Ast gespllt, dann nach einer weiteren definierten
Anzahl an Druckvorgdngen der absteigende Ast. Immer alternierend, bis das Gewebemodul fertig
gedruckt ist. Durch den alternierenden Spilvorgang, kénnen die zu — und ablaufenden GefaRe
gespllt werden, ohne die Gefidlle zu Gberlasten.
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Nach dem das Lebermomodul fertig gedruckt wurde, kann es mit Hilfe der Druckfolie problemlos
vom Drucktisch geldst werden.

Wenn alle fur das Gewebe bendétigten Lebermodule sowie das Gewebe-Abschussmodul und das
Gewebe-Anschlussmodul gedruckt sind, werden sie mit einem Kleber (z.B. Fibrinkleber) zu einem
vollstédndigen Gewebe oder Organ zusammen gesetzt.

Uber den im Gewebe gedruckten arteriellen und vendsen Kreislauf, kann das Gewebe weiter mit
Medium versorgt werden und in einem Inkubator noch mehrere Tage reifen, bevor es transplantiert
wird (Abb. 19).

Beispiele:

Die Beispiele 1) bis 4) entsprechen den Beispielen, die zur Erklarung unter dem Kapitel ,Gegenstand
der Erfindung” bereits beschrieben wurden. Sie werden anschlieBend durch weitere
Ausfiihrungsbeispiele erganzt:

Die in den Beispielen aufgefihrten Bezugszeichen beziehen sich insbesondere auf die konkreten
Figuren.

1) Allgemeiner Ablauf eines Drucks — theoretische Grundlagen und bevorzugte Ausfihrungen

Abbildung 15:

Die hier offenbarte Erfindung beschreibt ein Verfahren zum 3D-Druck von Organen und Geweben.
GroRere Druckbereiche werden in Einzelmodule aufgegliedert, unabhéngig voneinander gedruckt
(auf dem gleichen oder auf verschiedenen Druckern) und anschliefend zum Zielorgan oder -gewebe
zusammengesetzt und verklebt (z.B. mit Fibrinkleber). Zu- und abfiihrende GefiRRe der Einzelmodule
werden dabei zu zu- oder abflihrenden HauptgefaRen zusammengeschlossen. Das Einzelmodul ist ein
bevorzugt kubisches Gebilde mit definierter Kantenlange.

Ein Gewebe oder ein Organ sind zwar vom Aufbau gleich aber nicht identisch. Jedes Individuum
unterscheidet sich, auch bei gleicher Spezies, geringfligig von einem anderen. Das &dufert sich nicht
nur in der GréRe, sondern auch in der individuellen Entwicklung. Die Muskeln eines Sportlers zum
Beispiel sind aufgrund des hoheren Sauerstoffbedarfs wesentlich starker kapillarisiert als bei einem
Nichtsportler. Der Korper passt sich den Umweltbedingungen an und ist daher niemals identisch und
erlebt einen standigen Auf- und Abbau.

Entscheidend ist daher die Funktion des Gewebes und nicht die exakte anatomische Wiedergabe des
Gewebes des Patienten. Daher wird hier ein Modulsystem offenbart, welches die Funktion des
Gewebes ermoglicht aber auch soweit vereinfacht und systematisiert wurde, dass der 3D- Druck des
Gewebes 6konomisch durchgefiihrt werden kann.

Der Grundbaustein des Gewebes oder des Organs ist das kubische Einzelmodul (1) (Abb.15a) von
definierter Seitenldnge. Zur Versorgung des Gewebes, welches aus ein bis mehreren Zellarten
bestehen kann und daher auch ein funktionelles Gewebe wie ein Organ bilden kann, wird an der
einen Seite von einem aufsteigenden GefaR (2), welches spater die Arterie bildet, versorgt. Das an
der gegenliiberliegenden Seite befindliche absteigende Gefal (3) bildet die Vene. Von den GefaRRen
gehen jeweils facherformig kleinere GeféRe (4) ab, die sich bis zur Hohe des gegeniberliegenden
GefaRes auf der anderen Seite erstrecken und parallel zueinander verlaufen (Abb.15b). Die kleineren
GefaRe (4) sind durch Brickengefifle (6) miteinander verbunden, welche spater die Kapillaren bilden
und den ,,Blutkreislauf” schlieRen und einen Mikrokreislauf (7) bilden (Abb. 15c und 15d).
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Der Mikrokreislauf stellt die kleinste Versorgungseinheit in dem gedruckten Gewebe dar. Hierbei
wird Uber das aufsteigende GefaR (Arterie) (2), das Medium in ein kleines GefaR (4) geleitet, welches
zum aufsteigenden Ast gehort. Von dem kleineren Gefal? stromt das Medium Gber die Briickengefalle
(6) in ein darunterliegendes kleineres Gefa3 (4), welches zum absteigenden Ast gehoért und im
absteigenden GefaR (3) miindet.

Da beim Drucken der Gefalte mit der Kapillartinte viele Zellen pro Tropfen verdruckt werden und nur
die Zellen an den Randbereichen in der Lage sind sich mit dem umliegenden Gewebe zu vernetzen,
missen die Uberschissigen Zellen ausgespult werden. Dazu und zur Versorgung der gedruckten
Zellen wird nach jeder Fertigstellung eines Mikrokreislaufs, dieser mit Medium fiir eine kurze Zeit
durchspiilt. Bei jedem Spilvorgang werden die unterhalb des letzten Mikrokreislauf liegenden
Mikrokreislaufe mit gesplilt und die Zellen versorgt. Der Fluss des Mediums spiilt die unvernetzten
Zellen aus. Horizontal verlaufende GefalRe sind dafiir nicht optimal, weshalb die gedruckten GefaRe
alle in einem Winkel von 10 bis 90 Grad zur Druckerplatte verlaufen.

Die auf- und absteigenden GefalRe (2 und 3), steigen in einem Winkel von 90° an. Die Gefal¥facher (5)
kénnen in einem Winkel von 10 — 90° ansteigen. Gedruckt wird bis zur Mitte des Einzelmoduls
aufsteigend, danach absteigend, sodass die kleineren GefdRe immer aufsteigend zur Druckerplatte
verlaufen. So kénnen bei den unfertig gedruckten GefaRen die tiberschiissigen Zellen gut ausgespiilt
werden. Wenn ein Mikrokreislauf (7) geschlossen ist, kann das Medium Uber das absteigende Gefal
ablaufen (Abb. und 15f).

Die GefaRfacher werden in einem definierten Abstand gedruckt, wobei der GefaRfacher des auf —
und absteigenden Gefidlles abwechselnd untereinander verlaufen. Jeweils ein GefaRfacher des
aufsteigenden GefdBes (2) und des absteigenden GefdRes (3) werden durch BriickengefdRe (6)
miteinander verbunden und bilden den Mikrokreislauf (7) (Abb. 15d). Dieser Vorgang wird so lange
wiederholt, bis das Einzelmodul gefillt ist. Zum Drucken eines Gewebes oder eines Organs, wird ein
Gewebemodul (8) geduckt welches aus mehreren Einzelmodulen besteht. Die Einzelmodule werden
auf der Druckerplatte, in ihrer Ausrichtung versetzt (Abb. 15g), biindig nebeneinander gedruckt,
sodass sich ein Gewebemodul von definierter Seitenldnge und Dicke ergibt. Die Organmodule
koénnen zeitlich parallel auf verschiedenen Druckern gedruckt werden und mittels eines Klebers (z.B.
Fibrinkleber) zu groReren Gewebe- oder Organeinheiten verbunden werden (Abb. 15e).

Um die Gewebemodule an den Kreislauf des Korpers anschlieRen zu kénnen, muss insbesondere ein
Gewebeabschlussmodul (8) (Abb. 15g) und ein Gewebeanschlussmodul (9) (Abb.15h) gedruckt
werden.

Das Gewebeabschlussmodul (8) besteht aus einem Gewebemodul, bei dem sich in den
Einzelmodulen die auf — und absteigenden Gefaffe nach oben verjiingen und so verschliefen und mit
mehreren Zelllagen (10) abgeschlossen werden.

Das Anschlussmodul (9) muss bevorzugt die einzelnen GefdRe der der Einzelmodule zu gréReren
GefaRen zusammenfihren und dabei die anatomischen und chirurgischen Vorgaben beriicksichtigen.
Dabei verlaufen die zu — und abfiihrenden GefdRe auf unterschiedlichen Ebenen zu den
Anschlussgefaflen (11) hin. Die aufsteigenden Gefidfle und die absteigenden Gefidlle sind wieder
durch Briickengefélie zur Versorgung des Gewebes miteinander verbunden.

2) Allgemeine Beschreibung des Druckvorgangs:
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Das zu druckende Gewebe wird um einen 6konomischen Druckvorgang zu erreichen in einzelne
Gewebemodule unterteilt, die sich wiederum aus Einzelmodulen zusammensetzen. Das aus den
Einzelmodulen bestehende Gewebemodul, sowie die Einzelmodule bilden einen Querschnitt aus
einer definierten Ebene des gesamten Gewebes oder Organs mit seinen unterschiedlichen Zelltypen
und Gefallen. Diese Unterteilung erfolgt mit Hilfe eines spezifischen Algorithmus. Durch das Drucken
der einzelnen Ebenen (Gewebeschnitte), entsteht wieder ein dreidimensionales Gewebe.

Entsprechend der Vorgaben des Gewebemoduls, wird die Druckplatte mit den Versorgungsoffnungen
aus einem Polymer gedruckt.

Ebenso wird die Druckfolie aus einem bioabbaubaren Polymer geduckt und zusammen mit der
Druckplatte auf dem Druckertisch befestigt und in den Druckraum eingesetzt.

Die Tanks fiir Kapillartinten, Gewebetinten und Strukturtinten werden beflllt und angeschlossen.

Die bendtigten Zelltypen werden in einem externen, daflir ausgestatteten und zertifizierten Labor
vermehrt und fiir den Druckvorgang vorkonzentriert und in den Tanks zum Drucker transportiert.

Die Behilter fur den Medium Zu — und Ablauf werden befiillt und die zu- und abfiihrenden Schlauche
an die entsprechenden Anschliisse am Druckertischfu angeschlossen. Versorgt wird der Zu- und
Ablauf Gber ein Pumpensystem, welches einen Vor- und Riicklauf besitzt. Der Druckerraum wird
ebenfalls mit Medium gefiillt, welches (iber einen Zu- und Ablaufsystem konstant gehalten werden
kann. Der Druckvorgang kann nun gestartet werden, die Druckplatte fahrt in ihre Startposition.

Zuerst werden mit der Strukturtinte die GefaRanschlisse auf die Druckfolie auf der Druckplatte
gedruckt. Danach druckt der Drucker Ebene fir Ebene und bildet dabei Schicht fiir Schicht die
einzelnen Gewebebereiche und GefaRe aus und sinkt dabei in das Medium des Druckerraums ab, bis
das Gewebemodul fertig ist. Der Druckvorgang ist dabei so programmiert, dass in immer
wiederkehrenden Zyklen nach dem Erreichen einer bestimmten Hohe des Gewebes ein kurzer
Spiilvorgang eingeleitet wird, um die Uberschissigen und unvernetzten Zellen auszuspiilen. Dieser
Splilprozess kann in verschiedenen Ausflihrungsformen vorliegen. Bevorzugt wird nach einer
definierten Anzahl an Druckvorgdngen einmal der aufsteigende Ast gespliilt, dann nach einer
weiteren definierten Anzahl an Druckvorgiangen der absteigende Ast. Immer alternierend, bis das
Gewebemodul fertig gedruckt ist. Durch den alternierenden Spilvorgang kénnen die zu — und
ablaufenden GefaRe gesplilt werden, ohne die GefdlRe zu Uberlasten.

Wenn das Einzelmodul fertig gedruckt wurde, kann es mit Hilfe der Druckfolie problemlos vom
Drucktisch geltst werden. Die gedruckten Einzelmodule werden mit einem Kleber (z.B. Fibrinkleber)
zu einem vollstandigen Gewebe oder Organ zusammengesetzt. Die zu- und abfliihrenden GefaRe der
Einzelmodule werden zu zu- und abflihrenden gréReren Gefalien vereinigt.

Uber den im Gewebe gedruckten arteriellen und vendsen Kreislauf kann das Gewebe weiter mit
Medium versorgt werden und in einem Inkubator noch mehrere Tage reifen, bevor es transplantiert
wird.

3) Einzelmodule am Beispiel der Leber (Abbildung 17)

Die Leber besteht aus ca. 1 — 1,5 Millionen Leberlappchen mit einem Durchmesser von 1-2 mm. In
die Leber enden zwei GefdRe, die Leberarterie zur Versorgung des Gewebes mit Sauerstoff und
Nahrstoffen und die Pfortader, die das Blut aus Magen und Darm mit den aufgenommenen
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Nahrstoffen und Giftstoffen transportiert. Aus der Leber heraus gehen die Venen die sich zur
Hohlvene vereinen und der Gallengang.

Das Einzelmodul wird hier aus den einzelnen hexagonalen Leberlappchen (1) (Abb.17a) mit einem
Durchmesser von 2 mm gebildet. Die Leberldappchen sind nebeneinander in 5 Reihen angeordnet und
jeweils 5 Reihen hoch (Abb. 17b). Durch die Anordnung der Leberldppchen in den Reihen, das jede
zweite Reihe um ein halbes Leberlappchen versetzt ist, lassen sie sich bei der Bildung von
Organmodulen verzahnen.

Die einzelnen hexagonalen Leberlappchen haben in jeder Ecke 3 GefdRe (Arterie (2), Pfortader (4),
Gallengang) und in der Mitte die Vene (5). Alle 4 Gefille bilden wieder einen Mikrokreislauf
(Abb.17b).

Das Leberlappchen ist in jeweils zu den einzelnen EckgefalRen in 6 Segmente (6) unterteilt, die von
den Mikrokreisldufen durchstromt werden und einen GefaRfacher (7) (Abb.17d) bilden. Die beiden
zufiihrenden GeféaRe, die Arterie und die Pfortader laufen im Mikrokreislauf parallel zueinander zur
Vene hin. lhnen entgegen kommt aus der Mitte die Vene, sie verlauft unterhalb der zufiihrenden
Gefalle, so bilden die drei GefiaRe ein Dreieck. Die Arterie und die Pfortader sind wieder mit
GefaRbricken mit der Vene verbunden und bilden einen Mikrokreislauf. Der Gallengang befindet sich
in der Mitte des GefalRdreiecks.

4) Beispielhafter Druckvorgang eines Lebermoduls (Abbildung 17, 18):

Das zu druckende Gewebe wird um einen 6konomischen Druckvorgang zu erreichen, in einzelne
Gewebemodule unterteilt, die sich wiederum aus Einzelmodulen zusammensetzen. Das aus den
Einzelmodulen bestehende Gewebemodul sowie die Einzelmodule bilden einen Querschnitt aus einer
definierten Ebene des gesamten Gewebes oder Organs mit seinen unterschiedlichen Zelltypen und
Gefallen.

Dieses Einzelmodul wird tiber einen Algorithmus in viele aufeinanderfolgende Ebenen (Slices) weiter
unterteilt. Jede Ebene bildet dann ein zweidimensionales Druckbild mit den unterschiedlichen
Zelltypen und Mustern. Durch das Drucken dieser Ebenen (Slices) entsteht wieder ein
dreidimensionales Gewebe.

Entsprechend der Vorgaben des Lebermoduls wird die Druckplatte mit den Versorgungsoffnungen
aus einem Polymer gedruckt. Die Versorgungsdffnungen sind die zu — und abfiihrenden GefaRRe der
einzelnen Leberlappchen (Arterie, Pfortader, Vene Gallengang).

Ebenso wird die Druckfolie aus einem bioabbaubaren Polymer (bevorzugt Polyhydroxybutyrate, PHB)
mit den Versorgungsoffnungen geduckt und zusammen mit der Druckplatte auf dem Druckertisch
befestigt und in den Druckraum eingesetzt.

Die Behalter fiir Kapillartinten, Gewebetinten und Strukturtinten werden beflillt. Die Tanks fir die
Hepatozyten, Endothelzellen, Cholangiozyten und Epithelzellen werden angeschlossen.

Die fur den jeweiligen Druck bendtigten Zelltypen werden im Vorfeld von einem externen, dafur
ausgestatteten und zertifizierten Labor vermehrt und fiir den Druckvorgang vorkonzentriert und in
den jeweiligen Tanks zum Drucker transportiert.

Die Behalter fiir den Medium Zu — und Ablauf werden befillt und die zu- und abfiihrenden Schlauche
an die entsprechenden Anschliisse am DruckertischfuR angeschlossen. Versorgt wird der Zu- und
Ablauf Gber ein Pumpensystem, welches einen Vor- und Ricklauf besitzt.
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Der Druckerraum wird ebenfalls mit Medium gefillt, welches (ber einen Zu- und Ablaufsystem
konstant gehalten werden kann.

Der Druckvorgang kann nun gestartet werden, die Druckplatte fahrt in ihre Startposition. Die
Organisation aller Vorgange wird durch daflir programmierte Algorithmen vorgenommen, die
ihrerseits auch wiederum Kontollsignale vom Drucker erhalten und weiterverarbeiten.

Der Drucker druckt nun Ebene fiur Ebene und bildet dabei Schicht fiir Schicht die einzelnen
Gewebebereiche aus und sinkt dabei in das Medium des Druckerraums ab, bis das Gewebemodul
fertig ist. Der Druckvorgang ist so programmiert, dass nach Erreichen einer bestimmte Druckhdhe
des Gewebes ein kurzer Spilvorgang eingeleitet wird, um die Uberschissigen und unvernetzten
Zellen auszuspiilen. Dabei ist der Druck so programmiert, dass der Spilvorgang sich mit steigender
Anzahl der erfolgten Druckebenen verlangert, um auszusplilende Zellen bis in den Druckraum
zubeférdern.

Dieser Spulprozess kann in verschiedenen Ausfihrungsformen stattfinden. In einer bevorzugten
Ausfiihrungsform wird einmal der aufsteigende Ast gespllt, dann nach einer weiteren definierten
Anzahl an Druckvorgédngen der absteigende Ast. Immer alternierend, bis das Gewebemodul fertig
gedruckt ist. Durch den alternierenden Spilvorgang, kénnen die zu — und ablaufenden GefaRe
gespllt werden, ohne die GefalSe zu Gberlasten.

Nach dem das Lebermomodul fertig gedruckt wurde, kann es mit Hilfe der Druckfolie problemlos
vom Drucktisch geldst werden.

Wenn alle fir das Gewebe bendtigten Lebermodule sowie das Gewebe-Abschussmodul und das
Gewebe-Anschlussmodul gedruckt sind, werden sie mit einem Kleber (z.B. Fibrinkleber) zu einem
vollstandigen Gewebe oder Organ zusammengesetzt.

Uber den im Gewebe gedruckten arteriellen und vendsen Kreislauf, kann das Gewebe weiter mit
Medium versorgt werden und in einem Inkubator noch mehrere Tage reifen, bevor es transplantiert
wird.

5) Eine erweiterte Variante des Drucker-Aufbaus:

Der Drucker ist aufgebaut aus:

- mehreren Druckerkdpfen mit einer Anzahl von Disen fiir das Droplet-Verfahren und mit einer oder
mehreren raumlich steuerbaren Quellen fir elektromagnetische Wellen, die zu einem in
Wellenldnge, Intensitdt und Frequenz modulierbaren Energieeintrag fiihren

- die modulierbaren elektromagnetischen Wellen dienen der selektiven Aktivierung von Vernetzungs-
reaktionen

- einer mit Medium gefullten verschlieRbaren Reaktionswanne mit Anschlissen fir Mediumwechsel,
Probenahmen und nach dem Druck fakultativ geanderter Zufuhrroute fir Medium oder
Patientenblut, die Reaktionswanne ist aus dem Drucker entnehmbar und kann als Inkubator
fungieren

- einer in der Reaktionswanne befindlichen Bodenplatte mit Anschliissen fur das entstehende
vaskulare System, durch das kontinuierlich oder in Intervallen Medium strémt und zur Versorgung
der gedruckten Gewebe dient

- mehreren Tanks fir die erforderlichen Tinten
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- verschiedenen Kapillartinten, Biotinten und Strukturtinten

- strukturelle Bereiche (z.B. Stltzstrukturen, extrazelluldarer Matrix oder andere nicht zelluldre
Bestandteile, beispielsweise Polyhydroxyalkanoate, Fibrinogene, Collagenen, Myeline, Glycosamine,
Glycolipide, Peptide, Zuckermolekiile, Fettsduren, Schllssel-Schloss-Molekile, organische und
anorganische Molekdile fiir die Reizleitung usw.)

- Eigenschaftsmolekiile (z.B. Molekiile verschiedener physiologischer Eigenschaften, beispielsweise
Wachstumsfaktoren, Transkriptionsfaktoren, Rezeptormolekiile, Signalmolekilen, RNA, DNA,
Differenzierungsmolekiile usw.)

- homogene Zelltypen (z.B. Myozyten, Leberzellen, Neuronen, usw.)

- Gemische aus heterogenen Zelltypen (z.B. Endothelzellen, Muskelzellen) fir den Druck des
vaskularen Systems

- Der Druckertisch ist wdhrend des Drucks auf — und abfahrbar, fakultativ kann stattdessen der
Druckerkopf auf- und abfahrbar sein oder beides zusammen

6) Beispiel einer Reifung des gedruckten Gewebes im Inkubator

Der Inkubator dient der Ausdifferenzierung des gedruckten Gewebes oder Organs. Nach dem
Drucken ist zwar schon ein Gewebekomplex mit hoher Zelldichte entstanden, die Zellen haben aber
noch nicht ihre endgiiltige Gewebestruktur und Differenzierung erlangt. Das Gewebe oder Organ
wird direkt in eine Kammer gedruckt, die spater als Inkubator dient. Fakultativ kann das Gewebe
oder das Organ auch in einen weiteren Inkubator Gberflhrt werden. Der Inkubator liefert wichtige
Differenzierungsparameter, die fir die Ausdifferenzierung notwendig sind, beispielsweise chemische
oder molekularbiologische Stoffe oder Strémungsparameter.

Der Inkubator kann fakultativ mit Nahrmedium betrieben werden und zu einem spateren Zeitpunkt
auBerhalb des Kérpers mit dem Blutkreislauf des Patienten verbunden werden oder der Inkubator
wird gleich nach dem Druck mit dem Blutkreislauf des Patienten verbunden. Beim Kontakt mit
Patientenblut gelangen notwendige Differenzierungs- und Wachstumsfaktoren zu den gedruckten
Strukturen und die Zellen kénnen an den Kérper adaptieren.

7) Beispielhafter Aufbau des Druckerkopfs (Abbildung 19)

Der Druckerkopf besteht aus einem ersten Teilbereich fiir den Droplet — Druck der Biotinten,
Kapillartinten und Strukturtinten. Das Droplet-Verfahren lduft in der Regel Uber Uber Piezo-Diisen
oder Bubble-Disen. Der Druckvorgang ist im Ablauf und der erzeugten Anordnung der Tropfen
dhnlich dem Cyan/Magenta/Yellow/Schwarz/Grau/Hellgrau/Light Magenta/Light Cyan — System von
Fotodruckern. Anstelle der Farbtinten steht die erforderliche Anzahl von Biotinten, Kapillartinten und
Strukturtinten.

In einem zweiten Teilbereich besitzt der Druckerkopf eine oder mehrere ungerichtete oder gerichtete
Quellen fiir elektromagnetische Wellen. Die gerichteten Quellen erzeugen in ihrer Gesamtheit eine
selektive Energiequelle, die beziiglich Wellenlange, Intensitdt und Frequenz modulierbar ist. In der
Regel dienen als Quellen fir elektromagnetische Wellen UV-Lampen, Leuchtdioden, Laser oder
Screens. In der Regel verwendete elektromagnetische Wellen sind ultraviolettes Licht, sichtbares
Licht und Wellenldngen im Infrarotspektrum.
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Die Funktionseinheiten des Druckerkopfs flir das Dropletverfahren und fir das Verfahren zur
Bereitstellung der elektromagnetischen Wellen kénnen auch voneinander getrennt angeordnet sein.
Ebenfalls kann der Druckerkopf aus einer Reihe von Modulen solcher Einheiten aufgebaut sein.

8) Weiterer alternativer Aufbau der Reaktionswanne mit Bodenplatte, Zufuhr von Medium
(Abbildung 1, 2,3,4,5,6,7):

Im Druckraum des Druckers befindet sich ein auf- und abfahrbarer Druckertisch mit einer Anzahl von
Anschlissen flr die Durchstrémung der gedruckten vaskularen Strukturen mit Medium.

Auflerhalb des Druckraums sind die Anschliisse mit einem externen System zur Aufrechterhaltung
von bestimmten Zellkulturparametern verbunden. Dazu gehoéren u.a. Temperatur, pH-Wert, CO;-
Gehalt, 0;-Geahlt, Nahrstoffe, Wachstumsfaktoren usw.. Da auch die nicht vernetzten Zellen
innerhalb der gedruckten vaskularen Strukturen in Form von Zelltrimmern oder als ganze Zellen
ausgesplilt werden, muss das in den Druckraum abflieBende Medium bevorzugt in seinen
Parametern kontrolliert und gegebenenfalls gereinigt oder getauscht werden.

Wahrend des Drucks des vaskularisierten Gewebes wird Medium durch die Anschliisse in die darauf
aufgedruckten vaskularen Strukturen geleitet. Dies dient einerseits der Erndhrung des entstehenden
Gewebes und andererseits dem Freispilen der Hohlstrukturen des vaskularen Systems. Das Medium
tritt durch die Anschlisse des Druckertischs in die vaskularen Strukturen, durchstromt das soweit
gedruckte vaskularisierte Gewebe und sickert oberhalb an der dem Druckerkopf zugewandten Seite
an den noch offenen Hohlrdumen des vaskularen Systems wieder aus. Von dort flieBt das Medium
entweder passiv zuriick in den Druckerraum oder wird wahrend des Druckprozessen aktiv von der
Druckoberflache entfernt (z.B. abspilen bzw. absaugen).

Der Druckertisch senkt sich wédhrend des Druckvorganges immer weiter in den Druckraum, sodass
das gedruckte Gewebe mit dem Medium im Druckraum umspiilt ist. Ca. 1 — 5 mm des obersten
Bereichs des Gewebes ragt aus dem Medium hervor. Da die Thiol-en — Reaktionen relativ O»-
unempfindlich ablaufen, ist es in der Regel nicht erforderlich, die luftgefiillten Bereiche der
Reaktionswanne mit Inertgas (z.B. Stickstoff, Argon) zu fillen.

9) Bereitstellung der notwendigen digitalen Informationen fir die 3D-Drucker - Software

Die digitalen Daten Uber den zelluliren Aufbau von Geweben und Organen werden aus
medizinischen Bildgebungsverfahren erhalten und zu 3D-Druckdaten programmiert. Zu diesen
Verfahren gehoren beispielsweise das MRT — Verfahren oder das ,, DISCO-Transparenz” — Verfahren.
Die Verfahren zur Ermittlung dieser Daten sind dem Fachmann bekannt. Aus diesen Daten wird
mittels eines speziellen Algorithmus eine Anzahl erforderlicher Module zum 6konomischen Druck
erforderlicher Zelltypen sowie der erforderlichen Grofde und Abstand von Kapillaren, venésen und
arteriellen GefdRen berechnet. Fir einen 6konomischen Druck ist es nicht erforderlich, die
biologischen Strukturen im Original nachzudrucken. Der Aufbau von Einzelmodulen wurde bereits
unter 1) bis 4) beschrieben.

10) Neuartige Druckersoftware:

Die Druckersoftware verarbeitet die Informationen tber die zu druckenden Gewebereiche und gibt
diese zur Ausfiihrung an den Druckerkopf und den Druckertisch weiter. Im Gegensatz zu
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herkdmmlichen 3D-Drucker-Programmierungen werden hier sowohl die Droplet-Technologie
(Druckmuster der spezifischen Tinten und TropfengroRRe) als auch im Fall einer gerichteten Quelle fur
elektromagnetische Wellen eine modulierte Lasertechnologie (geforderte Wellenlangen, Energie-
Intensitaten und Frequenzen, raumliche Aussteuerung) miteinander kombiniert und aufeinander
abgestimmt. Eine zentrale Rolle dabei spielt die rdaumliche und zeitliche Koordinierung der
Tropfenabgabe spezifischer Tintentypen in auf die Reaktionswanne Druckplatte mit dem Gewebe
mit der zu deren Vernetzung notwendigen raumlichen und zeitlichen Bereitstellung
elektromagnetischer Wellen in einer tintenspezifischen Wellenlange, Frequenz und Intensitdt. Im
Mittelpunkt steht die selektive Vernetzung von Endothelzellen und von Muskelzellen innerhalb eines
Tintentropfens aus einem Zellgemisch heraus zu vaskularen Strukturen (Abschnitt “Verwendete
Schutzgruppen und Photoinitiator”)

11) Reifung eines gedruckten Gewebes und Organs bis zur Transplantation:

Der Inkubator mit Gewebe oder Organ besitzt Anschliisse fir die ex vivo Anknipfung an den
Blutkreislauf des Patienten oder an ein Medium lieferndes System. Durch eine Inkubation ausgehend
von einigen Stunden bis einigen Tagen wird das Zellgefiige des 3D Drucks weiter ausdifferenziert.
Besonders durch die Verbindung des Gefal3kreislaufs des Drucks mit dem Blutkreislauf des Patienten
werden wichtige Entwicklungsfaktoren an die Zellen geliefert. Die Endothelzellen und Muskelzellen
der gedruckten vaskularen Strukturen benotigen auBerdem zur Differenzierung einen spezifischen
GefaRinnendruck durch das Blut oder das Medium und eine spezifische Stromungsgeschwindigkeit.

Wahrend der Reifungsphase ist es moglich, Gber Anschliisse im Inkubator spezifische physiologische
Werte zu Uberpriifen und damit die Reifung des Organs oder Gewebes zu (iberwachen. Wenn die
physiologischen Werte des gedruckten Organs oder Gewebes in einem bestimmten Rahmen die
physiologischen Werte eines natirlichen Organs erreichen, kann die Transplantation in den Kérper
des Patienten erfolgen.

12) Beispielhafter Aufbau der neuartigen niedrigviskosen Tinten:

Der prinzipielle Aufbau der Tinten besteht aus niedrigviskosen, kurzkettigen Vernetzungsmolekiilen,
aus Photoinitiatoren und aus Zellen. Die kurzkettigen Vernetzungsmolekiile besitzen mindestens eine
in der Regel 2 oder mehr funktionelle Gruppen, die in der Regel aus Allylgruppen oder Thiolgruppen
bestehen und Polymerisations- oder Additionsreaktionen durchlaufen.

Haufig verwendete Vernetzungsmolekiile sind methacrylatmodifizierte und thiolmodifizierte
Molekile, z.B. methacrylatmodifizierte oder thiolmodifizierte Peptidketten, Polyhydroxyalkanoate,
oder Hyaluronsdauren. Die Biotinten und Strukturtinten sind entweder Uberwiegend aus
methacrylatmodifizierten Molekilen (radikalische Polymersierung oder Addition) aufgebaut oder
auch aus einer Mischung von methacrylatmodifizierten Molekiilen mit thiolmodifizierten Molekilen
(Thiol-en Reaktionen). Die Kapillartinten hingegen sind in der Regel aus reinen thiolmodifizierten
Vernetzungsmolekiilen aufgebaut, die nur an den Randbereichen des Tropfens in Wechselwirkung
mit den allylmodifizierten Vernetzungsmolekilen der Biotinten und Strukturtinten vernetzen.

In der Regel werden Photoinitiatoren verwendet, die entweder im Bereich von ca. 380 nm arbeiten
oder mit Photoinitiatoren, die im Infrarotbereich liegen. Bei Photoinitiatoren im Infrarot-Bereich
handelt es sich um Stereo-Energiequellen dhnlich der Multiphotonenstereolithographie (nichtlineare
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Mehr-Photonen-Absorption), bei der verschiede Energiequellen Giberlagert werden miissen, um eine
Reaktion auszuldsen.

Beim Druck von Zellen mit selektiven Faktoren (z.B. spaltbare Schutzgruppen fir Thiolgruppen)
werden zusatzliche Photoinitatoren unterhalb von 380 nm verwendet.

Beispiele fir verwendete Photoinitiatoren sind DAROCUR 1173, IRGACURE 2959 UND 369,
(Ru(phen)s/lod/(TMS)sSi-H PIS) und Photoinitiator 183 aus ,P. Xiao et al./Progress in Polymer Science
41 (2015) 32 - 66, S. 46“. Photoinitiatoren fur IR-Anregungen sind H-Nu-/IR 780 und H-Nu-IR 815. Es
hat sich herausgestellt, dass eine Reihe von Photoinitiatoren aus dem Bereich des sichtbaren Lichts
ebenfalls durch Multiphotonen aktivierbar sind.

13) Bereitstellen von Zellen, die zum Druck erforderlich sind:

Zellen fir das hier offengelegte neuartige 3D-Druckverfahren kdnnen auf verschiedene Weise
bereitgestellt werden. Der Ursprung der Zellen hdangt dabei vom beabsichtigten Verwendungszweck
des damit gedruckten Gewebes oder Organs ab.

Der einfachste Weg, Zellen zu generieren, ist die Verwendung von kéuflichen Zell-Linien. Mit solchen
Zellen lassen sich Druckparameter und Kultivierungsparameter optimieren, da man fir diese Tests
nicht die relativ kostspieligen induzierten Stammzellen (iPS) oder aus Organen und Geweben isolierte
Zellen verwenden muss.

Eine weitere Quelle fir Zellen ist die Isolierung bestimmter Zelltypen aus Organen und Geweben.
Neben tierischen Zellen fir die Forschung wird dieser Prozess auch schon vielfiltig in der
regenerativen Medizin eingesetzt, beispielsweise die Isolierung von Bandscheiben-Knorpelzellen aus
Prolaps-Material von Bandscheibenoperationen. Das Prolaps-Material wird aufgel6st und die Zellen
werden daraus isoliert, vermehrt und u.a. auch im 3D-Druck von Geweben eingesetzt.

Die wohl anspruchsvollste Quelle fiir Zellen ist die Generierung von induzierten Stammzellen (iPS).
Hierflr existieren Vorgehensweisen verschiedener etablierter Arbeitsgruppen. iPS-Zellen sind fir den
Druck menschlicher Gewebe und Organe erforderlich, die anschlieend in den menschlichen Kérper
implantiert werden sollen. Aber auch in der Zellkultur als Testmaterial fur individualisierte
Medikamente sind diese Zellen und die daraus gedruckten Strukturen einsetzbar. iPS-Zellen werden
in der Regel aus Hautzellen des Spenders geziichtet. Die Hautzellen werden zu iPS-Zellen
defifferenziert, vermehrt und in die zum Druck erforderlichen Zelltypen differenziert. Diese Vorgédnge
sind fir eine breite Anwendung noch wenig etabliert, stellen aber die Zukunft bei der Herstellung von
menschlichen autologen Implantaten fur Organe und Gewebe dar.

Weitere Quellen fiir Zellmaterial sind fir spezifische Zwecke gezlichtete Zelllinien, die in der Regel
auf verschiedene Weise modifiziert wurden (z.B. auf DNA-Basis, auf RNA- oder Proteinbasis).

Prinzipiell kann jeder Zelltyp (primar oder Zelllinie) geziichtet und mit dem hier offenbarten
Verfahren gedruckt werden.
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13) Beispielhafte Tinten fiir den Druck mit Zellen, die einen selektiven Faktor enthalten (Abb. 13, 14)

Eine Moglichkeit, Kapillartinten nur im Randbereich zu vernetzen, ist der Einsatz von Zellgemischen
aus Endothelzellen und Muskelzellen, die innerhalb eines Tropfens selektiv miteinander vernetzt
werden. Um von einem gerichteten Laserstrahl selektiv aktivierbar zu sein, benoétigen diese Zelltypen
einen spezifischen selektiven Faktor. Dieser selektive Faktor ist beispielsweise eine spaltbare
Schutzgruppe auf einer funktionellen Thiolgruppe, die sich auf der Zellmembran des betreffenden
Zelltyps befindet. Durch die Verwendung verschiedener Schutzgruppen, die sich bei
unterschiedlichen Wellenldngen spalten lassen, konnen die verschiedenen Zelltypen in ihrer
Vernetzungsreaktion voneinander getrennt werden. In der Regel besteht die Kapillartinte bei dieser
Anwendung aus thiolmodifizierten Vernetzungsmolekillen mit Schutzgruppe, die an der Zellmembran
verankert sind und aus freien thiolmodifizierten, geschiitzten Molekilen in der Tinte. Zusétzlich
befinden sich allylmodifizierten Molekile in der Tinte, um eine Thiol-en — Vernetzungsreaktion zu
ermoglichen.

14) Beispielhafter Aufbau der Tinten und selektiver Faktor (Abb. (Abb. 13, 14) :

Die lichtabhédngige Thiol-en — Reaktion erfolgt innerhalb des vom Laser festgelegten raumlichen
Vernetzungsbereichs selektiv (iber selektive Faktoren. Diese selektiven Faktoren bestehen
beispielsweise aus lichtspaltbaren Schutzgruppen, die die Thiolgruppen blockieren. Aufgrund ihres
unterschiedlichen molekularen Aufbaus sind diese Schutzgruppen durch verschiedene Wellenldngen
des Lichts spaltbar. Es werden solche Schutzgruppen auswahlt, die sich im Bereich ihres
Anregungsspektrums nicht iberschneiden.

Um in einem vom Laser getroffenen Bereich nur bestimmte Zelltypen aus einem Gemisch heraus
selektiv zu vernetzen, andere aber nicht, missen an den betreffenden Zellen die Schutzgruppen an
den Thiolgruppen gespalten werden. Somit sind nur diese Zellen und diese Vernetzungsmolekile
einer Thiol-en — Reaktion zuganglich. AnschlieBend wird in diesem Beispiel die Thiol-en —
Vernetzungsreaktion durch einen Photoinitiator gestartet, dessen Anregungsspektrum oberhalb der
Wellenldnge aller verwendeten Schutzgruppen liegt, um diese nicht versehentlich zu spalten
(Beispiele siehe unten).

15) Druck des vaskularen Systems mit Zellen die einen selektiven Faktor enthalten:

Da der Durchmesser der feinen Kapillaren zwischen den Arterien und Venen nur wenige Mikrometer
betragt, die Tropfen im Droplet-Verfahren aber grofler sind, wird der innere einlagige Ring aus
Endothelzellen aus einem Tropfen einer Zellmischung heraus selektiv vernetzt. Ebenso wird der
diesen Ring umgebende Ring aus Muskelzellen aus dem Zellgemisch heraus selektiv vernetzt. Hierfir
tragen die Endothel- bzw. die Muskelzellen als selektiven Faktor jeweils zu unterschiedlichen
Wellenlangen spaltbare Schutzgruppen (siehe Beispiele unten).

Nach einer selektiven Spaltung der Schutzgruppen am entsprechenden Zelltyp kann bei den
entschitzten Zellen die Thiol-en — Reaktion ablaufen. So werden zundchst durch einen Laserstrahl 1
im Tropfen ca. 5 — 7 Endothelzellen und die dazwischen liegenden geschiitzen thiolmodifizierten
Vernetzungsmolekiile zu einer ringférmigen Struktur entschitzt und anschlieRend durch einen
Laserstrahl 2 untereinander ringférmig vernetzt. Der Laserstrahl 2 dient der Anregung eines
Photoinitiators und liegt oberhalb der Wellenlénge von Laserstrahl 1 und 3.
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Dadurch entsteht ein einlagiger Endothelring mit einem Innendurchmesser von ca. 10 Mikrometern,
dessen innere Flache aus nicht vernetzten, geblockten Zellen besteht. AnschlieRend werden durch
einen Laserstrahl 3 die dem Endothelring benachbarten duReren Muskelzellen und geschiitzten
thiolmodifizierten Vernetzungsmolekiile entschiitzt und mit einem Laserstrahl 2 untereinander zu
einem Auflenring vernetzt. Wahrend die Laserstrahlen 1 und 3 bei unterschiedlichen Wellenldngen
die entsprechenden Schutzgruppen spalten, fihrt Laserstrahl 2 zur Aktivierung eines Photoinitiators,
der die Thiol-en — Reaktionen startet.

Die unvernetzten Zellen im inneren der Kapillaren werden durch einen Laserstrahl hoherer Energie
(Laserstrahl 4) zerstort und die entstehenden Zelltrimmer vom einstromenden Medium ausgesplilt.

16) Verwendete Schutzgruppen und Photoinitiatoren bei Tinten mit selektiven Faktoren (Abb. 13,

14):

Waéhrend far die Vernetzung von Tinten mit homogenen Zelltypen der Reaktionstyp frei gewahlt
werden kann und unselektiv ablauft, besitzen die verschiedenen Zelltypen mit heterogenen Tinten
Thiol-en — Reaktionspartner mit einer spezifischen Schutzgruppe, die zur entsprechenden
Wellenlange spaltbar ist. Dabei dirfen sich die Kurven der notwendigen Aktivierungsenergien nicht
Uberlappen (Abb. 13).

Fir die Vernetzung der Endothelzellen bzw. der diese umgebenden Muskelzellen wurden folgende
UV-spaltbare Schutzgruppen verwendet:

325 nm: (7,8-Bis(carboxymethoxy)-cumarin-4yl)methoxycarbonyl! fiir Muskelzellen
400 nm: a Carboxy-4methoxy-2-nitrobenzyl fiir Endothelzellen
(Quelle: Wellenldngenselektiv abspaltbare photolabile Schutzgruppen fir Thiole, Nico Kotzur, 2009)

Zunéachst wird die Schutzgruppe mit der hoheren erforderlichen Wellenlange abgespalten, um die
andere Schutzgruppe nicht versehentlich zu aktivieren. Fir die eigentliche Thiol-en — Reaktion wird
ein Photoinitiator (Ru(phen)s/lod/(TMS)sSi-H PIS) verwendet, dessen Anregungsspektrum bei 532 nm
liegt, um die darunter liegenden Schutzgruppen nicht versehentlich zu spalten. Ebenfalls einsetzbar
ist der Photoinitiator 183 (P. Xiao et al./Progress in Polymer Science 41 (2015) 32 — 66, S. 46), der bei
473 nm angeregt wird.

In einem ersten Schritt wird die Schutzgruppe an den Thiolgruppen der Endothelzellen bei 400 nm
abgespalten (Laserstrahl 1). In diesem Bereich sind die Thiolgruppen der Muskelzellen noch
geschitzt. Danach wird der Photoinitiator bei 532 nm aktiviert und eine Thiol-en — Reaktion an den
entschitzten Gruppen ausgelost (Laserstrahl 2). Durch die raumliche Fihrung der beiden
nacheinander folgenden Laserstrahlen (erst 400 nm, dann 532 nm) werden in der Regel 5 bis 12
Endothelzellen ringférmig miteinander vernetzt.

In einem zweiten Schritt werden bei 325 nm die Schutzgruppen an den Thiolgruppen der
Muskelzellen abgespalten Laserstrahl 3). Da die rdaumliche Flihrung der Laserstrahlen fiir den Bereich
der Endothelzellen (400 nm und 532 nm) den Bereich des die Endothelzellen umgebenden
Muskelringes nicht trifft, liegen dort die Endothelzellen der Zellmischung noch mit Schutzgruppen vor
und kénnen an der Thiol-en — Reaktion der entschitzten Thiolgruppen der Muskelzellen nicht
teilnehmen. AnschlieBend erfolgt durch die Aktivierung des Photoinitiators bei 532 nm eine
Vernetzung der im Ring befindlichen Muskelzellen (Laserstrahl 2).
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Auf diese Weise kann sichergestellt werden, dass iberwiegend nur der gewiinschte Zelltyp in die
entsprechende Struktur eingebaut wird.

Fiir weitere benotigte selektive Faktoren stehen zusatzliche Schutzgruppen fiir Thiolgruppen zur
Verfligung (Abb.13), z.B. die bei 436 nm spaltbare Gruppe ((7Bis(carboxymethyl)amino)-cumarin-4-
yl)methoxycarbonyl ). Der Vernetzungsablauf erfolgt analog wie oben beschrieben. (Quelle:
Wellenlangenselektiv abspaltbare photolabile Schutzgruppen fur Thiole, Nico Kotzur, 2009)

Die nicht vernetzen Zellen im Inneren der Kapillaren werden durch einen Laserstrahl 4 hoherer
Energie zerstdrt und die Trimmer vom Medium ausgespiilt.

17) Beispielhafte Herstellung von autologen Patientenzellen mit einem selektiven Faktor

Die vom Patienten entnommenen Zellen (z.B. Hautzellen) werden zu induzierten Stammzellen (iPS)
umgewandelt, vermehrt, in einzelne Fraktionen gesplittet und danach in die erforderlichen Zelltypen
differenziert. Diese Vorbereitung erfolgt unabhangig vom Druckprozess und wird hier nur
beispielhaft erwdahnt, um den Weg zu echten 3D-Organen zu beschreiben. Dieser Vorgang kann
Wochen bis Monate dauern, je nachdem Komplexitdt des zu druckenden Organs. Nach Produktion
der erforderlichen Zelllinien kdénnen diese eingefroren und gelagert werden, bis der Druck erfolgen
soll. Man kann eingefrorene Zellen auftauen, mit dem selektiven Faktor hybridisieren und drucken.
Schonender fir die Zellen ist eine Inkubationszeit nach dem Auftauen in der Zellkultur fur 24 Stunden
und eine anschlieBende Hybridisierung mit ihrem spezifischen selektiven Faktor.

In der Regel ist der selektive Faktor mit einem Ankermolekl fir die Verankerung in die Zellmembran
verbunden. Die verwendeten Ankermolekiile sind in der Regel universell fiir alle Zelltypen einsetzbar.
Uberraschenderweise hat sich gezeigt, dass perfluorierte Ankermolekiile am wirksamsten sind.
ErfahrungsgemaR binden diese Molekile innerhalb von 2 Minuten an 100% der beteiligten Zellen. Als
Ankermolekiile kdnnen aber auch lipophile Molekiile, Peptide, lonen oder Antikérper fungieren.

18) Vorbereitung der Zellen mit selektivem Faktor zum Druck:

Kurz vor dem Druck werden die Zellen des Kapillarsystems mit ihrem spezifischen selektiven Faktor
hybridisiert: Die verwendeten Endothelzellen und Muskelzellen werden zunachst getrennt in der
Zellkultur auf den Druck vorbereitet und mit ihrem jeweiligen selektiven Faktor hybridisiert.
AnschlieRend werden sie in den Kapillartinten zusammengefihrt.

Weitere Ausfiihrungen zu den Abbildungen:

Abbildung 1:

Abb. 1: Beispielhafter schematischer Druckeraufbau und Funktionsweise:
Grundlage der Erfindung ist ein herkdmmlicher fotorealistischer Piezodrucker.

Neuartig offenbart sind Modifikationen der Tintenzufiihrung (1-5) und der Aufbau des Druckertisches
(12, 13, 14, 15).

Der Drucker ist aufgebaut aus den Tintenversorgungseinheiten (1 — 5) dem Piezodruckerkopf (15),
dem Druckertisch (13) mit Medium gefilltem Druckraum (14) und dem Motor des Drucketisches
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(12). Zusatzlich befindet sich ein Mediumtank (8) zur Versorgung des Gewebes mit zufiihrenden
Schlduchen (9) und ein Abfalltank (11) und mediumabfihrenden Schlduchen (10) am Drucker.

Die einzelnen Komponenten sind von einem Gehduse (6) umgeben. AuBerhalb des Gehéauses
befindet sich die zentrale Steuereinheit/Computer/Software (7), die mit den Komponenten 1 -5, 15
und 12 kommuniziert (gestrichelte Linien).

Abbildung 2 - 7:

Abb. 2 - 7: Beispielhafter Aufbau Druckertisch und Funktionsweise:

Im Folgenden wird ein neues System eines Druckertischs offenbart. Der Drucktisch besteht im
Wesentlichen aus 5 Teilen:

Einer Druckplatte (7), einem Druckertisch (6) mit Versorgungsanschlissen, der mittels eines
Schrittmotors (3) und einer Mikrometerschraube (2) im Druckraum abgesenkt werden kann.

Die Druckplatte (7) wird mittels eines 3D Druckers (FDM, SLS, SLM SLA, oder andere Drucker)
individuell fir das Organ oder Organoid gedruckt, da die Offnungen zur Versorgung des Gewebes
unterschiedlich sein kdnnen. Der Unterschied kann in der Positionierung, Anzahl und Durchmesser
begrindet sein.

Die Druckplatte (7) aus einem biokompatiblen Polymer verfligt Gber die Anschlusséffnungen fir den
Medium Zu- und Ablauf (1), von denen sich individuell fir das Gewebe ein Leitungssystem innerhalb
der Platte erstreckt und in mehreren Offnungen firr die Versorgung des Gewebes an der Oberflache
miinden. Die Offnungen kdnnen unterschiedlich positioniert sein und auch unterschiedliche
Durchmesser besitzen. Auf diese Offnungen werden dann die GefiRe zur Versorgung des Gewebes
gedruckt.

Die Druckerplatte wird auf den Drucktisch (6) geschraubt, der Drucktisch besteht aus einem
magnetischem Material und verfiigt Gber Bohrungen in denen die Anschlussstiicke (1) fir den Zu —
und Ablauf des Mediums gesteckt werden. Unterhalb der Druckerplatte befindet sich der
Drucktischfuf3 (5), in dem der Stift der Mikrometerschraube reibungsarm eingepasst ist, sowie die
Anschlisse (z.B. Lueranschlisse) fur den Zu — und Ablauf (1) des Mediums. Die Anschlussstiicke des
Zu- und Ablaufs an der Oberseite des DrucktischfuRes (5), sind in einer bevorzugten
Ausfiihrungsform, als Zapfen konzipiert und passen exakt in die Bohrungen des Drucktischs. An der
Oberseite des Drucktischfules ist eine Magnetplatte angebracht. Uber Kraft des Magneten, wird der
Drucktisch und der DrucktischfulR miteinander verbunden und somit wird eine Verbindung von den
Anschlissen flir den Zu -und Ablauf zur Druckplatte hergestellt. Dichtungsringe in den Bohrungen
verhindern das Auslaufen von Medium. Uber die Magnetverbindung kann auch das gedruckte
Gewebe samt Druckplatte und Drucktisch problemlos von den anderen festinstallierten
Komponenten getrennt und auf eine andere Versorgungseinheit gesteckt werden.

Uber den Stift der Mikrometerschraube (2) und des Schrittmotors (3), kann der Drucktisch samt
Druckerplatte im Druckraum (Raum oberhalb der Silikonmatte) abgesenkt werden. Der Druckraum
besteht aus einer Bodenplatte (8) und einer Wandung (9) aus z.B. Edelstahl, und bildet somit einen
Raum, der mit Medium Uber Zufiihrungen befillt werden kann. In dieses Medium wird das gedruckte
Gewebe abgesenkt um es zu erndhren und vor Austrocknung zu schiitzen. Durch Absenkung der
gedruckten Bereiche, bleibt die Druckebene auf konstanter Héhe. Durch einen Uberlauf, wird ein
Uberlaufen durch Verdriangung des Mediums verhindert.

In einer besonderen Ausfuhrungsform, befindet sich oberhalb des Druckertischfules (5) eine
Silikonmatte (10) zur Dichtung.
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Diese wird Uber den Druckertischfu® (5) gespannt, wobei die Zapfen fir den Zu — und Ablauf
freibleiben und Gber den Rand der Bodenplatte des Druckraums reichen. Durch das Aufschrauben
der Druckraumwand (9), auf die Bodenplatte fir den Druckraum (8) wird zum einen der Druckraum
abgedichtet und die Unterseite des Drucktischfulles mit dem Stift der Mikrometerschraube vom
Druckraum getrennt. Durch die hohe Flexibilitdt der Silikonmatte, ist die Auf - und Abbewegung des
Drucktischs weiterhin problemlos moglich.

In einer weiteren Ausfiihrungsform wird zum Abdichten des Druckraums anstelle der Silikonmatte,
eine Dichtung zwischen dem Stift der Mikrometerschraube (2) und der Bodenplatte fir den
Druckraum (8) angebracht (z.B. Gleitringdichtung).

In weiteren Ausfihrungsformen konnen andere Konstrukte verwendet werden, um den Druckraum
abzudichten.

Abbildung 8:
Abb. 8: Beispielhafter Aufbau Druckerkopfversorgungseinheit und Funktionsweise:

In der hier neuartig offenbarten Druckkopfversorgungseinheit werden die angeziichteten Zellen aus
dem Zelltank (2) Uber eine Pumpe (4) in den Zellkonzentrator (6) gepumpt, in dem die
Zellkonzentration erhéht und lberschiissiges Medium abgefiihrt (9) wird. Uber einen Zellzahler (8)
wird eine definierte Zellkonzentration weiter geleitet zu einer Mischeinheit (7), in die auch
Tintenkonzentrat eingeleitet wird. Das Tintenkonzentrat wird aus dem Vorratsbehilter (1) Gber eine
Pumpe mit Messeinheit (5) in einem definierten Volumen in die Mischeinheit (7) befordert. In dieser
Mischeinheit (7) wird die Tinte fur die Druckerkopfe nach Vorgaben aus dem Druckprogramm
angemischt und Gber einen Kontroll-Zellzihler in den zum Piezodruckerkopf (12) fuhrenden Schlauch
geleitet.

Die Anzahl der Druckerkopfversorgungseinheiten richtet sich nach der Anzahl der benétigten
Biotinten und kann variieren.

Die Druckerkopfversorgungseinheit wird einerseits vom Algorithmus des Druckers gesteuert, um die
erforderliche Tintenzusammensetzung zu mischen, andererseits besitzt sie eine Reihe von Sensoren,
die dem Druckeralgorithmus Informationen Uber die Eigenschaften der gegenwaértig gemischten
Tinten liefern, auf die der Algorithmus reagiert.

Abbildung 9 u. 10

Abb. 9 u. 10: Bevorzugte Bauausfiihrungen des Zellkonzentrators (6) zur Aufkonzentrierung der
Zellen durch Dekanter

Zur Aufkonzentrierung der Zellen kommen als Zellkonzentrator (6) bevorzugt folgende Verfahren
zum Einsatz, die sich durch einen permanenten Betrieb auszeichnen. Die Aufkonzentrierung der
Zellen wird durch die Reduzierung der fliissigen Phase, des Mediums, erreicht. Die Trennung von
fester und flussiger Phase kann zum einen durch die Zentrifugalkraft erfolgen oder durch
Filtereigenschaften.

In diesen Bauausfihrungen wird zur Aufkonzentrierung der Zellen, eine Durchflusszentifuge oder ein
Dekanter verwendet. Beide Systeme arbeiten nach dem gleichen Prinzip mit Hilfe der
Zentrifugalkraft.
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In einer Zentrifuge erfolgt die Trennung der Feststoff- und Flissig-Phase mit Hilfe der
Zentrifugalbeschleunigung. In der sich drehenden Trommel der Zentrifuge bewegen sich die
Feststoffteilchen, die eine hohere Dichte aufweisen und somit schwerer als die Flissigkeit sind,
mittels Zentrifugalkraft nach auRen. Sie bilden ein Sediment an der inneren Wand der
Zentrifugentrommel.

Die Dekantertrommel hat eine zylindrisch-konische Form und rotiert mit einer Drehzahl, die auf die
jeweilige Trennaufgabe abgestimmt ist. In der Trommel erreicht das Produkt die volle
Umfangsgeschwindigkeit und legt sich als zylindrischer Ring an den Trommelmantel der Zentrifuge
an. Die im Produkt enthaltenen Feststoffe setzen sich aufgrund der hdheren Dichte unter dem
Einfluss der Zentrifugalkraft an der Trommelinnenwand ab. Die Ldnge des zylindrischen und der
Kegelwinkel des konischen Trommelteils lassen sich bei der Herstellung des Dekanters an die
jeweilige Trennaufgabe anpassen.

Abbildung 11 u. 12

Abb. 11 u. 12: Bevorzugte Bauausfiihrungen des Zellkonzentrators (6) zur Aufkonzentrierung der
Zellen durch dynamische Filtration

Bei der Cross-Flow-Mikrofiltration wird die Filtermembran wahrend des Filtrationsvorganges von
dem Medium mit den Zellen Gberstromt, sodass zwei Hauptstromrichtungen orthogonal zueinander
bestehen. Die Hauptstromrichtungen sind der Filterstrom durch das Filtermembran und die
Uberstrdmung parallel zur Filtermembran. Dem Aufbau des Filterkuchens wahrend des
Filtrationsvorganges wird durch die Uberstrémung der Suspension entgegengewirkt, sodass das
Zellkonzentrat abflieBen kann. Die Effektivitat der Filtereigenschaft ist durch die Anzahl der Poren
und PorengroRe in der Filtermembran variable. Besonders dafiir geeignet sind Hohlfasern
(Kapillarmembran oder auch Hohlfaden genannt), deren Leistungsfahigkeit noch durch den Pinch-
Effekt verstarkt wird. Eine Ubliche Hohlfaser hat einen Innendurchmesser von ca. 1,5 mm (3,0 mm
bis 0,1 um mdglich) und eine PorengroRe von 200 bis 5 nm (2000 nm bis 1,0 nm moglich). Je nach
Anwendung werden hunderte bis tausende Kapillaren in Modulen zusammengefasst und vergossen
(Hohlfasermodule). Mit Hilfe einer Zirkulationspumpe wird das unfiltrierte Produkt solange durch die
Kapillaren zirkuliert, bis die Trubstoffe im Retentat so konzentriert sind, dass eine Entleerung und
Reinigung erforderlich wird. (Ripperger 1992), (Melin & Rautenbach 2007).

Abbildung 13

selektive Faktoren — spaltbare Schutzgruppen flr Thiolgruppen zu den Wellenldngen von 325nm, 400
nm und 436 nm (Quelle: Wellenldngenselektiv abspaltbare photolabile Schutzgruppen fir Thiole,
Nico Kotzur, 2009)

Abbildung 14

Zellen mit selektivem Faktor. Helle Zellen zeigen Endothelzellen, dunkle Zellen zeigen Muskelzellen.
Beide Zelltypen liegen als Gemisch in einem Kapillartintentropfen vor und kénnen selektiv durch 2
Laserstrahlen mit verschiedenen Wellenlangen zur Vernetzungsreaktion aktiviert werden.
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Abbildung 15
Abb. 15: Aufbau eines Gewebemoduls:

Der Grundbaustein des Gewebes oder des Organs ist das kubische Einzelmodul (1) {(Abb.15a) von
definierter Seitenlange. Zur Versorgung des Gewebes, welches aus ein bis mehreren Zellarten
bestehen kann und daher auch ein funktionelles Gewebe wie ein Organ bilden kann, wird an der
einen Seite von einem aufsteigenden GefaR (2), welches spéater die Arterie bildet, versorgt. Das an
der gegenliberliegenden Seite befindliche absteigende Gefal (3) bildet die Vene. Von den GefaRRen
gehen jeweils facherformig kleinere GefalRe (4) ab, die sich bis zur Héhe des gegenliberliegenden
GefaRes auf der anderen Seite erstrecken und parallel zueinander verlaufen (Abb. 15b). Die kleineren
GeféRe (4) sind durch BriickengefaRe (6) miteinander verbunden, welche spater die Kapillaren bilden
und den ,,Blutkreislauf” schlieen und einen Mikrokreislauf (7) bilden (Abb. 15¢ und 15d).

Der Mikrokreislauf stellt die kleinste Versorgungseinheit in dem gedruckten Gewebe dar. Hierbei
wird Gber das aufsteigende Gefal (Arterie) (2), das Medium in ein kleines GefaR (4) geleitet, welches
zum aufsteigenden Ast gehort. Von dem kleineren GefaR stromt das Medium Uber die Briickengefalie
(6) in ein darunterliegendes kleineres Gefa3 (4), welches zum absteigenden Ast gehoért und im
absteigenden Gefal (3) mindet.

Da beim Drucken der Gefafde mit der Kapillartinte viele Zellen pro Tropfen verdruckt werden und nur
die Zellen an den Randbereichen in der Lage sind sich mit dem umliegenden Gewebe zu vernetzen,
missen die Uberschissigen Zellen ausgespult werden. Dazu und zur Versorgung der gedruckten
Zellen wird nach jeder Fertigstellung eines Mikrokreislaufs, dieser mit Medium fur eine kurze Zeit
durchspiilt. Bei jedem Spilvorgang werden die unterhalb des letzten Mikrokreislauf liegenden
Mikrokreisldufe mit gespiilt und die Zellen versorgt. Der Fluss des Mediums spiilt die unvernetzten
Zellen aus. Horizontal verlaufende GefalRe sind dafiir nicht optimal, weshalb die gedruckten GefaRe
alle in einem Winkel von 10 bis 90 Grad zur Druckerplatte verlaufen.

Die auf- und absteigenden Gefal3e (2 und 3), steigen in einem Winkel von 90° an. Die Gefal¥facher (5)
kdénnen in einem Winkel von 10 — 90° ansteigen. Gedruckt wird bis zur Mitte des Einzelmoduls
aufsteigend, danach absteigend, sodass die kleineren GefdRe immer aufsteigend zur Druckerplatte
verlaufen. So konnen bei den unfertig gedruckten GefdaRen die liberschiissigen Zellen gut ausgespult
werden. Wenn ein Mikrokreislauf (7) geschlossen ist, kann das Medium Uber das absteigende Gefal
ablaufen (Abb. und 15f).

Die GefaRfacher werden in einem definierten Abstand gedruckt, wobei der GefdaRfacher des auf —
und absteigenden Gefidlles abwechselnd untereinander verlaufen. Jeweils ein GefaRfacher des
aufsteigenden GefdRes (2) und des absteigenden GefdRes (3) werden durch BriickengefalRe (6)
miteinander verbunden und bilden den Mikrokreislauf (7) (Abb. 15d). Dieser Vorgang wird so lange
wiederholt, bis das Einzelmodul gefiillt ist. Zum Drucken eines Gewebes oder eines Organs, wird ein
Gewebemodul (8) geduckt welches aus mehreren Einzelmodulen besteht. Die Einzelmodule werden
auf der Druckerplatte, in ihrer Ausrichtung versetzt (Abb. 15g), bindig nebeneinander gedruckt,
sodass sich ein Gewebemodul von definierter Seitenldnge und Dicke ergibt. Die Organmodule
kdnnen zeitlich parallel auf verschiedenen Druckern gedruckt werden und mittels eines Klebers (z.B.
Fibrinkleber) zu groReren Gewebe- oder Organeinheiten verbunden werden (Abb. 15e).

Um die Gewebemodule an den Kreislauf des Kdrpers anschlieBen zu kénnen, muss bevorzugt ein

Gewebeabschlussmodul (8) (Abb.15g) und ein Gewebeanschlussmodul (9) (Abb.15h) gedruckt
werden.
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Das Gewebeabschlussmodul (8) besteht aus einem Gewebemodul, bei dem sich in den
Einzelmodulen die auf — und absteigenden Gefafle nach oben verjiingen und so verschlieSen und mit
mehreren Zelllagen (10) abgeschlossen werden.

Das Anschlussmodul (9) muss bevorzugt die einzelnen GefaRe der der Einzelmodule zu groReren
GefaRRen zusammenfiihren und dabei die anatomischen und chirurgischen Vorgaben bericksichtigen.
Dabei verlaufen die zu — und abfiihrenden GefdRe auf unterschiedlichen Ebenen zu den
Anschlussgefdflen (11) hin. Die aufsteigenden Gefifle und die absteigenden Gefille sind wieder
durch Briickengefélie zur Versorgung des Gewebes miteinander verbunden.

Abbildung 16

Abb. 16: Durchspiilung der entstehenden Kapillaren mit Medium:

Der Druckvorgang ist dabei so programmiert, dass in immer wiederkehrenden Zyklen nach dem
Erreichen einer bestimmten Hohe des Gewebes ein kurzer Spililvorgang eingeleitet wird, um die
Uberschissigen und unvernetzten Zellen auszuspllen. Dieser Spllprozess kann in verschiedenen
Ausfiihrungsformen vorliegen. Bevorzugt wird nach einer definierten Anzahl an Druckvorgangen
einmal der aufsteigende Ast gespilt, dann nach einer weiteren definierten Anzahl an
Druckvorgdngen der absteigende Ast. Immer alternierend, bis das Gewebemodul fertig gedruckt ist.
Durch den alternierenden Spulvorgang kénnen die zu — und ablaufenden GefédRe gespult werden,
ohne die Gefalle zu tberlasten.

Abbildung 17

Abb. 17: Leber — Organmodul:

Einzelmodule am Beispiel der Leber:

Die Leber besteht aus ca. 1 — 1,5 Millionen Leberldppchen mit einem Durchmesser von 1-2 mm. In
die Leber enden zwei GefdRe, die Leberarterie zur Versorgung des Gewebes mit Sauerstoff und
Nahrstoffen und die Pfortader, die das Blut aus Magen und Darm mit den aufgenommenen
Nahrstoffen und Giftstoffen transportiert. Aus der Leber heraus gehen die Venen die sich zur
Hohlvene vereinen und der Gallengang.

Das Einzelmodul wird hier aus den einzelnen hexagonalen Leberldppchen (1) (Abb.17a) mit einem
Durchmesser von 2 mm gebildet. Die Leberldppchen sind nebeneinander in 5 Reihen angeordnet und
jeweils 5 Reihen hoch (Abb. 17c). Durch die Anordnung der Leberlappchen in den Reihen, das jede
zweite Reihe um ein halbes Leberldappchen versetzt ist, lassen sie sich bei der Bildung von
Organmodulen verzahnen.

Die einzelnen hexagonalen Leberlappchen haben in jeder Ecke 3 GefdRe (Arterie (2), Pfortader (4),
Gallengang) und in der Mitte die Vene (5). Alle 4 GefiRe bilden wieder einen Mikrokreislauf
(Abb.17b).

Das Leberlappchen ist in jeweils zu den einzelnen EckgefdRen in 6 Segmente (6) unterteilt, die von
den Mikrokreislaufen durchstromt werden und einen GefaRfacher (7) (Abb.17d) bilden. Die beiden
zufiihrenden GefalRe, die Arterie und die Pfortader laufen im Mikrokreislauf parallel zueinander zur
Vene hin. Ihnen entgegen kommt aus der Mitte die Vene, sie verlduft unterhalb der zufiihrenden
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Gefalle, so bilden die drei GefdRe ein Dreieck. Die Arterie und die Pfortader sind wieder mit
GefaRbricken mit der Vene verbunden und bilden einen Mikrokreislauf. Der Gallengang befindet sich
in der Mitte des GefaRdreiecks.

Abbildung 18
Ubereinanderlagerung von einzelnen gedruckten Leber — Organmodulen:

Abbildung 19:

Abb. 19: Beispielhafter Aufbau eines Inkubators:

Der Gewebeinkubator besteht aus einer mediumgefiillten Wanne (1) mit einem aufzulegenden
Deckel (2). Auf dem Boden der Wanne ist ein FuR (3) fest installiert, auf dem ein baugleicher
DruckertischfuB (5) wechselbar angebracht ist. Die zu- und abfliihrenden Mediumschlduche (4) zum
DruckertischfuR werden Gber Offnungen im InkubatorgefiR herangefiihrt. Auf die Zapfen des
Druckertischfules (ohne Silikonmembran) wird mittels Magnetkraft der Druckertisch samt
Druckplatte, Druckfolie und gedrucktem Gewebe aufgesetzt.

Abbildung 20 u. 21:

Abb. 20 und 21: Beispielhafter Aufbau eines Druckerkopfes mit ungerichteter und gerichteter

Quelle fiir elektomagnetische Strahlung.
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