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Abstract: Biofabrikation ist ein aufstrebendes Forschungsge-
biet, in dem additive Fertigungsverfahren eingesetzt werden.
Dabei werden hierarchische, gewebedhnliche Strukturen durch
Kombination von Zellen, Material und Druckprozess herge-
stellt. Materialien, die druckbar und zugleich zytokompatibel
sind (Biotinten) stellen derzeit den grofiten Engpass dar. Da
rekombinante Spinnenseidenproteine zytokompatibel und
nicht immunogen sind sowie physikalisch vernetzt werden
konnen, wurde hier ihr Potenzial als neues Biotintensystem
analysiert. Zellbeladene Konstrukte aus Spinnenseide konnen
durch robotergesteuerte Dosierung, ohne zusdtzliche Vernetzer
oder Verdicker, gedruckt werden. Fibroblasten konnen min-
destens eine Woche in diesen Konstrukten iiberleben, adhii-
rieren und proliferieren. Die Einfithrung von Zelladhdsions-
domdinen in die Spinnenseidenproteine erméglicht die zusdtz-
liche Steuerung von Zell-Material-Interaktionen. Hydrogele
aus Spinnenseide sind damit eine vielversprechende neue
Biotinte fiir die Biofabrikation.

I n der Gewebeziichtung werden traditionell dreidimensio-
nale (3D-)Konstrukte hergestellt, bei denen die Zellen in den
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porosen Geriisten kultiviert werden. Durch additive Her-
stellungsverfahren und den Einsatz von bioabbaubaren Ma-
terialien mit optimierten Geriistporosititen wurden bereits
vielversprechende Ergebnisse hinsichtlich Reparatur und/
oder Regeneration von Geweben erzielt.!! Ein derzeitiger
Forschungsschwerpunkt ist die Kultivierung verschiedener
Zelllinien in einer 3D-Umgebung, die der natiirlichen extra-
zelluldren Matrix (EZM) dhnelt.”! Die Geriiste miissen dabei
Adhésion, Wachstum, Proliferation, Migration und - in
Bezug auf Vorliuferzellen — Differenzierung fordern.”! Die
Zahl an Studien, die dariiber hinaus die Herstellung von
zellbeladenen, gewebedhnlichen hierarchischen Strukturen
untersuchen, hat in den letzten Jahren enorm zugenommen. ™
Um ein geeignetes Geriistmaterial zu finden, ist es wichtig,
einen Werkstoff mit definierten Eigenschaften und Funktio-
nen zu wahlen, sodass das zu reparierende Gewebe auf ma-
kroskopischer Ebene imitiert werden kann.’! Derartige
Gewebe konnen allerdings nicht durch die Kultivierung von
Zellen auf vorgefertigten Geriisten erreicht werden, sondern
nur durch die Kombination von Zellen und Material in einem
3D-Druckprozess.

Zusitzlich zu der Zytokompatibilitdt muss das zu dru-
ckende Material (die so genannte ,,Biotinte*) verschiedene
physikalisch-chemische Eigenschaften aufweisen. Beispiels-
weise sollte es viskoses Verhalten im Druckkopf zeigen, sich
allerdings direkt nach dem Herausdriicken verfestigen. Im
Unterschied zu anderen additiven Herstellungsverfahren ist
mit der robotergesteuerten Dosierung das Drucken von kli-
nisch relevanten Geriisten mit biologisch aktiven Substanzen
und sogar Zellen moglich. AuBerdem konnen mit dieser
Technik gleichzeitig verschiedene Materialien gedruckt
werden, sodass ein komplexes Gewebe aus verschiedenen
Schichten nachgebildet werden kann. Allerdings wurden bis
jetzt nur wenige Materialien entwickelt, die diese Eigen-
schaften hinreichend erfiillen, wobei die Verwendung von
Hydrogelen den vielversprechendsten Ansatz darstellt.” Fiir
die Geweberegeneration sind Hydrogele mittlerweile eta-
bliert.” Sie werden entweder aus synthetischen Polymeren,
z.B. Polyacrylsdure (PAS), Polyethylenglycol (PEG) und
Polyethylenoxid (PEO), oder aus natiirlichen Polymeren, wie
Agarose, Alginat, Chitosan, Kollagen oder Seide, herge-
stellt.[57]

Die Seide (Fibroin) des Seidenspinners Bombyx mori
wurde bereits in fritheren Arbeiten in einem Tintenstrahl-
druckprozess eingesetzt, um zellbeladene mikroskopische
Matrices fiir zukiinftige Biosensoren zu entwickeln.') Wie
die Seide von B. mori ist Spinnenseide besonders interessant
fir biomedizinische Anwendungen, da sie nicht toxisch ist,
langsam abgebaut wird und keine Immunantwort auslost.!!
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Hydrogele aus rekombinanten Spinnenseidenproteinen sind
durch fB-Faltblattstrukturen, hydrophobe Interaktionen und
Verschlaufungen physikalisch (nicht kovalent) vernetzt. Die
Morphologie, die mechanischen Eigenschaften und die Po-
rengrofe der Hydrogele aus Spinnenseide hidngen unter an-
derem von der Proteinkonzentration ab und kénnen zusétz-
lich durch die Funktionalisierung des Proteins beeinflusst
werden.['?]

In dieser Studie wurden Hydrogele aus rekombinanten
Spinnenseidenproteinen als neue Biotinte eingesetzt, um 3D-
Konstrukte mit Zellen herzustellen. Das rekombinante
Spinnenseidenprotein eADF4(C16) und dessen RGD-modi-
fizierte Variante wurden zunichst in Bezug auf deren
Druckbarkeit getestet. AnschlieBend wurden die Verkapse-
lung von Zellen und letztlich die Herstellung von 3D-Kon-
strukten mit Zellen, die zuvor in Spinnenseiden-Losungen
suspendiert wurden, bewertet.*’

Wie viele konzentrierte Polymerlosungen zeigen Hydro-
gele aus rekombinanten Spinnenseidenproteinen viskoelasti-
sches Verhalten. Die Schubspannnung in einem Rheometer
verdnderte sich proportional zur linear ansteigenden Defor-
mation (Abbildung S1 (S fiir Hintergrundinformationen)).!**
Der Elastizitatsmodul von eADF4(C16)-Hydrogelen (3 % w/
v) betrug ca. 0.02 kPa, wihrend sich derjenige von e ADF4-
(C16)-RGD-Hydrogelen auf etwa 0.2 kPa belief. Damit
liegen die mechanischen Eigenschaften beider Proteinhy-
drogele im Bereich weicher menschlicher Gewebe und
Organe."!! Das scherverdiinnende Verhalten der Hydrogele
wurde mithilfe oszillierender rheologischer Messungen mit
einer konstanten Schubspannung von 10 Pa untersucht (Ab-
bildung S2). Der Speichermodul (G’) ist iiber die gesamte
Kreisfrequenz groBer als der Verlustmodul (G”). In den Hy-
drogelen dominiert das elastische gegeniiber dem viskosen
Verhalten mit einer niedrigen Viskositét, sie sind gleichzeitig
allerdings formstabil. Zusétzlich zeigen die e ADF4-Hydro-
gele ein scherverdiinnendes Verhalten (nicht-Newtonsche
Flissigkeit) durch eine hohere Viskositdt bei niedrigen
Kreisfrequenzen und eine Viskositdtsabnahme bei hoheren
Frequenzen (Abbildung S2B).

Beim Einsatz von Hydrogelen als Zellgeriist muss eine
hinreichende Diffusion von Nahrstoffen, Sauerstoff und Ab-
fallprodukten wihrend der Zellkultivierung gewihrleistet
sein. 5(6)-Carboxyfluorescein und Fluoresceinisothiocyanat-
(FITC)-Dextrane wurden als Modellsubstanzen im Diffusi-
onstest eingesetzt. Anhand der Modellsubstanzen konnte
gezeigt werden, dass der Transport von Nihrstoffen und
Abfallprodukten sowohl durch e ADF4(C16)- als auch durch
eADF4(C16)-RGD-Hydrogele garantiert ist. Selbst FITC-
Dextrane mit einem grofen Molekulargewicht (500 kDa)
konnen diffundieren, wenngleich der Prozess verlangsamt ist
(Abbildung S2C,D).

Um die allgemeine Zytokompatibilitdt der Hydrogele zu
testen, wurde die Zelladhidsion von BALB/3T3-Mausfibro-
blasten auf eADF4(C16)- und eADF4(C16)-RGD-Hydro-
gelen untersucht. Die Mausfibroblasten zeigen eine runde
Zellmorphologie und bilden Zellaggregate auf e ADF4(C16)-
Hydrogelen, was auf eine schwache Adhision hindeutet
(Abbildung 1 A,B,E). Wegen der fehlenden Zelladhisions-
doménen in eADF4(C16) wird die Adhésion hauptsichlich
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Abbildung 1. Kultivierung verschiedener Zelllinien auf 3% eADF4-
(C16)- und 3% eADF4(C16)-RGD-Hydrogelen. A) Adhésion von BALB/
3T3-Fibroblasten, quantifiziert durch den CellTiter-Blue-Zellviabilitits-
Assay. Normiert durch Setzen der Adhision auf der behandelten Zell-
kulturplatte (TCP) auf 100%. Die Adhision der Fibroblasten war signi-
fikant (***p < 0.001) erhoht auf eADF4(C16)-RGD-Hydrogelen gegen-
tiber den eADF4(C16)-Hydrogelen und der TCP. B-D) Lebendzell-Mi-
kroskopie von BALB/3T3-Fibroblasten, kultiviert auf eADF4(C16)-Hy-
drogelen (B), eADF4(C16)-RGD-Hydrogelen (C) und der behandelten
Zellkulturplatte (D) nach 24 h Inkubation. Die Zellen wurden mit dem
Vybrant CFDA SE Cell Tracer Kit angefirbt. Maf3stab: 50 um. E) Adhisi-
on verschiedener Zelllinien auf den jeweiligen Hydrogelen. Die Adhisi-
on der Osteoblasten auf eADF4(C16)-RGD-Hydrogelen wurde auf
100% gesetzt. Die Adhision aller getesteten Zelllinien war auf eADF4-
(C16)-RGD-Hydrogelen signifikant (***p < 0.001) gegeniiber der auf
eADF4(C16)-Hydrogelen erhéht. F) Die Proliferation der Fibroblasten
wurde mithilfe des CellTiter-Blue-Zellviabilitits-Assays quantifiziert.

durch die Oberflidchenladung, Hydrophobie und Topographie
des Geriistes beeinflusst."*"l Auf den e ADF4(C16)-RGD-
Hydrogelen hingegen zeigen die Mausfibroblasten eine
langgestreckte Zellmorphologie und Filopodien. Dies wurde
bereits fiir Mausfibroblasten, die auf Filmen und Vliesen aus
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eADF4(C16)-RGD-kultiviert wurden, beobachtet (Abbil-
dung 1 C).[¢1%1 Bej allen getesteten Zelllinien (Fibroblasten,
Myoblasten, HeLa, Osteoblasten und Keratinozyten) konnte
eine signifikant verbesserte Adhidsion auf eADF4(C16)-
RGD-Hydrogelen im Vergleich zu nicht modifizierten
e ADF4(C16)-Hydrogelen beobachtet werden (Abbildung 1).

Die Adhision der Osteoblasten auf eADF4(C16)-Hy-
drogelen ist deutlich besser als die der anderen Zelllinien.
Dieses Osteoblasten-spezifische Phdnomen ist derzeit nicht
komplett verstanden. Zusitzlich zur verbesserten Adhision
auf eADF4(C16)-RGD-Hydrogelen ist die Proliferation ge-
geniiber der auf e ADF4(C16)-Hydrogelen verbessert. Auf
Grundlage dieser Untersuchungen wurden eADF4-Hydro-
gele mithilfe robotergesteuerter Dosierung gedruckt (Abbil-
dung 2 A). In ersten Versuchen wurde ein Dosierdruckkopf

1
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Fibroblasten
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Dispensierung
3D-gedruckten Gertisten
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Abbildung 2. 3D-Drucken der Konstrukte aus Spinnenseide durch ro-
botergesteuerte Dosierung. A) Schematische Darstellung des 3D-Dru-
ckens. Die Zellen wurden entweder auf den 3D-Konstrukten (1) kulti-
viert oder wihrend des Herstellungsprozesses in die Spinnenseidenlo-
sung eingekapselt (2). Stereomikroskopische und digitale Aufnahmen
von zweilagigen eADF4(C16)- (B) und achtlagigen eADF4(C16)-Kon-
strukten (C,D).

verwendet, der auf einem Zeit-Druck-Prinzip beruhte. Wegen
der Inkonsistenz der Strangdurchmesser wurde letztlich ein
Druckkopf mit einem elektromagnetischen Ventil in Kom-
bination mit einer 0.3 mm dicken Nadel verwendet. Dabei
konnten Konstrukte mit Strangabstdnden von 2 mm gedruckt
werden. Mithilfe dieses Druckkopfs konnten Hydrogele mit
einer hohen Formgenauigkeit hergestellt werden, was auf die
B-Faltblattbildung wihrend der Gelierung und das scherver-
diinnende Verhalten zuriickzufiihren ist (Tabelle S1, Abbil-
dung S2A,B). Die Strukturfestigkeit wurde ebenfalls analy-
siert. Dabei war es moglich, bis zu 16 Lagen mit einer Kon-
strukttiefe von ca. 3 mm aufeinander zu drucken, ohne dass
die Struktur zusammenfiel (Abbildung2B-D und Abbil-
dung S3).

Zunichst wurden menschliche Fibroblasten direkt nach
dem Drucken auf die Geriiste gesit. Die Fibroblasten adhé-
rierten nach 24-stiindiger Inkubation schwach auf der Ober-
flache der gedruckten e ADF4(C16)-Hydrogele, wihrend die
Zellen auf den Geriisten aus eADF4(C16)-RGD eine aus-
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Abbildung 3. Menschliche Fibroblasten auf einem zweilagigen eADF4-
(C16)- (A) und eADF(C16)-RGD-Hydrogel (B) nach 24-stiindiger Inku-
bation. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Zellen, die zuvor
mit Calcein-AM (lebende Zellen: griin) und Ethidium-Homodimer 1
(tote Zellen: rot) angefirbt wurden. Ethidium-Homodimer 1 firbt zu-
sitzlich das Seidenkonstrukt. A,B) Auf das Hydrogel fokussiert,

A',B) auf die Zellkulturplatte fokussiert. Weifer Pfeil: tote Zellen (da-
zugehérige Aufnahmen mit konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie
siehe Abbildung S4A,B). C,D) Aufnahmen der Fibroblasten nach 48 h
Inkubation, eingekapselt in einem gedruckten zweilagigen eADF4-
(C16)-Hydrogel, mit konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie (dazuge-
hérige Fluoreszenzmikroskopieaufnahmen siehe Abbildung S4C-F).

gestreckte Morphologie aufwiesen (Abbildung 3 und Abbil-
dung S4A,B). Diese Befunde stimmen mit den zuvor gezeig-
ten Ergebnissen mit Mausfibroblasten iiberein, bei denen die
Hydrogele herkommlich hergestellt wurden. Dies l4sst darauf
schlieen, dass die robotergesteuerte Dosierung keinen ne-
gativen Einfluss auf die Zell-Material-Interaktion hat. Wih-
rend des Druckens dndert sich die Struktur nicht, und die
Scherkrifte wihrend des Prozesses beeinflussen nicht das
Zellverhalten (Tabelle S1).

Auf Grundlage dieser Befunde wurden menschliche Fi-
broblasten direkt mit der hochkonzentrierten (3% w/v)
e ADF4(C16)-Losung vor der Gelbildung bei 37°C gemischt.
Es konnte gezeigt werden, dass die Zugabe der Zellen zur
Biotinte nicht die Druckbarkeit des Materials beeinflusst. Die
Parameter wihrend des Druckens mussten gegeniiber denen
der zellfreien Biotinte nur minimal verdndert werden: Der
Druck wurde von 1.0 auf 1.1 bar erhoht, und die Offnungszeit
des Ventils betrug 900 statt 700 ps. Bei den anderen Para-
metern mussten keine Anderungen vorgenommen werden.

Die Zellviabilitit wurde nach 24, 48 und 72 h sowie sieben
Tagen nach dem Druckprozess mittels Lebend/Tot-Farbung
untersucht. Es wurde bestétigt, dass die menschlichen Fibro-
blasten, wenn sie in eADF4(C16)-Hydrogele eingekapselt
wurden, den Druckprozess iiberleben und zusétzlich min-
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destens sieben Tage in situ lebensfihig sind, selbst wenn keine
Zelladhdasionsdomédnen vorhanden sind (Abbildung 3C,D
und Abbildung S4C-F). Die Quantifizierung der Lebensfi-
higkeit erfolgte anhand der Lebend/Tot-Farbung und betrug
nach 48 h Inkubation (70.1+7.6)%. Es ist in diesem Zu-
sammenhang zu erwihnen, dass die Uberlebensraten in den
Referenzproben (Zellen in ungedruckten Hydrogelen aus
Spinnenseide) identisch sind. Aus diesem Grund betrug die
relative Uberlebensrate der Zellen in den gedruckten Hy-
drogelen 97%. Die Zellen waren im Konstrukt homogen
verteilt, was darauf hindeutet, dass sich die Zellen wihrend
der Gelbildung nicht abgesetzt hatten. Die Zellen zeigten
eine runde Zellmorphologie, da die Zellbewegung mogli-
cherweise wegen des dichten nanofibrilliren Netzwerkes be-
hindert war. Die Zellbeweglichkeit kann von der jeweiligen
Umgebung, wie Morphologie, Struktur und Festigkeit des
Substrates sowie Hydrophobie, abhingig sein.'”! Die runde
Zellmorphologie wurde ebenfalls fiir primére Fibroblasten in
Alginat- oder Fibrin-Hydrogelen beobachtet.’® Auch wenn
die Zellviabilitdt in etablierten Biotinten wie Alginat (ca.
90%) und Gelatine (ca. 98%) hoher ist, konnte gezeigt
werden, dass im Fall der Spinnenseide der Druckprozess die
Zellviabilitit nicht beeinflusst." Im Unterschied zu den
etablierten Systemen bietet Spinnenseide zusétzlich die
Moglichkeit, durch die biotechnologische Herstellung die
biochemischen Eigenschaften der Hydrogele zu verdndern. In
zukiinftigen Experimenten soll dies angewendet werden, um
sowohl den Druckprozess als auch die Zellviabilitit zu opti-
mieren. Deshalb, und wegen der konstanten Materialqualitét
sowie der hohen Reproduzierbarkeit des Druckens, sind wir
zuversichtlich, dass rekombinante Spinnenseide als neues
Biotintensystem in der Biofabrikation etabliert werden kann.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass rekom-
binante Spinnenseidenproteine als Biotinte fiir das 3D-Dru-
cken ohne zusétzliche Komponenten oder Nachbehandlung
genutzt werden konnen. Im Unterschied zu Spinnenseide
zeigt Alginat, das derzeit am héufigsten als Biotinte zum 3D-
Drucken eingesetzt wird, ein geringes scherverdiinnendes
Verhalten. Deshalb miissen die Konstrukte aus Alginat mit
einem Vernetzer (Calciumionen) nachbehandelt werden, um
eine strukturelle Festigkeit zu gewéhrleisten. Hydrogele aus
rekombinanter Spinnenseide hingegen konnen ohne eine
zusitzliche Vernetzung verdruckt werden.” Bei den Kon-
strukten aus rekombinanter Spinnenseide konnen die Zellen
direkt in die zu druckende Losung gegeben werden, sodass
3D-gedruckte, zellbeladene Konstrukte mit einer hohen
Zellviabilitédt tiber mindestens sieben Tagen entstehen. Zu-
sétzlich fiihrt die Einfiihrung von Zelladhédsionsdoménen in
das rekombinante Spinnenseidenprotein zu einer kontrol-
lierten Steuerung von Zell-Material-Interaktionen. Dies de-
monstriert die Einsetzbarkeit von Spinnenseidenproteinen
als neue Biotinte fiir die Biofabrikation.

Experimentelles

Hydrogelherstellung: Das rekombinante Spinnenseidenprotein
eADF4(C16) besteht aus einem sich 16-mal wiederholenden C-
Modul (Sequenz: GSSAAAAAAAASGPGGYG PEN-

QGPSGPGGYGPGGP), das auf der repetitiven Kernsequenz der
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Dragline-Seide Araneus-diadematus-Fibroin 4 (ADF4) der Europii-
schen Gartenkreuzspinne basiert.**® eADF4(C16) (My=
47698 gmol™') und eADF4(C16)-RGD  (My=48583 gmol ™)
wurden wie zuvor beschrieben hergestellt und gereinigt.**c!
30mgmL™" (3% w/v) eADF4(C16)- und eADF4(C16)-RGD-Lo-
sungen wurden wie zuvor beschrieben hergestellt;!'**! weitere Details
siche Hintergrundinformationen. Die Gelbildung erfolgte iiber Nacht
bei 37°C und 95% relativer Luftfeuchtigkeit.l'>] Das rekombinante
Spinnenseidenprotein eADF4(C16) und seine Varianten konnen
unter Good-Manufacturing-Practice(GMP)-Bedingungen hergestellt
werden. Das 3D-Drucken erfolgte unter einer Sterilwerkbank bei
sterilen Bedingungen mit sterilen Medien und Losungen. Fiir die in
dieser Studie gezeigten In-vitro-Experimente wurden keine weiteren
Sterilisierungsmethoden angewendet, allerdings konnten keine
Kontaminationen festgestellt werden. Dennoch wurden bereits ver-
schiedene Sterilisierungsmethoden (z.B. Autoklavieren, Sterilfiltra-
tion oder Gammastrahlung) fiir rekombinante Spinnenseide fiir zu-
kiinftige Langzeitstudien und In-vivo-Experimente etabliert.*!
Zellkulturexperimente: Weitere Details beziiglich der Zelllinien,
deren Kultivierung und Vorbereitung fiir die Experimente finden sich
in den Hintergrundinformationen. Bei allen Zellkulturexperimenten
wurden die Hydrogele zuvor zweimal mit Zellkulturmedium gewa-
schen, bevor die Zellen auf ihnen ausgesdt wurden. Fiir die zellmor-
phologischen Untersuchungen wurden die BALB/3T3-Mausfibro-
blasten mit einer Zellzahl von 47000 Zellencm ™ auf den e ADF4-
(C16)- und eADF4(C16)-RGD-Hydrogelen ausgesit. Als Positiv-
kontrolle fungierten behandelte Zellkulturplatten (Nunc; TCP). Die
Zellen wurden mit Carboxyfluorescein-Diacetat-Succinimidyl-Ester
(Vybrant CFDA SE Cell Tracer Kit (Life Technologies GmbH))
angefdarbt. Die Inkubation erfolgte fiir 24 h, bevor die Zellen unter
dem Lebendzellmikroskop (Leica) betrachtet wurden. Fiir die Zell-
adhésionstests wurden die eADF4(C16)- (3% w/v) und eADF4-
(C16)-RGD-Losungen (3% w/v) in Millicell-Inserts (Porenmem-
brandurchmesser: 8 um) pipettiert, bevor die Gelbildung bei 37°C
iiber Nacht erfolgte. Am néchsten Tag wurden 75000 Zellencm 2 auf
den Hydrogelen ausgesdt. Nach 2.5-stiindiger Inkubation wurden die
Hydrogele zweimal mit phosphatgepufferter Salzlosung (PBS; Sigma
Aldrich) gewaschen, um nicht adhirente und tote Zellen zu entfer-
nen. Anschlieend wurde frisches Zellkulturmedium hinzugegeben.
Nach vierstiindiger Inkubation mit 10% v/v des CellTiter-Blue-
Reagens (Promega) wurde die Zelladhésion durch die Fluoreszenz-
intensitéit von Resorufin (1., =530 nm; 4., =590 nm) mittels Mikro-
titerplatten-Photometer (Mithras LB 940, Berthold) quantifiziert.
Alle Adhisionstests wurden dreimal in einer Dreifachbestimmung
wiederholt. Die statistischen Analysen erfolgten mithilfe der Soft-
ware STATISTICA 12.0 (StatSoft Inc.). Ein unabhéngiger Student-t-
Test (Zweistichproben-t-Test) wurde bei den absoluten Werten der
Adhasionstests angewendet. Vor dem t-Test wurde die Varianzho-
mogenitit mithilfe eines Levene-Tests bestimmt. Die Probenvarian-
zen wurden als gleich angesehen, wenn der p-Wert des Levene-Tests
> 0.05 war. Fiir die Proliferationstests wurden 5000 Zellencm ™ neun
Tage auf den eADF4(C16)- und eADF4(C16)-RGD-Hydrogelen
kultiviert. Alle 24 h wurden die Proben mit PBS gewaschen und die
Zellen wie zuvor beschrieben mittels CellTiter-Blue-Zellviabilitéts-
Assay quantifiziert. AnschlieBend wurden die Proben zweimal mit
Medium gewaschen und in frischem Medium unter kontrollierter
Atmosphire bis zur nichsten Messung inkubiert. Die Proliferati-
onstests wurden zweimal jeweils in einer Dreifachbestimmung wie-
derholt. Fiir die Untersuchung der gedruckten zweilagigen e ADF4-
(C16)- und eADF4(C16)-RGD-Geriiste wurden menschliche Fibro-
blasten mit einer Zellzahl von 75000 Zellencm ™2 auf den Geriisten
unterschiedlich lange kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen und
die Geriiste mit Calcein-Acetoxymethylester (Calcein-AM) und
Ethidium-Homodimer 1 (Invitrogen) angefiarbt (weitere Details
siche Hintergrundinformationen). Die lebenden und toten Zellen
sowie die Konstrukte wurden mittels Fluoreszenzmikroskop (Carl
Zeiss Axio Observer.Z1) und konfokalem Laser-Scanning-Mikro-
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skop (Leica TCS SP8 STED) analysiert. Die Aufnahmen der einge-
kapselten menschlichen Fibroblasten in gedruckten zweilagigen
e ADF4(C16)-Hydrogelen (Zellzahl: 1200000 ZellenmL ") mit kon-
fokaler Laser-Scanning-Mikroskopie erfolgten nach 48 h.

3D-Drucken durch robotergesteuerte Dosierung: Die roboter-
gesteuerte Dosierung wurde mit einem Bioplotter (regenHU) unter
einer Sterilwerkbank durchgefiihrt. Der Druckkopf (CF-300N/H,
zellfreundlicher Druckkopf fiir Kontaktdosierung) arbeitete in y-z-
Richtung, wihrend die Kollektorplatte in x-Achse agierte. Vor dem
Druck erfolgte die Gelbildung der Spinnenseidenldsung iiber Nacht
bei 37°C und 95% relativer Luftfeuchtigkeit (Abbildung2A).1%!
Wihrend des Druckens befand sich das Material in einer unter Druck
stehenden 3cc-Spritze (Nordson EFD). Die Dosierung erfolgte durch
ein elektromagnetisches Ventil mit einem Innendurchmesser von
0.3 mm bei Raumtemperatur. Die gedruckten Konstrukte wiesen eine
Strangbreite von (6294 8) um auf. Die Offnungszeiten des Ventils
betrugen zwischen 700 und 900 ps, und der Materialfluss wurde iiber
den Druck (1.0-1.1 bar) reguliert. Die gedruckten Konstrukte wurden
mittels Stereomikroskop (Carl Zeiss SteREO Discovery.V20) unter-
sucht.
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