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1. Einleitung

Unser Wissen îber Bildung, Funktion und Pathologie von
Geweben und Organen stîtzt sich oft auf Erkenntnisse aus
Studien an zweidimensionalen (2D) Zellkulturen oder an
Tiermodellen. Ein Nachteil der Studien an 2D-Zellkulturen
ist aber, dass Zellen, die in solchen Kultursubstraten gezogen
wurden, substanziell bezîglich Morphologie, Zell-Zell- und
Zell-Matrix-Wechselwirkungen und Differenzierung von
Zellen abweichen kçnnen, die in dreidimensionalen (3D),
den physiologischen Bedingungen eher entsprechenden
Umgebungen gezogen wurden.[1–4] W�hrend Tiermodelle
h�ufig die Bedeutung spezifischer Molekîle und Prozesse
definitiv best�tigen, gab es Inkonsistenzen bei Rîckschlîssen
aus Genablations- und Chemogenomikstudien.[5] Das
schwerwiegendste Problem von Tiermodellen in der Wirk-
stoffsuche ist ihre mangelnde Vorhersagbarkeit.[6] So kçnnen
sich 50 % der Wirkstoffe, die pr�klinische Tests erfolgreich
absolvieren, als toxisch fîr Menschen erweisen, w�hrend
andere Wirkstoffe, trotz negativer Ergebnisse in Tierversu-
chen, faktisch ungiftig fîr Menschen sind.[7] Dadurch werden
mçglicherweise wichtige Wirkstoffe schon vor Erreichen der
klinischen Phase verworfen. Zudem geben Tiermodelle
h�ufig Eigenschaften von menschlichem Gewebe nicht be-
friedigend wieder, z.B. bei Tumoren, Autoimmunerkrankun-
gen und bezîglich der therapeutischen/toxischen Wirkung
von Arzneimitteln.[8,9] Der wichtigste Grund dafîr sind wohl
evolution�re Unterschiede zweier komplexer Systeme (z. B.
Maus und Mensch), die dafîr sorgen, dass Einflîsse durch
Krankheiten und Wirkstoffe deutlich verschiedene klinische
und physiologische Konsequenzen haben kçnnen.[10,11]

3D-Gewebemodelle bieten eine ausgezeichnete Alterna-
tive zu herkçmmlichen 2D-Zellkulturen und Tierversu-
chen.[3, 12] Diese In-vitro-Modelle eignen sich fîr vereinfa-
chende Ans�tze zur Aufkl�rung molekularer In-vivo-Me-
chanismen.[13] �berdies kçnnen sie auf die leistungsstarken

Methoden der Zell- und Molekularbiologie zurîckgreifen.
Ein zunehmender Einsatz von 3D-Modellen fîr spezielle
Gewebe kçnnte unser Wissen îber die Gewebemorphoge-
nese bereichern und Wirkstoff-Screenings erleichtern. 3D-
Gewebemodelle geben die r�umliche und chemische Kom-
plexit�t lebender Gewebe in vitro besser wieder als entspre-
chende 2D-Modelle.[14] Ferner sind sie nîtzlich fîr Untersu-
chungen îber die molekularen Grundlagen von Gewebe-
funktionen, und sie stellen Signalwege und die Adressier-
barkeit durch Wirkstoffe besser nach als 2D-Kulturen.[15–17]

Was den meisten 3D-Gewebemodellen allerdings fehlt,
sind eine Architektur îber mehrere Grçßenordnungen und
Grenzfl�chen zu anderen Geweben, wie sie etwa zwischen
Endothel und umgebendem Bindegewebe und Parenchym-
zellen vorliegen.[18] Diese Grenzfl�chen bestimmen die
Funktion fast aller Organe entscheidend mit. �berdies
werden die Zellen in den meisten aktuellen Modellen keinen
Strçmungseinflîssen (wie Scherung, Zug und Druck) ausge-
setzt, die die Entwicklung eines Organs und seine Funktion
im gesunden und kranken Zustand entscheidend beeinflus-
sen.[18–20] Diese Einschr�nkungen kçnnten mithilfe von Or-
ganmodellen auf Mikrofluidikchips îberwunden werden, die
kontinuierlich durchstrçmte Kammern bereitstellen, in denen
lebende Zellen Teile der Gewebe- oder Organfunktionen si-
mulieren.[18] Aber auch diese Modelle sind, infolge ihrer

Gewebe- oder Organmodelle kçnnen als nîtzliche In-vitro-Plattfor-
men systematische und quantitative Untersuchungen von Wirkstoffen
und Chemikalien erleichtern. Oberstes Ziel bei ihrer Entwicklung ist
die Nachbildung der wichtigen physiologischen Funktionen, was îb-
licherweise komplexe Kultursysteme erforderlich macht. Biodruck-
techniken bieten interessante Perspektiven fîr den Aufbau von Ge-
webe- und Organmodellen, da sie eine reproduzierbare, automatisierte
Produktion komplexer lebender Gewebe ermçglichen. Auf diese
Weise erhaltene Modelle haben Potenzial fîr das Screening neuer
Verbindungen oder fîr die Vorhersage von Toxizit�ten, da in ihnen die
r�umliche und chemische Komplexit�t von nativen Geweben oder
Organen nachgebildet werden kann. Hier zeigen wir, wie Gewebe- und
Organmodelle durch 3D-Biodruck in vitro hergestellt werden kçnnen,
wie sich ihre Vergleichbarkeit mit dem nativen Gewebe charakteri-
sieren l�sst, und wie sie bei der Auswahl von Leitstrukturen, bei
Toxizit�tstests und als Krankheits- oder Tumormodelle von Nutzen
sein kçnnen.
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planaren Anordnung, nicht in der Lage, die komplexen Ar-
chitekturen wiederzugeben, und sie konzentrieren sich weit-
gehend darauf, grundlegende Funktionen der entsprechenden
Gewebe nachzuahmen.

3D-Biodruck ist ein Ansatz, der milli- bis zentimetergroße
biologische Konstrukte aus verschiedenen Zellarten, Bio-
molekîlen und -materialien auf einmal aufbaut.[21] Diese
Technik liefert realistische 3D-Modelle, in denen die tat-
s�chliche Anordnung der Zellen im entsprechenden Gewebe
oder Organ imitiert wird.[22] Die Zellen werden im gesamten
Konstrukt sehr genau platziert, selbst wenn verschiedenartige
Zellen direkt nebeneinander arrangiert werden mîssen.[22]

Der Aufbau von 3D-Gewebemodellen aus menschlichen
Zellen, die das In-vivo-Verhalten getreu wiedergeben, kann
zu genaueren Vorhersagen von therapeutischen und toxi-
schen Effekten fîhren und die Kosten der Wirkstoffsuche
senken. Konstrukte mit kranken oder dysfunktionalen
menschlichen Zellen kçnnen als In-vitro-Modelle fîr
(Krebs)Erkrankungen aufgebaut werden, um die Gewebe-
pathologie zu analysieren oder neue Wirkstoffe zu testen.[23]

Dieser Aufsatz konzentriert sich auf allgemeine Prinzipi-
en und Methoden im Zusammenhang mit der Erzeugung
realistischer 3D-Gewebemodelle durch Anwendung von
Biodrucktechniken. Wir stellen die wichtigsten Konzepte
anhand ausgew�hlter jîngerer Beispiele vor, und wir disku-
tieren die Perspektiven des 3D-Biodrucks fîr weitere
Grundlagenstudien und die �bertragung auf realistische
Gewebe- und Krebsmodelle sowie physiologische und toxi-
kologische Studien.

2. Jíngere In-vitro-Modelle fír Gewebe und Organe

In den vergangenen zehn Jahren wurden In-vitro-3D-
Modelle zunehmend eingesetzt. Die Grînde dafîr sind
technologische Entwicklungen und eine strengere Regle-
mentierung von Tierversuchen fîr wissenschaftliche Experi-
mente.[24–28] Durch jîngste Fortschritte des Bioingenieurwe-
sens ergeben sich vielversprechende Perspektiven fîr neue
3D-Gewebemodelle hinsichtlich pr�klinischer Wirkstofftests
sowie physiologischer und toxikologischer Studien.

�ber die Jahre wurde verschiedene Kultursysteme fîr die
In-vitro-Bewertung von Wirkstoffen und Chemikalien ent-
wickelt: von der 2D-Kultur îber die Kultur auf Hydrogel-

membranen und die Sandwich-Kultur bis hin zur 3D-Kultur
(Abbildung 1). So wurden Kulturen von Prim�rzellen wie
Hepatozyten auf 2D-Platten lange Zeit routinem�ßig in
Wirkstoff-Screenings eingesetzt.[29, 30] Die Prim�rzellen un-
terliegen bei der Kultur auf flachen Oberfl�chen allerdings
Ver�nderungen bezîglich Morphologie, Struktur, Polarit�t
und Genexpression, und sie verlieren ihre gewebespezifi-
schen Funktionen.[31] Dieser Prozess der Entdifferenzierung,
durch den differenzierte Zellen ihre spezialisierte Funktion
einbîßen, ist ein biologisches Ph�nomen;[32] er bewirkt, dass
solche Kulturen nur fîr begrenzte Zeit verwendet werden
kçnnen.

Um die Wechselwirkung zwischen Zelle und extrazellu-
l�rer Matrix (ECM) nachzuahmen, wurden Brustepithelzel-
len auf Kollagenmembranen kultiviert,[33] was zur Produktion
von Milcheiweiß fîhrte.[34, 35] Es ist schwierig, menschliche
Brustkrebs-Prim�rzellen auf 2D-Oberfl�chen zu kultivieren,
aber eine rekonstituierte Grundmembran („basement mem-
brane“, BM) kann fîr die Kultur aller normalen menschli-
chen Brustepithelzellen und einiger Brustkrebszellen genutzt
werden.[36] In solchen 3D-Kulturen lassen sich maligne und
normale Brustepithelzellen (MECs) unterscheiden, da nor-
male Zellen in BM einen strukturell und funktional diffe-
renzierten Ph�notyp aufbauen.[36]

Um die gewebespezifischen Funktionen îber l�ngere
Kulturzeitr�ume aufrechtzuerhalten, wurden Sandwich-Kul-
turen erprobt, in denen Prim�rzellen wie Hepatozyten zwi-
schen zwei Matrixschichten (îblicherweise Collagen oder
Matrigel) platziert werden.[37] Diese Sandwich-Technik hat
einige Vorteile, doch ließ die Genexpression, auf der viele
leberspezifische Funktionen beruhen, mit der Zeit (îber 90 h)
nach.[38]

Einige 3D-Kulturmodelle wurden entwickelt, in denen
Zellen organisiert und polarisiert werden und mit Nachbar-
zellen wechselwirken kçnnen.[39,40] Diese Modelle haben
ein großes Potenzial fîr mechanistische Studien zur
(Patho)Physiologie von Geweben und Organen. Sie eignen
sich auch fîr die Untersuchung biologischer Ph�nomene, die
auf der Mikroarchitektur von Geweben beruhen und in der
Regel eine 3D-Struktur erfordern.[40] Solche 3D-Modelle
kçnnen viele Formen haben, etwa zuf�llig in einer Matrix
verteilte Zellen oder Zellcluster in selbstorganisierten Mi-
krostrukturen, den so genannten Organoiden.[16, 17, 41] Auch ein
Hydrogel mit invertierter Kolloidkristallstruktur wurde als
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Gerîst fîr die Kultur gewebeartiger 3D-Strukturen einge-
setzt.[42] In Cokulturen mit Stîtzzellen sind Lebensf�higkeit
und Funktionalit�t von Prim�rzellen in vitro verbessert. In
diesem Sinne wurden Hepatozyten erfolgreich mit Fibro-
blasten und Endothelzellen kombiniert.[43–47] Defizite bei
Architektur îber mehrere Grçßenordnungen, hierarchischer
Struktur, Durchstrçmung und Langzeit-Kulturbedingungen
sind die wichtigsten Nachteile dieser Modelle. Aktuelle Ent-
wicklungen auf dem Gebiet der In-vitro-3D-Modelle sind in
Lit. [40] und [48] zusammengefasst.

Nachteile von Gewebe- und Organmodellen
* Mehrstufige Herstellung
* Lebens- und Funktionsf�higkeit der Zellen eingeschr�nkt
* Komplexe hierarchische Gewebestruktur fehlt
* Spezifische extrazellul�re Matrix fehlt
* 3D-Struktur fehlt bei Biochips
* Stark variierende Resultate in Tierversuchen
* Tiermodelle kçnnen Merkmale von menschlichen

Geweben und Organen nicht wiedergeben
* Nicht vorhersagbare und falsch-positive oder falsch-

negative Ergebnisse in Tierversuchen
* Strikte Auflagen fîr Tierversuche in wissenschaftlichen

Experimenten

Mikrofluidik-Biochips haben sich zu einem beliebten
Hilfsmittel fîr In-vitro-Gewebemodelle entwickelt, denn die
Mikrofabrikation ist bezîglich der erreichbaren Pr�zision
allen anderen Techniken îberlegen.[49–52] Jîngere Entwick-
lungen sind in Lit. [18] und [53] zusammengefasst. Solche
Biochips beschr�nken sich aber zumeist auf Strukturen auf
Zellebene, sodass nur ein Teil der Gewebestruktur nachge-
bildet wird, aber keine ganzen Gewebe oder Organe. So

enthalten Lebern-auf-dem-Chip typischerweise Azinus-artige
Strukturen, um Konzentrationsgradienten zu erzeugen,[54]

eine 3D-Mikroleber mit Zoneneinteilung kçnnte aber eine
bessere Vorhersage von zonenabh�ngiger Toxizit�t gestatten.
Derartige 3D-Mikrolebern sind allerdings mit Fabrikations-
techniken fîr planare Mikrofluidkchips schwer aufzubauen;
realistische Gewebe- und Organmodelle erfordern eine
�bertragung der maßgeschneiderten Mikroumgebungen in
die dritte Dimension.[55]

3. Gewebe- und Organkonstrukte durch 3D-Bio-
druck

3.1. Strategien und Verfahren

Das Konzept des Biodrucks ist im Grunde eine Erweite-
rung additiver Herstellungstechniken, die beim schichtweisen
Aufbau komplexer Gewebe zum Einsatz kommen.[55] Der
Prozess sieht drei Grundschritte vor:[56, 57] A) Herstellung der
Biotinte und computerunterstîtzte Erzeugung einer Blau-
pause; B) den eigentlichen Druckschritt; C) Nachbehandlung
durch Kultur in einem Bioreaktor, um die gedruckte 3D-
Struktur zu einem funktionierenden Gewebe reifen zu lassen.

Verschiedene Gruppen haben die Voraussetzungen fîr
die kînstliche Herstellung biologischer Gewebe und Organe
zusammmengefasst,[57–62] es herrscht aber keine Einigkeit
îber die erforderliche Auflçsung und Organisation auf der
Mikrometerebene. Einige Forscher sind der Ansicht, dass
biologische Gewebe mit der hçchstmçglichen Auflçsung er-
zeugt werden sollten, um die Funktionen und das Verhalten
von Zellen in der In-vitro-Umgebung mçglichst genau nach-
zustellen und die 3D-Architektur und innere Zusammenset-

Abbildung 1. Entwicklung der Zellkulturmodelle: 2D-Zellkulturen sind seit vielen Jahren in Gebrauch, immer noch fír einfache zellbasierte Assays.
Sp�ter wurden Membran- und Sandwich-Kulturen entwickelt. Bei der 3D-Zellkultur werden die Zellen oft in Hydrogelen verkapselt. Sph�roidkultu-
ren sind gerístfreie Kulturen, in denen Zell-Zell-Wechselwirkungen vorherrschen. Alternativ kçnnen gelaugte oder faserige 3D-Geríste nach ver-
schiedenen Verfahren erzeugt und mit Zellen beimpft werden. Durch fríhe 3D-Druckverfahren konnten komplexe Strukturen mit bestimmter Ar-
chitektur kontrolliert und reproduzierbar hergestellt werden, die Zellen wurden aber immer noch nach Aufbau der Geríste aufgeimpft. Beim 3D-
Biodruck werden schließlich die Zellen selbst gedruckt. So erh�lt man mit Zellen beladene Konstrukte, wobei sich die Mikroumgebung der Zellen
beeinflussen l�sst. Bisher ist der 3D-Biodruck die leistungsf�higste Herstellungstechnik fír Gewebe- und Organkonstrukte. Wiedergabe einiger
Bilder mit Genehmigung nach Lit. [106,111].
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zung vorzugeben,[58] andere gehen davon aus, dass es aus-
reicht, Zellaggregate zu drucken, da die Zellen kraft ihrer
Organisationsf�higkeit selbstt�tig Gewebe aufbauen kçnnen;
unter optimalen Rahmenbedingungen bilden Endothelzellen
(ECs) beispielsweise Rçhrenstrukturen.[63]

Die drei Verfahren des 3D-Biodrucks[64–66] sind Tinten-
strahl-, Laser- und Extrusionsbiodruck (Abbildung 2).

3.1.1. Laser-Biodruck

Laser-Biodruck („laser-assisted bioprinting“, LaB) nutzt
eine Laserpulsquelle, eine Absorptionsschicht und ein Sub-
strat, um mehrere Zellen und biologische Komponenten auf
eine frei gew�hlte Oberfl�che aufzubringen und lebende
Gewebe oder Organe zu drucken (Abbildung 2A).[67] Vor der
Bestrahlung wird die Absorptionsschicht, die fîr die Laser-
wellenl�nge durchl�ssig ist, mit biologischem Material (Bio-
tinte) beschichtet, das die lebenden Zellen und/oder Proteine
einschließt. Ein fokussierter Laserstrahl wird dann auf die
Absorptionsschicht gelenkt, um W�rme zu îbertragen und
die Zellsuspension in Richtung des Substrats zu schleudern.[55]

Die Absorptionsschicht ist wichtig, da sie eine direkte
Wechselwirkung zwischen dem Laser und den biologischen
Materialien îberflîssig macht. Mithilfe von LaB kçnnen
Zellsuspensionen in kleinen Volumina mit hoher Auflçsung
gedruckt werden.[68] Das Trçpfchenvolumen l�sst sich îber
Viskosit�t und Dicke der Biotintenschicht zwischen 10 und
7000 pL variieren. Auch hohe Zelldichten und hoch viskose
Hydrogele werden mit LaB mçglich, was mit Tintenstrahl-
druck schwierig ist.[69]

Vor kurzem sind mit LaB verschiedene Gewebekon-
strukte erzeugt worden.[67, 70, 71] Mit dem Ziel der Knochen-
wiederherstellung wurden menschliche Osteoblasten ge-
meinsam mit Nanohydroxyapatit, einer anorganischen Kno-
chenkomponente, gedruckt.[67] Zur Haut-Wiederherstellung
wurden Keratinozyten und Fibroblasten in Collagen einge-
schlossen und der nativen Zellanordnung der Haut getreu

gedruckt.[70] Die Mçglichkeiten
von LaB bei der Adipogenese
wurden durch den Druck nichtdif-
ferenzierter Fettgewebsstammzel-
len belegt, die sich in adipogene
Zelllinien differenzierten.[71] Die
begrenzte Verfîgbarkeit lichth�rt-
barer Materialien und die Zytoto-
xizit�t der UV-Strahlung bereiten
allerdings Probleme.[22]

3.1.2. Tintenstrahl-Biodruck

Der Tintenstrahl-Biodruck ist
ein vielversprechender Ansatz.[72]

Bei dieser kontaktfreien Technik
werden biologische 3D-Konstrukte
durch Aufbringen von Tintentrop-
fen in aufeinanderfolgenden
Schichten aufgebaut (Abbil-
dung 2B). Die Methode ist nîtz-
lich, um mehrere Zellen[73, 74] oder
Proteine[75–77] in kleinen Trçpfchen
gezielt an einer Position abzuset-
zen. Diese Vorgehensweise ist
billig, reproduzierbar, fîr Hoch-
durchsatzverfahren geeignet, und
sie kann hohe Auflçsungen erzie-
len.[78] Außerdem lassen sich han-
delsîbliche Tintenstrahldrucker

leicht fîr den Druck von Zellen und Biomolekîlen umrîs-
ten.[79–81] Boland et al. druckten Ovariarzellen des chinesi-
schen Hamsters und embryonische Motorneuronzellen mit-
hilfe eines modifizierten Hewlett-Packard-Druckers auf ver-
schiedene Hydrogelsubstrate.[79] Nakamura et al. nutzten den
Tintenstrahldruck, um einfache Stîtzgerîste fîr Zellen in
Form von Fasern, Bl�ttern (mit einer oder mehreren Schich-
ten) und 3D-Rçhren aufzubauen.[82] Forscher am Wake Forest
Institute for Regenerative Medicine modifizierten das Tin-
tenstrahlverfahren, um verschiedene Gewebe- und Organ-
prototypen durch die hochgenaue Anordnung mehrerer
Zellarten und anderer Gewebekomponenten zu erhalten.[83]

�berdies wurden die Auswirkungen der Druckbedingungen,
einschließlich Substratsteifigkeit,[84] Tensidkonzentration und
Durchmischen, auf die gedruckten Zellen untersucht.[85]

Dabei zeigte sich, dass das Substrat, auf das ein Zelltrçpfchen
abgelegt wird, weich genug sein sollte, um die kinetische
Energie des Trçpfchen aufzufangen und den Aufprall der
Zellen zu d�mpfen.[84] Ferner wird die Trçpfchenbildung
durch den Zusatz eines Tensids zuverl�ssiger, und leichtes
Durchmischen verhindert das Absetzen und die Aggregation
von Zellen im Vorrat.[85]

Abbildung 2. Die drei Ans�tze des Biodrucks: A) Laser-, B) Tintenstrahl- und C) Extrusionsdruck.
Wiedergabe mit Genehmigung nach Lit. [86]. Durch Biodruck erzeugte Gewebe: D) Haut durch Laser-
druck von Zellen (sieben Schichten, abwechselnd aus roten und grínen Keratinozyten, wobei jede
Schicht wiederum aus vier Unterschichten besteht; Maßstab 500 mm), E) verzweigte Gef�ße durch
Tintenstrahldruck und F) Aortenklappen durch Extrusionsbiodruck. Wiedergabe mit Genehmigung
nach Lit. [70].
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3.1.3. Extrusionsbiodruck

Mit Extrusionsbiodruck kçnnen lebende Zellen, verkap-
selt in einem Hydrogel, gezielt positioniert werden. Extrusi-
onstechniken, die auf einer Kombination aus einer Spritze,
einer Dîse und einem Drucksystem beruhen, sind heute der
vielversprechendste Ansatz, um durch 3D-Biodruck Gewebe-
oder Organkonstrukte mit klinisch relevanter Grçße und
Form aufzubauen (Abbildung 2C).[55] Vor dem eigentlichen
Druckschritt werden Zellen oder Proteine in einem Hydrogel
verkapselt und in sterilisierte Spritzen mit einer Mikrodîse
gefîllt. Zellbeladenes Hydrogel oder Zellsph�roide werden
dann mithilfe von Luftdruck oder durch einen motorbetrie-
benen Kolben in vorgegebener Weise auf das Substrat îber-
tragen. Viele Berichte beschreiben verschiedene Extrusions-
systeme fîr den 3D-Druck von Geweben, z.B. den Novogen
MMX Bioprinter (Organovo, Inc., San Diego, CA, USA),[87]

den Bioplotter (Envision TEC GmbH, Gladbeck, Deutsch-
land),[21, 88, 89] einen 3D-Drucker (Fab@Home, Cornell Uni-
versity, Ithaca, NY, USA),[90] ein direktes Schreibsystem fîr
Zellen (Arbeitskreis Prof. Sun, Drexel University, Philadel-
phia, PA, USA)[91] und ein Mehrkopfsystem zum Aufbau von
Geweben und Organen (MtoBS; Arbeitskreis Prof. Cho,
POSTECH, Pohang, Korea).[92] Mit diesen 3D-Biodrucksys-
temen wurde versucht, verschiedenartige Gewebekonstrukte
zu erzeugen.[21, 92, 93]

3.2. Zentrale Merkmale

Drei Charakteristika sind essenziell fîr den Aufbau rea-
listischer Gewebemodelle durch 3D-Biodruckverfahren:
Biomimetik, Zellfluss in Geweben und modulare Bausteine.

3.2.1. Biomimetik

Mit 3D-Biodruck versucht man, die zellul�ren und ex-
trazellul�ren Komponenten eines Gewebes oder Organs.
nachzubilden.[94] Dies gelingt durch den Nachbau spezifischer
funktioneller Gewebekomponenten, z.B. durch Nachahmen
der Leberl�ppchen-Struktur, oder durch Erzeugen physiolo-
gisch exakter Biomaterialien und Gradienten. Fîr den er-
folgreichen Nachbau biologischer Gewebe auf der Mikro-
meterebene muss man îber Kenntnisse der Mikroumgebung
verfîgen, einschließlich der spezifischen Organisation von
funktionellen Zellen und Stîtzzellen, Gradienten lçslicher
oder unlçslicher Faktoren, der Zusammensetzung der ECM
und biologischer Einflîsse.[58] Die Schaffung dieser Wissens-
grundlage entscheidet îber den Erfolg des Ansatzes. Dabei
kann man auf Forschungsresultate aus Gebieten wie Bioma-
terialien, Zellbiologie, Biophysik, Bildgebung und Medizin
zurîckgreifen.

3.2.2. Zellfluss in Geweben

Zellen verfîgen îber organisatorische F�higkeiten, die es
ihnen ermçglichen, nach dem Druck von Zellaggregaten
selbstt�tig Gewebe zu bilden. Die Organentwicklung im
Embryo dient oft als Anhaltspunkt fîr die Nachbildung bio-

logischer Gewebe durch 3D-Biodruck. Diesem Ansatz fol-
gend wurde der 3D-Druck selbstorganisierender Zellsph�-
roide untersucht, die sich zusammenlagern und durch Orga-
nisation ihrer Zellen sich entwickelnde Gewebe nachahmen.
So kçnnen Epithelzellen (ECs) unter optimalen Bedingungen
rçhrenfçrmige Strukturen bilden.[56] Fîr eine autonome Or-
ganisation, wie sie îber die gesamte embryonische Entwick-
lung hin erfolgt, muss die Zelle selbst die wichtigste Triebkraft
der Histogenese sein und Struktur, Zusammensetzung, Lo-
kalisierung, Funktion und Eigenschaften eines Gewebes
vorgeben.[22]

3.2.3. Modulare Bausteine

Organe und Gewebe setzen sich aus kleineren funktio-
nellen Bausteinen zusammen,[63] beispielsweise aus Leber-
l�ppchen. Die Bausteine kçnnen vorgefertigt werden und sich
rational gesteuert, selbstorganisiert oder nach einem kombi-
nierten Ansatz modular zu grçßeren Konstrukten vereini-
gen.[95] 3D-Biodruckverfahren kçnnen diese Module erstellen
und lebende 3D-Strukturen liefern; beispielsweise wurden
Zellsph�roide mithilfe von ECM nachahmenden Hydrogelen
angeordnet.[96, 97]

3.3. Materialien fír den 3D-Biodruck

Beim Biodruck von Gewebekonstrukten nutzt man h�ufig
Materialien mit definierten Eigenschaften als Vehikel fîr
Zellen. Diese Materialien kçnnen maßgeschneidert werden,
um die Zell-Biomaterial-Wechselwirkungen zu modulieren,
zus�tzlich kçnnen sie aber auch ein Gerîst fîr das entste-
hende Gewebe bereitstellen.[98, 99] Aus diesem Grund werden
îblicherweise zwei Materialklassen fîr den 3D-Biodruck
verwendet. Die erste Klasse sind h�rtbare Polymere, die
thermisch extrudiert werden kçnnen und h�ufig als Gerîste
dienen.[92, 100–103] Die Gerîste werden nach dem Druckschritt
mit Zellen beimpft, sodass Zellen in das Gerîst hinein
wachsen und kînstliche Gewebe entstehen kçnnen, oder sie
werden direkt implantiert (Abbildung 3).[104] Die zweite
Klasse sind Materialien, die große Wassermengen einlagern
(bis > 99%) und den Zellen eine gînstige Umgebung bieten
kçnnen.[55] In diese Klasse fallen Hydrogele, die zur Verkap-
selung lebender Zellen verwendet werden. Mit Zellen bela-
dene Hydrogele, die außerdem noch andere Komponenten
wie Wirkstoffe[105] oder Biomolekîle enthalten kçnnen,[106]

sind typische „Biotinten“. Hydrogele, die sich thermisch,
photochemisch, durch Ionen oder chemisch vernetzen lassen,
eignen sich zur Herstellung von Biotinten.[89,107–115] Konzen-
tration, Molekulargewicht, Viskosit�t, Gelierungskinetik und
Steifigkeit sind weitere wichtige Parameter. Lit. [55] und [86]
informieren umfassend îber diese Eigenschaften von Hy-
drogelen im Zusammenhang mit dem 3D-Biodruck.

�blicherweise ist ein �berschuss an Hydrogel in Bezug
auf die Zellen erforderlich, um den Biodruck-Konstrukten
eine stabile Struktur zu verleihen. Die Konzentration der
Zellen in der Biotinte beeinflusst aber das Ausmaß der Zell-
Zell-Wechselwirkungen in der resultierenden 3D-Struktur;
hier ist eine hçhere Zelldichte vonnçten (107–108 Zel-
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lenmL¢1).[116] H�ufig muss daher ein Kompromiss zwischen
Hydrogelkonzentration und Zelldichte gefunden werden.[55]

Außerdem produzieren die Zellen die ECM des Gewebes –
ein Prozess, der oft von der Mikroumgebung der Zelle ab-
h�ngt.[117] Die Zusammensetzung einer Biotinte kann die
Bildung einer gewebespezifischen ECM entscheidend beein-
flussen. Selbstorganisierende Zellsph�roide kçnnen die ECM
aufbauen, die fîr ihr Funktionieren am gînstigsten ist.[63] Der
Biodruck von Zellsph�roiden ist aber eine Herausforderung,
da îber den Prozess hinweg ihre Lebens- und Biosynthese-
f�higkeit sowie ihre Nahrungsversorgung aufrechterhalten
werden mîssen.[62] H�rtbare feste Materialien (z.B. Ther-
moplaste wie PCL, PLA und PLGA) und mit Zellen beladene
Hydrogele wurden auch gemeinsam verarbeitet. Dadurch
wurden vorteilhafte mechanische Eigenschaften mit der ge-
zielten Positionierung von Zellen durch den Biodruck und
einer hohen Zelldichte kombiniert (Abbildung 3).[118]

Oft wurden den Matrixmaterialien biologisch aktive
Komponenten zugesetzt, um die Zelladh�sion zu verbessern
oder die Zellproliferation und -differenzierung anzutrei-
ben.[119,120] So binden ECM-Proteine an lçsliche Wachstums-
faktoren und steuern deren Verteilung, Aktivierung und
Pr�sentation gegenîber Zellen.[121] Die r�umliche Verteilung
von Proteinen fîhrt zu biochemischen Signalen fîr den or-
ganisierten Gewebeaufbau.[122] Fîr eine gezielte Gewebe-
nachbildung ist es notwendig, solche Signale von außen im
geeigneten r�umlichen und zeitlichen Kontext zu geben.[121]

Beim 3D-Biodruck kann eine gewebespezifische ECM
genutzt werden, um die Bildung des gewînschten Gewebes
sicherzustellen.[110] Zell-ECM-Wechselwirkungen sind natur-
gem�ß extrem komplex, und daher kann nur ein gewebe-
spezifischer Ansatz die native Umgebung fîr Stammzellen
bieten. Dies wurde kîrzlich in Studien best�tigt, in denen
spezifische ECM-Gerîste verbesserte Funktionen[123] und die
Bildung komplexer Gewebe ermçglichten.[124,125] Jîngst
wurde dezellularisierte ECM (dECM) aus verschiedenen

Geweben in Biotinten fîr den 3D-
Biodruck genutzt.[110] Stammzell-
differenzierung und Gewebebil-
dung wurde durch dECM aus
Fettgewebe zugunsten einer adi-
pogenen Zelllinie und durch
Knorpel-dECM zugunsten einer
chondrogenen Zelllinie gelenkt.
An Konstrukten, die mit Herzge-
webe-dECM hergestellt wurden,
kam es îberdies zu einer ver-
st�rkten strukturellen Reifung von
Myoblasten.[110]

3.4. 3D-Biodruck von Gewebe- und
Organmodellen

Durch 3D-Biodruck mit einer
Reihe von Zellarten und Materia-
lien wurden verschiedene Gewebe
und Organe nachgebildet (Tabel-
le 1). W�hrend oft nur die Mach-

barkeit bewiesen wurde, konnten einige wenige Studien das
Potenzial der Technik fîr die Entwicklung von Gewebemo-
dellen aufzeigen.

3.4.1. Haut

Mithilfe von Tintenstrahl-3D-Biodruck unter Verwen-
dung von Keratinozyten und Fibroblasten als Konstituenten
der Epidermis bzw. Dermis sowie Kollagen als Ersatz fîr die
Hautmatrix konnte Hautgewebe kînstlich erzeugt
werden.[127] Histologische und Immunfluoreszenz-Analysen
bescheinigten diesem Hautgewebe eine morphologische und
biologische øhnlichkeit zu menschlicher Haut. In einer wei-
teren Studie lieferte eine Laser-Biodrucktechnik einen voll-
st�ndig zellularisierten Hautersatz. Dabei wurden Fibroblas-
ten und Keratinozyten auf einer stabilisierenden Matrix
(Matriderm) abgesetzt.[128] Die Keratinozyten begannen in
Kultur an der Luft-Flîssigkeits-Grenzfl�che mit der Diffe-
renzierung und bildeten eine mehrschichtige Epidermis und
ein Stratum corneum. Einige der aufgedruckten Fibroblasten
verblieben direkt auf dem Matriderm-Substrat, wo sie Kol-
lagen produzierten, w�hrend der Rest in das Substrat ein-
wanderte. Mithilfe eines laserinduzierten Transfers („laser-
induced forward transfer“, LIFT) wurden Hautzelllinien
(Fibroblasten/Keratinozyten) und humane mesenchymale
Stammzellen (hMSC) zum Aufbau eines Modells fîr
menschliche Haut gedruckt, wobei die Zellen nicht besch�-
digt wurden.[129]

3.4.2. Blutgef�ße

Der Druck von Blutgef�ßen wurde besonders eingehend
untersucht, da diese die N�hrstoff- und Sauerstoffversorgung
von Gewebekonstrukten sicherstellen und den Abtransport
von Metaboliten gew�hrleisten. Dadurch kçnnten sie den
Aufbau grçßerer und komplexer Gewebe und Organe er-

Abbildung 3. Biodruck von Gerísten und Hydrogelen sowie gemeinsamer Druck von Geríst und Hy-
drogel. Computermodelle und entsprechende gedruckte Strukturen von Poly(propylenfumarat)-Gerís-
ten (linke Spalte), Seidenfibroin-Gelatine-Hydrogelkonstrukten (mittlere Spalte) und Konstrukten aus
Polycaprolacton und dezellularisierter extrazellul�rer Matrix (rechte Spalte). Maßstab 5 mm. Wieder-
gabe mit Genehmigung nach Lit. [104,115,126].
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mçglichen.[130] Extrusionsbiodruck unter Verwendung mit
Zellen beladener Gele lieferte Gef�ßkonstrukte.[131] Sp�ter
wurden zwei verschiedene Gel-basierte Zellsuspensionen und
ein entfernbares Gel nacheinander in eine Kammer gedruckt,
die anschließend mit einem GelMA-Gel aufgefîllt wurde.[132]

Nach Vernetzen des GelMA durch Ultraviolettbestrahlung
wurde die Umgebungstemperatur gesenkt, um das entfern-
bare Gel zu verflîssigen und auszutreiben. Die dadurch ent-
stehenden Kan�le in der Gelstruktur wurden mit Endothel-
zellen aus humanen Nabelschnurvenen („human umbilical
vein endothelial cells“, HUVECs) durchspîlt, die sich an den
Kanalw�nden anlagerten und das Konstrukt vaskularisierten.
Gewebekonstrukte mit Kan�len waren schon frîher auf
�hnliche Weise erzeugt worden, indem ein zellhaltiges Gel
îber eine gedruckte 3D-Kohlenhydrat-Glasstruktur gegossen

wurde.[133] Nach dem Vernetzen des Gels wurde die Kohlen-
hydratstruktur herausgelçst, und es verblieb ein Kanalsystem,
an dessen W�nde HUVECs angelagert werden konnten. Zum
Druck von Blutgef�ßen wurden Sph�roide aus Glattmuskel-
zellen und Fibroblasten direkt in einem stîtzenden Agaro-
segel dispergiert.[93]

3.4.3. Leber

Der 3D-Biodruck funktionaler durchstrçmbarer Leber-
konstrukte steht noch am Anfang, entsprechende Konstrukte
mit eingeschr�nkter Funktion konnten aber bereits erhalten
werden.[134, 135] Mit dem NovoGen MMX Bioprinter (Orga-
novo Holdings, Inc., San Diego, CA, USA) wurden stoff-
wechselaktive 3D-Lebergewebe gedruckt,[136] die im Ver-

Tabelle 1: Beispiele fír Gewebe- und Organmodelle, die durch 3D-Biodruck erhalten wurden.

Gewebeart Materialien Vernetzungs-
verfahren

Zellen Biodruck-Technik Ausgefíhrte
Experimente

Wichtige
Ergebnisse

Lit.

Haut Typ-I-Kollagen
fír die Zell-
verkapselung,
Matriderm
als stabilisie-
rende Matrix

thermisch Fibroblasten
und
Keratinozyten

Laserdruck Einbringen von Konstruk-
ten in Hautwunden von
Nacktm�usen, Charakteri-
sierung mit Histologie und
Immunfluoreszenz

Hautgewebe, haupt-
s�chlich Epidermis, und
Blutgef�ße von der
Wunde in Richtung der
gedruckten Zellen
werden gebildet

[121]

Gehirn-
mikrogef�ße

Typ-I-Kollagen thermisch Maushirn-
Endothelzellen
(bEnd.3)

Extrusionsdruck
fír den Rahmen

Durchdringen des Endo-
thels und Stçrung der
Barrierefunktion mit Man-
nitol, Immunfluoreszenz-
f�rbung

Gehirn-Mikrogef�ße mit
Schrankenfunktion

[172]

Leber – – Prim�re Hepato-
zyten, Endothel-
und Kupffer-
Zellen

Tintenstrahldruck Biochemische Studien:
Cytochrom-P450-Aktivit�t,
Proteinexpression

Leberkonstrukte mit
mehreren Zellarten und
leberspezifischer Funk-
tion íber 135 h

[130]

Knochen
und Knorpel

Acrylierte Peptide
und acryliertes
Polyethylen-
glykol (PEG)

UV-induziert Humane
mesenchymale
Stammzellen
(hMSCs) aus
Knochenmark

Tintenstrahldruck Zelllebensf�higkeit und
biochemische Analyse der
abgeschiedenen minerali-
schen Bestandteile und
der Matrix

Abscheidung von mine-
ralischer und Knorpel-
matrix bestimmt me-
chanische Eigenschaf-
ten

[132]

Herzgewebe Alginat ionisch Kardiomyozyten-
Vorl�uferzellen
(hCMPCs)

Extrusionsdruck Zelllebensf�higkeit und
Expression herzspezifi-
scher Gene

Gedruckte Zellen wan-
dern aus der
Alginatmatrix in die
Matrigelschicht

[135]

Hornhaut Rekombinantes
humanes Typ-III-
Kollagen und
2-Methacryloyl-
oxyethylphospho-
rylcholin (RHCIII-
MPC) und Fibro-
nectin als Tinte

Chemische
Vernetzung
von RHCIII-
MPC

Humane
corneale
Epithelzellen
(HCECs)

Transfer von Zellen
auf RHCIII-MPC
durch Mikrokon-
taktdruck

Zelllebensf�higkeit und
-vermehrung, Immun-
histochemie

Bildung eines vernetz-
ten Hydrogels mithilfe
eines Femtosekunden-
lasers und Mikrokon-
taktdruck lebensf�higer
HCECs nach vorgege-
benem Muster

[137]

Ohr Alginat ionisch Chondrozyten
aus
Gelenkknorpel

Extrusionsdruck Zelllebensf�higkeit, bio-
mechanische und elektri-
sche Charakterisierung

Bionisches Ohr mit leit-
f�higem Polymer zeigt
biologische und nano-
elektronische Funktion

[138]

Fettgewebe Dezellularisierte
Fettgewebematrix

thermisch Humane
Fettgewebs-
stammzellen

Extrusionsdruck Zelllebensf�higkeit, Gen-
expression, Immunf�r-
bung, In-vivo-Untersu-
chung der Fettgewebe-
regeneration an einem
Mausmodell

Konstrukte stabilisieren
die Regeneration von
vaskularisiertem Fett-
gewebe

[142]
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gleich zu entsprechenden 2D-Zellkulturen verst�rkte leber-
spezifische Funktion zeigten (bis 135 h lang). Ferner wurde
eine kompartimentspezifische Organisation fîr Hepatozyten,
Kupffer-Zellen und Endothelzellen nachgewiesen. Durch
Extrusionsbiodruck wurden Alginat-verkapselte HepG2-
Zellen, Wachstumsfaktoren und Gerîstmaterialien in einer
3D-Architektur organisiert.[137] Diese Mikrolebern wurden in
Stoffwechselstudien dynamisch durchstrçmt, um In-vivo-Be-
dingungen nachzuahmen. Das System diente auch als Modell
in Strahlenschutz-Untersuchungen fîr Leberzellen.[23]

3.4.4. Knochen und Knorpel

Tintenstrahl-Biodruck kann Knochen-Konstrukte liefern,
wenn acrylierte Peptide und acryliertes Polyethylenglykol
gemeinsam mit mesenchymalen Stammzellen (hMSCs) aus
menschlichem Knochenmark gedruckt werden.[138] Auf diese
Weise erzeugtes und differenziertes Knochen- und Knorpel-
gewebe eignete sich ausgezeichnet fîr die Abscheidung von
mineralischer und Knorpelmatrix und verfîgte îber deutlich
verbesserte mechanische Eigenschaften. Die Steifigkeit und
Struktur gedruckter 3D-Hydrogele lenken die Differenzie-
rung mesenchymaler Stammzellen zu adipogenen und
osteogenen Zelllinien.[139] Nach dem 3D-Druck von disper-
gierten Knochenmark-Stammzellen (BMSCs) mit verschie-
denen Hydrogelen (z.B. Alginat, Agarose, Matrigel und
Lutrol F127)[21] zu Knochengewebe erwiesen sich die BMSCs
als lebensf�hig in den gedruckten Konstrukten. Ein 3D-Bio-
druck-Konstrukt mit zwei verschiedenen Knochen- und
Knorpel-Zellarten wurde ebenfalls hergestellt,[100] in dem ein
Gerîst aus thermoplastischem Polycaprolacton (PCL) die
mechanische Stabilit�t verst�rkte. Alginat-Lçsungen mit
entweder Osteoblasten oder Chondrozyten wurden in ein
zuvor erzeugtes PCL-Gerîst geleitet. Der Druck von Knor-
pel- und Knochengewebe gelang mit MtoBS,[100] das sich als
vielversprechend fîr den 3D-Druck heterogener Gewebe aus
mehreren Zellarten herausstellte. Vor kurzem wurde
Schweineknorpel-Gewebematrix als Biotinte fîr den Druck
von Knorpelgewebekonstrukten verwendet.[110] Mit einer
Biotinte aus dezellularisierter extrazellul�rer Knorpelmatrix
erhaltene 3D-Konstrukte unterstîtzten die chondrogene
Differenzierung und Reifung verkapselter Stammzellen und
die Bildung von neuem Knorpelgewebe.

3.4.5. Herzgewebe

3D-Biodruck mit anschließender photochemischer Ver-
netzung lieferte komplexe heterogene Aortenklappen-Ge-
rîste mit nativer anatomischer und achsensymmetrischer
Aortenklappengeometrie und 12–22 mm Innendurchmes-
ser.[140] Mit interstitiellen Zellen von Schweine-Aortenklap-
pen („porcine aortic valve interstitial cells“, PAVIC) beimpfte
Gerîste, die bis zu 21 Tage lang kultiviert wurden, zeigten
Elastizit�tsmoduln in einem breiten Bereich von 5.3� 0.9 bis
74.6� 1.5 kPa. In einer weiteren Studie wurde ein mit Kar-
diomyozyten-Vorl�uferzellen aus menschlichen Herzen
(„human cardiac-derived cardiomyocyte progenitor cells“,
hCMPCs) beladenes Alginat-Gel genutzt, um in vitro einen
Herzflicken mit 92% îberlebenden Zellen zu erzeugen.[141]

Die gedruckten hCMPCs bildeten Herzzellen und expri-
mierten die frîhen kardialen Transkriptionsfaktoren Nkx2.5,
Gata-4 und Mef-2c sowie das Sarkomerprotein Troponin T.

3.4.6. Auge

Mithilfe von computergestîtzem Design wurde ein
Modell entworfen, das die optische Leistung des menschli-
chen Auges gut wiedergibt.[142] Das durch 3D-Druck herge-
stellte Modell kam in Augengrund-Studien zum Einsatz. Bei
einem Versuch, die Hornhaut des menschlichen Auges im
Labor nachzubauen, wurden Kollagen und Phospholipide in
robuste Hydrogele gedruckt, die durch Laserbehandlung ge-
mustert worden waren und als kînstlicher Ersatz fîr Spender-
Hornhaut dienten.[143]

3.4.7. Ohr

Ein bionisches Ohr in anatomischer Geometrie wurde
durch 3D-Biodruck einer zellbeimpften Hydrogelmatrix er-
zeugt, wobei die Infusion von Silbernanopartikeln fîr Leit-
f�higkeit sorgte.[144] Bei dieser Studie wurde das Knorpelge-
webe in vitro um eine Spulenantenne im Inneren des Ohrs
herum kultiviert, die es anschließend ermçglichte, induktiv
gekoppelte Signale von Hçrschnecken-fçrmigen Elektroden
zu verfolgen. Das gedruckte Ohr hatte eine verst�rkte
Wahrnehmungsf�higkeit fîr Radiofrequenzen, und komple-
ment�re linke und rechte Ohren empfingen Musik in Stereo.
In einer weiteren Untersuchung wurden ohrfçrmige Kon-
strukte mit Ohrenknorpel und -fettgewebe durch 3D-Bio-
druck mit einer Opferschicht erhalten.[145,146] Chondrozyten
und Adipozyten, die aus Fettgewebsstammzellen differen-
ziert waren, wurden in separaten Hydrogelen verkapselt und
anschließend fîr die Regeneration von Knorpel- bzw. Fett-
gewebe in speziellen Bereichen abgesetzt.

3.4.8. Fettgewebe

Bei einem frîhen Versuch, kînstliches Fettgewebe zu
erzeugen, wurden Fettgewebsstammzellen (ASCs) und ein
Gelatine/Alginat-Hydrogel in die Form von Wîrfeln (10 ×
10 × 10 mm3) gedruckt.[147] Die ASCs wuchsen, vermehrten
sich und differenzierten in diesen Konstrukten. Wurde basi-
scher Fibroblastenwachstumsfaktor (bFGF) zugesetzt, so
differenzierten die Zellen an den W�nden des Gerîsts in
Endothel-artige Zellen, die Zellen im Inneren des Hydrogels
hingegen in Fettgewebe-artige Zellen. Die Konstrukte blie-
ben îber 60 Tage intakt. Vor kurzem wurde menschliche
Fettgewebematrix als Biotinte genutzt.[110] Konstrukte aus
entsprechender dECM zeigten eine adipogene Differenzie-
rung und Reifung verkapselter Stammzellen und die Bildung
von Fettgewebe.[126]

Die hier beschriebenen Studien kçnnten die Entwicklung
pharmakologischer oder toxikologischer Modelle anregen,
um (patho)physiologische Aspekte spezieller Gewebe und
Organe zu untersuchen.
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4. Charakterisierung von In-vitro-Gewebemodellen
und -Organmodellen

Gewebe- und Organmodelle, die durch 3D-Biodruck er-
halten wurden, mîssen charakterisiert werden, um ihre Ent-
wicklung und Funktion zu bewerten. Unter den zahlreichen
angewendeten Techniken sind Untersuchungen der Zell-
lebensf�higkeit und der Morphologie sowie biochemische
und biomechanische Analysen.

4.1. Lebensf�higkeit und Morphologie

Die Zelllebensf�higkeit ist von entscheidender Bedeu-
tung bei der Entwicklung von Gewebemodellen (Abbil-
dung 4A). �bliche Bestimmungsmethoden umfassen die
Messung der Mitochondrien-Aktivit�t mithilfe des MTT-
Assays oder einer seiner Varianten.[148] Diese Assays werden
zwar oft verwendet, um die Zellvermehrung in Monoschich-
ten zu untersuchen, sie eignen sich aber besser fîr die Be-
stimmung der Lebensf�higkeit von Zellen in ruhendem oder
gealtertem Zustand oder unter widrigen Bedingungen.[149]

Andere Methoden nutzen Konzentrationsmessungen mithilfe
von Calcein AM, das durch Esterasen in lebenden Zellen in

ein fluoreszierendes Derivat umgewandelt wird, oder die
Identifizierung von Zellen in einem frîhen apoptotischen
Zustand mithilfe einer Kombination von Annexin V und
Propidiumiodid.[150] Zuverl�ssige Lebensf�higkeitsassays fîr
3D-Umgebungen fehlen allerdings noch.[151, 152]

Morphologische Analysen durch Biodruck erzeugter und
gereifter Gewebekonstrukte beruhen im Allgemeinen auf
Histologie und Immunhistochemie.[153] Beide Ans�tze be-
dîrfen einer Probenbehandlung durch Schritte wie Gewebe-
fixierung, Trocknung, Dînnschnitt und Anf�rben. Verschie-
dene Anf�rbetechniken, etwa mit H�matoxylin und Eosin
(H&E) oder die Masson-Trichrom-F�rbung, werden routi-
nem�ßig fîr histologische Analysen verwendet. Die spezifi-
schere Immunhistochemie (IHC) nutzt Antikçrper gegen
bestimmte Epitope, um gesuchte Merkmale zu identifizieren
und ihre Verteilung im Gewebeschnitt festzustellen.[154] IHC
ist auch in der molekularbiologischen øra eine wichtige
Komponente von Labortests.[154]

Das Proteom des menschlichen Gewebes mit Lokalisie-
rung von Proteinen auf der Ebene einzelner Zellen wurde vor
kurzem durch quantitative Transkriptomik in Kombination
mit IHC-Protein-Profilierung erfasst und im „Human Protein
Atlas“ (HPA) zusammengetragen.[155] Mit îber 13 Millionen
IHC-Bildern, jeweils mit Anmerkungen von Pathologen, ist

Abbildung 4. Repr�sentative Charakterisierungstechniken fír Biodruck-Gewebekonstrukte. Bestimmung der Lebensf�higkeit gedruckter humaner
Kardiomyozyten-Vorl�uferzellen (hCMPCs) in einem RGD-modifizierten Alginatgeríst nach Kultur íber eine (A) und zwei Wochen (B). Auswertung
der Chondrogenese in Biodruck-Knorpelkonstrukten mit C) Kollagen und D) Biotinte aus extrazellul�rer Matrix aus Knorpelgewebe durch Immun-
fluoreszenz-Anf�rbung: Typ-II-Kollagen (COLII, rot), Zellkerne (DAPI, blau) und F-Aktin (grín). E) Spannungs-Dehnungs-Diagramm von zellfreien
Biodruck-Konstrukten (Tag 0) und Weichgewebemodellen nach verschiedenen Kulturzeitr�umen. Wiedergabe mit Genehmigung nach
Lit. [110,141,159].
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diese Datensammlung hçchst nîtzlich fîr die Evaluierung
und Validierung von Gewebe- und Organmodellen, auch
hinsichtlich von Reifungsprozessen.

Die Laser-Mikrodissektion (LMD) wurde entwickelt, um
gewînschte Zellen schnell und effizient aus einer Gewebe-
probe zu isolieren.[156] Durch den zus�tzlichen Einsatz von
Echtzeit-PCR- und RT-PCR-Verfahren ist es nun mçglich,
genetische Ver�nderungen, Genexpression und Proteine in
definierten Zellpopulationen aus komplexen gesunden und
kranken Geweben zu analysieren.[157] Fortschritte bei der
automatisierten Gewebeanalyse haben die reproduzierbare
ph�notypische Charakterisierung histologischer Proben er-
mçglicht, und es konnten quantitative Gewebedaten erhoben
werden, die zuvor nur durch visuelle Histopathologie zu-
g�nglich waren. Solche Datens�tze kçnnen mithilfe von
Bioinformatik gesammelt und statistisch korreliert werden.
Dieser kombinierte Ansatz kçnnte ein systemumfassendes
Bild liefern und die Entwicklung einer personalisierten
Computerdiagnose vorantreiben.[158]

4.2. Biochemische Analysen

Eine Reihe von biochemischen Analysen wird routine-
m�ßig an Biodruck-Gewebemodellen ausgefîhrt. Genom-
und Proteomanalysen bieten etwa die Mçglichkeit, auf-
schlussreiche Ergebnisse zu erhalten.[160] Bei Genomanalysen
wird die genetische Information (DNA oder RNA) eines
Gewebes oder Organs untersucht, w�hrend es das Ziel der
Proteomik ist, die Proteinexpression in einem Gewebe oder
Organ zu erschließen.[161, 162] Durch Genom- und Proteom-
forschung wurden jîngst viele aussichtsreiche Biomarker
identifiziert, eine unabh�ngige Validierung steht jedoch noch
aus, und die Reproduzierbarkeit bereitet Probleme. Genom-
und Proteom-Screeningmethoden kçnnen oft Gen- bzw.
Proteinklassen identifizieren, die in verschiedenen Rei-
fungsstadien eines Gewebe- oder Organmodells oder im
Verlauf eines In-vitro-Krankheitsmodells unterschiedlich ex-
primiert werden.[105, 110, 141,143, 163] Auch die Differenzierung von
Stammzellen in bestimmte Zelllinien wurde in Genom- und
Proteomanalysen untersucht.[110,115]

Ob ein Gewebemodell funktionsf�hig ist, kann auch
anhand von Zielproteinen ausgewertet werden (Abbil-
dung 4B). In einem Lebermodell aus Hepatozyten und ECs
in schichtfçrmiger Cokultur wurden Sekretion und Aufnahme
eines fluoreszierenden Gallens�ure-Analogons bestimmt und
das Funktionieren der Hepatozyten best�tigt.[164] In einem
Nierenmodell wurden Enzyme wie Cathepsin und Alkalische
Phosphatase anhand von Messungen zu Metaboliten und
Zytokinen untersucht, um zu prîfen, ob das Modell eine
mçgliche Wirkstofftoxizit�t erkennen kann.[165]

Die Funktion von Gewebekonstrukten sollte durch wei-
tere biochemische Analysen bewertet werden. So werden
Harnstoff, Albumin, Bilirubin und Transaminasen routine-
m�ßig fîr In-vitro-Lebergewebe gemessen.[166] Biochemische
Analysen erfordern generell hçhere Zelldichten, und oft sind
zus�tzliche Schritte notwendig, um die Zellen von der Matrix
zu trennen.[167]

4.3. Biomechanische Analysen

Die biomechanische Charakterisierung von Gewebe- und
Organmodellen ist wichtig, da Struktur und Steifigkeit der
gedruckten Matrices die geometrische Anordnung der Zellen
beeinflussen, die sich ihrerseits auf ihre Differenzierung und
Reifung auswirkt.[168–170] Die mechanischen Eigenschaften
von Biodruckmodellen lassen sich durch Kompressionstests
nach verschiedenen Kulturzeitr�umen analysieren (Abbil-
dung 4E), und die so erhaltenen Daten kçnnen mit mathe-
matischen Modellen, z. B. mit dem Ogden-Modell, angepasst
werden.[159] Mechanische und physikochemische Merkmale
der gew�hlten 3D-Hydrogelstruktur wirken sich auf das
Zellverhalten aus und sollten bei der Herstellung funktio-
neller Gewebe berîcksichtigt werden.[139] Die Hinweise
h�ufen sich, dass mechanischer Stress neben anderen physi-
kalischen Faktoren die Biosyntheseaktivit�t von Zellen in
kînstlichen Matrizen deutlich erhçhen kann.[171]

Jîngere Studien belegen auch die Bedeutung der Ma-
trixdichte als Auslçsersignal fîr die Stammzelldifferenzie-
rung.[170] Demzufolge sollten sich Gewebe- oder Organmo-
delle bezîglich ihrer mechanischen Eigenschaften an den
nachgebildeten Geweben orientieren.[172] Interessanterweise
wurde eine osteogene Differenzierung bevorzugt in aniso-
tropen weichen Kollagen-reichen Substraten beobachtet, eine
adipogene Differenzierung dagegen zumeist in isotropen
steifen Agarose-reichen Matrices.[139]

Die Zellsteifigkeit kann ein nîtzlicher Indikator fîr das
Metastasierungspotenzial von Krebszellen sein. Ein Modell
hat gezeigt, dass metastatische Eierstock-Krebszellen weni-
ger steif sind als normale Zellen, was auf eine hçhere Flexi-
bilit�t und Invasivit�t hindeutet.[173] Biomechanische Analy-
sen von Gewebe- und Organmodellen kçnnten somit Ein-
blicke in die Bedeutung der Mechanobiologie fîr die
Gewebe- und Organentwicklung geben.

Darîber hinaus werden aber neue Charakterisierungs-
techniken fîr 3D-Gewebemodelle und -Organmodelle be-
nçtigt, ebenso wie Standardprotokolle und quantitative
Analysemethoden, unter anderem geeignete Bildgebungs-
verfahren.

5. Gewebe- und Organmodelle fír Wirkstoffentwick-
lung und Toxikologie

3D-Matrices mit definierter Mikroarchitektur und gewe-
be�hnlicher Zellverteilung sollten Zell-Zell- und Zell-ECM-
Wechselwirkungen ermçglichen[14] und folglich �hnlich auf
Wirkstoffe reagieren wie natives Gewebe. Der 3D-Biodruck
kann mittlerweile schnell Strukturen bereitstellen, die spezi-
fische Gewebeeigenschaften und -morphologien nachahmen.
Diese gedruckten Gewebe verfîgen îber einige Merkmale
des nativen Gewebes, einschließlich einer gewebe�hnlichen
Zelldichte, des Vorliegens mehrerer Zellarten nebeneinander
sowie wichtiger architektonischer und funktioneller Aspekte.
Gedruckte menschliche 3D-Gewebe kçnnen deshalb die
Wirkstoffentwicklung im Stadium der Leitstrukturauswahl
und -optimierung beschleunigen.[3, 174,175]
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Vorteile des 3D-Biodrucks von Gewebe- und Organ-
modellen
* Automatisierte und reproduzierbare Herstellung von

Gewebekonstrukten
* Erzeugung einer zellspezifischen Mikroumgebung
* Aufbau der gewebespezifischen Architektur
* Evaluierung von Wirkstoffen/Chemikalien an menschen-

spezifischen Modellen
* Kombination von Mikrofluidik und 3D-Struktur
* Herstellung vaskularisierter Gewebekonstrukte
* Zelllebensf�higkeit und -funktion îber l�ngere Zeitr�ume
* Zugang zu Grenzfl�chen zwischen Geweben

Mithilfe von 3D-Biodruck wurde ein physiologisch rele-
vantes pharmakokinetisches Modell erzeugt.[176] Dazu
wurden 3D-Gewebekonstrukte durch Biodruck eines Hy-
drogels mit verkapselten Zellen aufgebaut und direkt mit
einem Mikrofluidiksystem verbunden, um sie kontinuierlich
mit einem Wirkstoff zu durchstrçmen. Eine Charakterisie-
rung der 3D-Gewebekonstrukte ergab die erwarteten Re-
sultate hinsichtlich Zelllebensf�higkeit und -vermehrung und
belegte eine verbesserte Funktion gegenîber herkçmmlichen
Kulturmethoden. Organovo Holdings, ein Biotechnologie-
unternehmen aus San Diego, arbeitet zurzeit am 3D-Druck
von menschlichem Gewebe fîr pharmakologische und toxi-
kologische Screenings. Vor kurzem gelang ihnen mit der
Pr�sentation ihres ersten 3D-Lebergewebes fîr Experimente
ein wichtiger Schritt auf dem Weg zur Kommerzialisie-
rung.[177] Ein 3D-Modell fîr Gehirnmikrogef�ße wurde durch
Anordnen von Mikrokan�len aus Kollagen I mithilfe von
Mikronadeln in einem durch 3D-Druck erzeugten Rahmen
erhalten.[178] Maushirn-Endothelzellen (bEnd.3) wurden an
der Innenwand der zylindrischen Kollagen-Mikrokan�le
kultiviert, um Gehirnmikrogef�ße mit rundem Querschnitt in
vitro zu rekonstruieren. Dieses Modell fîr die Blut-Hirn-
Schranke kçnnte sich fîr (patho)physiologische und phar-
makologische Studien eignen.

Die Physiologie des Menschen ist durch das Zusammen-
spiel von Gehirn, Verdauung, Muskeln, Leber und Fettge-
webe geregelt. Dieses komplexe Kontrollsystem muss bei
pr�klinischen Wirkstofftests unbedingt berîcksichtigt
werden. So sind Herz und Leber îber den Stoffwechsel ge-
koppelt, was sich bei famili�rer hypertropher Kardiomyopa-
thie auswirkt.[179] Eine Rîckkopplung zwischen Fettgewebe
und Leber îber Adiponectin ist gut untersucht.[180] Aber Be-
ziehungen zwischen beispielsweise der Leber und der Mus-
kulatur wurden kaum erforscht. Solche Studien werden zur-
zeit an einer Reihe von Mausmodellen vorgenommen.[180] Der
3D-Biodruck kçnnte eine Alternative bieten, indem mehrere
miteinander verbundene Organe erzeugt werden. Dieser
Ansatz w�re besonders nîtzlich fîr die Untersuchung der
Auswirkungen von Lebererkrankungen wie Fettleber und die
Entwicklung entsprechender Therapien.

6. In-vitro-Modelle fír Krankheiten und Tumore

Der effektivste Weg, um Tumore zu untersuchen und
antineoplastische Wirkstoffe zu testen, sind klinische Studien,

dieser Ansatz ist allerdings aus ethischer Sicht bedenklich.
Deshalb werden Modelle entwickelt, die Tumore in ihrer
physiologischen Umgebung fîr pr�klinische Test nachstel-
len.[163, 181,182] 3D-Tumormodelle aus menschlichen Krebszel-
len kçnnten die charakteristischen Merkmale von Krebsge-
webe im Mensch in vitro getreu wiedergeben.[163, 183] Zell-
sph�roide, mit Zellen beimpfte 3D-Gerîste, die Einbettung in
Hydrogele, Mikrofluidikchips und die Bildung von Zellmus-
tern wurden genutzt, um 3D-Tumormodelle in vitro aufzu-
bauen,[163] die komplexe physiologische Mikroumgebung von
Tumoren l�sst sich mit diesen Techniken aber nur schwer
nachbilden. Durch Fortschritte beim 3D-Druck sind nun
biologische Strukturen zug�nglich, die pathophysiologische
Mikroumgebungen nachahmen und Krankheits- und Tumor-
modelle fîr In-vitro-Pathogenesestudien bereitstellen.[184]

Zwar liegen erst wenige Berichte zum 3D-Druck von Tu-
mormodellen vor, die nachfolgend beschriebene Studie von
Zhao et al. belegt aber das Potenzial des Verfahrens.

Geb�rmutterhalskrebs-Tumormodelle wurden durch 3D-
Druck von HeLa-Zellen in Gelatine/Alginat/Fibrinogen-Hy-
drogele erhalten. Im Vergleich zu herkçmmlichen ebenen
Kulturmodellen vermehrten sich die HeLa-Zellen in den ge-
druckten 3D-Modellen st�rker, und sie bildeten Zellsph�-
roide anstelle der einlagigen Zellschichten in 2D-Kulturen.
HeLa-Zellen in gedruckten 3D-Modellen exprimierten auch
mehr Matrix-Metalloprotease, und sie waren chemisch wi-
derstandsf�higer als in 2D-Kulturen.[185] Die 3D-Zelldruck-
techniken und die neuen biologischen Charakteristika der
entsprechenden Tumormodelle werden die Krebsforschung
in Zukunft signifikant beeinflussen.

7. Ausblick

Der 3D-Biodruck von Gewebe- und Organmodellen ist
ein lebhaftes Forschungsfeld, das in den vergangenen Jahren
bahnbrechende Fortschritte verzeichnen konnte. Seine ver-
schiedenen Techniken kçnnen die Entwicklung realistischer
Gewebe- und Organmodelle voranbringen. Der Tinten-
strahldruck wurde fîr zellbasierte Gentherapien verwendet;
Zellen konnten mit Genen transfiziert werden, und die mo-
difizierten Zellen wurden an einem definierten Zielpunkt
abgelegt.[186] In den n�chsten Jahren sollte der 3D-Biodruck
die Anforderungen spezifischer Anwendungen wie pharma-
kologischer und toxikologischer Screenings erfîllen. Der
Biodruck kann neue Wege fîr Wirkstofftests çffnen und da-
durch Kosten und Dauer des Entwicklungsprozesses verrin-
gern, weil Wirkstoffkandidaten und fîr menschliche Gewebe
toxische Substanzen schneller identifiziert werden.

Die meisten Verçffentlichungen beschreiben Ergebnisse
aus frîhen Entwicklungsphasen der Gewebe- und Organ-
modelle. Nur in wenigen Studien wurden die Prozesspara-
meter systematisch untersucht, um Vorhersagen zu treffen
oder Optimierungsstrategien zu entwerfen. Fîr die erfolg-
reiche Anwendung von In-vitro-Gewebe- oder Organ-
modellen ist eine Standardisierung und Optimierung des
Druckprozesses vonnçten, bei der auch die Qualit�tsrichtli-
nien der Produktion („good manufacturing practice“, GMP)
zu berîcksichtigen sind. Daher ist es wichtig, den Zusam-
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menhang zwischen Struktur und Funktion der gedruckten
Konstrukte und den Prozessparametern aufzukl�ren. Mo-
derne Herstellungsprozeduren werden zudem mithilfe von
mathematischer Modellierung und Computersimulationen
optimiert.[184, 187] Die Leistungsf�higkeit von Gewebekon-
strukten kann vor dem Druckprozess mithilfe von Compu-
tersimulationen vorhergesagt, und dadurch auch verbessert,
werden. Dieser Ansatz muss fîr 3D-Gewebe- und -Organ-
modelle aber noch angepasst werden.

Stammzellen f�llt beim Aufbau von 3D-Gewebemodellen
eine große Bedeutung zu, da mit ihnen komplexe Konstrukte
erhalten werden, wie von verschiedenen Gruppen nachge-
wiesen.[95, 184, 188] Vor dem Einsatz von Stammzellen im 3D-
Biodruck muss aber die Mikroumgebung der Zellen optimiert
werden, um die Vorteile der In-vivo-Umgebung hinsichtlich
mechanischer Stabilit�t, Zellanlagerung und -stimulation
bestmçglich nachzustellen.[189]

8. Schlussfolgerungen

Die Erforschung neuer Ans�tze zur Erzeugung realisti-
scher Gewebe- und Organmodelle durch 3D-Biodruck ist ein
aktives Forschungsgebiet. Die beschriebenen Techniken
stehen zwar noch am Anfang, sie haben aber ein großes Po-
tenzial, um die vielen Herausforderungen zu meistern, und sie
kçnnten nach und nach die aktuellen pharmakologischen und
toxikologischen Assays ablçsen, die oft ungenau, zeitauf-
wendig und personalabh�ngig sind und echte Gewebe oder
Tiere bençtigen. Vorher mîssen aber Forscher aus verschie-
denen Gebieten gemeinsam die Hindernisse îberwinden, die
der allgemeinen Akzeptanz der Technologie noch im Wege
stehen.
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