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Zusammenfassung 

Der menschliche Körper wird während des Lebens mit Krankheiten, Verletzungen und 

Verschleiß konfrontiert. Daher haben Biomaterialien zur Erhaltung und Förderung der 

Lebensqualität einen hohen Stellenwert in der Medizin erlangt. Ihr Ziel liegt darin, die 

Regeneration von eingeschränkten, verletzten oder verlorenen Körperfunktionen zu 

unterstützen, wiederherzustellen oder komplett zu übernehmen. Dabei sind die Anforderungen 

an Biomaterialien aufgrund der Diversität der Anwendungsbereiche jedoch sehr 

unterschiedlich. Während vorwiegend bioinerte Materialien minimal mit der Körperumgebung 

interagieren sollen, liegt das Ziel von bioaktiven Materialien in der Stimulation des 

umliegenden Gewebes. Deswegen haben sich gerade im Bereich der regenerativen Medizin 

und künstlichen Gewebezucht anwendungsspezifisch angepasste Biomaterialgerüste zu einem 

elementaren Bestandteil entwickelt. Solche stimulierenden, bioabbaubaren Gerüste bieten den 

Zellen zuerst eine geeignete, stabilisierende Kultivierungsmatrix, die über die Zeit abgebaut 

und durch die neu gebildete, zelluläre Mikroumgebung ersetzt wird. In diesem Zusammenhang 

sind die Adhäsion, das Wachstum, die Migration und die Differenzierung von Zellen 

entscheidende Faktoren, um die vollständige Funktion zu gewährleisten. Da die natürliche, 

zelluläre Mikroumgebung sehr komplex und gewebespezifisch ist, liegt ein 

Forschungsschwerpunkt in der Entwicklung und Herstellung von adaptierbaren und 

funktionalisierten Biomaterialgerüsten für die Gewebezucht und regenerative Medizin.  

Aufgrund ihrer Eigenschaften, wie einer hohen Biokompatibilität, einer langsamen Bioabbau-

barkeit und der vielfältigen Justierbarkeit, sind Materialien aus rekombinanten Spinnenseiden-

proteinen vielversprechende Kandidaten für die Anwendung als Biomaterialgerüst. Die 

rekombinante Produktion stellt die Herstellung ausreichender Proteinmengen mit  

gleichbleibender Qualität sicher und ermöglicht zusätzlich die Modifikation und Anpassbarkeit 

der Proteine auf genetischem Level. Die vorliegende Arbeit fokussierte sich auf die Herstellung 

und Charakterisierung von funktionalisierten Spinnseidengerüsten und deren potentielle 

Anwendungsgebiete in der Gewebezucht. Inspiriert vom natürlichen, repetitiven ADF4-Protein 

(Araneus diadematus Fibroin 4) des Abseilfadens der europäischen Gartenkreuzspinne, wurde 

in der Vergangenheit das rekombinante eADF4(C16)-Spinnenseidenprotein etabliert und 

weitere eADF4-Varianten generiert. In dieser Arbeit dienten das negativ geladene 

eADF4(C16)-, das positiv geladene eADF4(κ16)- und das zelladhäsive eADF4(C16)-RGD-

Spinnenseidenprotein als Ausgangsmaterialien. Ein erster Teilbereich befasste sich mit der 

Entwicklung, Herstellung und Charakterisierung neuer eADF4-basierter Spinnenseiden-

varianten durch Modifikation auf genetischer Ebene. Auf diese Weise wurde einerseits das 

ungeladene eADF4(Ω16)-Spinnenseidenprotein durch Aminosäureaustausch und andererseits 

mehrere, funktionalisierte, zelladhäsive Varianten durch die Fusion von kurzen bioaktiven 

Peptidsequenzen designt und rekombinant produziert.  

Die Selbstassemblierung rekombinanter eADF4-basierter Proteine in Nanofibrillen und Gele 

wurde ebenfalls näher untersucht, da dieser Mechanismus bisher nur für eADF4(C16)-basierte 

Varianten beschrieben war. So zeigte sich, dass das ungeladene eADF4(Ω16) sehr schnell zu 

Fibrillen assemblierte, jedoch eine genaue Temperaturkontrolle brauchte, um ungewünschte 

Aggregation zu vermeiden. Im Gegensatz dazu, benötigte die positiv geladene eADF4(κ16)-
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Variante zur Fibrillenbildung Ionen, die das Protein in Lösung stabilisierten und die 

Aggregation verlangsamten. Während die Anwesenheit eines organischen Co-Lösungsmittels 

(DMSO) die Selbstassemblierung von eADF4(C16) nahezu nicht beeinflusste, schien DMSO 

die Fibrillenbildung von eADF4(Ω16) zu stabilisieren und von eADF4(κ16) zu destabilisieren. 

Zusätzlich vorhandene Peptidmodifikationen ermöglichten eine bessere Kontrolle der Selbst-

assemblierung in wässriger Umgebung. Obwohl Säugetierzellen die Fibrillisierung von 

Spinnenseidenproteinen beeinflussten, bildeten sich immer noch physikalisch stabile 3D-

Netzwerke aus. Dabei schienen sich negative Effekte der Zellen durch deren Interaktion mit 

RGD-Peptiden auszugleichen. All diese Erkenntnisse führten zur Entwicklung neuartiger 

Wirkstoffdepots auf Gel-Basis zur kontinuierlichen Freisetzung hydrophiler und hydrophober 

Substanzen und zur Optimierung von Biotinten durch die biochemische Stimulation von 

eingebrachten Zellen. Die entwickelten Gele eigneten sich für Biofabrikationsansätze und den 

Extrusionsdruck von formstabilen 3D-Konstrukten, wie dem Modell einer Aortenklappe. 

Das ungeladene eADF4(Ω16) ermöglichte die Charakterisierung der Materialeigenschaften 

rekombinanter eADF4-Varianten basierend auf der Ladung, da nur eine Aminosäure im 

repetitiven Modul verändert war. Dadurch konnte der Mikrobenabstoßungsmechanismus von 

eADF4(C16)-basierten Spinnenseidengerüsten anhand eines molekularen Strukturmodells 

aufgeklärt werden. Das Fehlen von geladenen Aminosäuren führte bei eADF4(Ω16)-Gerüsten 

zu einer dichteren Anordnung der hydrophoben Proteinbereiche, mit denen Mikroben 

interagieren können. Durch die elektrostatische Abstoßung im negativ geladenen eADF4(C16) 

sind die resultierenden, hydrophoben Bereiche zu klein für eine Mikrobeninteraktion. Zudem 

zeigten eADF4(C16)-basierte Hydrogele auch in vivo eine exzellente Biokompatibilität ohne 

Immunantwort und eine langsame Bioabbaubarkeit. Im Gegensatz dazu zeigten positiv 

geladene eADF4(κ16)-Oberflächen im Vergleich zu eADF4(C16) und eADF4(Ω16) in vitro 

eine schnellere Degradation sowie eine erhöhte Adsorption und Umstrukturierung von 

Proteinen des Blutplasmas, was zu einer verstärkten Blutkoagulation führte. 

Es wurde ebenfalls deutlich, dass positiv geladene Seidenoberflächen die Interaktion mit Zellen 

erhöhen. Zusätzlich förderte die Modifikation der eADF4-Varianten mit zelladhäsiven RGD-

Peptiden generell die Interaktion mit Zellen und stimulierte diverse zelluläre Antworten 

unabhängig davon, welche Morphologie oder welcher Zelltyp verwendet wurden. So 

kontrahierten induzierte Kardiomyozyten synchron auf RGD-modifizierten Seidenfilmen, 

während eingekapselte HEK293 Produktionszellen in eADF4(C16)-RGD-Hydrogelen 

kontinuierlich einen Modellwirkstoff bildeten. Auch in vivo zeigten eADF4(C16)-RGD-

Hydrogele eine gute Gewebeneubildung und Vaskularisierbarkeit.  

In dieser Arbeit konnte außerdem die bioselektive Zellanheftung durch biochemische und 

topographische Modifikationen erreicht werden. So offenbarte die Analyse der 

funktionalisierten, zelladhäsiven Varianten mit elf Zelllinien und einer Co-Kultur, dass 

eADF4(C16)-KGD selektiv für Myoblasten ist. Zusätzlich ermöglichte die Modifikation von 

eigentlich zellabweisenden eADF4(C16)-Filmen mit diversen Oberflächentopographie-

Gradienten eine gerichtete Interaktion und Ausrichtung von Zellen zur Entwicklung 

angepasster Implantatoberflächen. Dabei konnten auch zellspezifische Zusammenhänge 

zwischen Zell- und Strukturgröße nachgewiesen werden.  
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Summary 

The human body is confronted with diseases, injuries and abrasion during life. Thus, 

biomaterials have gained high importance in medicine to maintain and promote life quality. 

Their aim is supporting, restoring or completely assuming the regeneration of restricted, injured 

or lost body functions. Due to diverse applications, the requirements for biomaterials differ. 

While mainly bioinert materials should minimally interact with the body surrounding, bioactive 

materials should actively stimulate the tissue. Thus, application-specifically adopted 

biomaterial scaffolds have evolved to an indispensable component in regenerative medicine 

and tissue engineering. Such stimulating, degradable scaffolds initially offer cells suitable, 

stabilizing culture matrices, which will be degraded and replaced by newly formed cellular 

microenvironment over time. In this context, adhesion, growth, migration, and differentiation 

of cells are essential factors to ensure complete function. Since the native, cellular 

microenvironment is complex and tissue-specific, the development and production of 

adjustable and functionalized biomaterial scaffolds for tissue engineering and regenerative 

medicine is currently focussed in science.  

Due to their properties including high biocompatibility, slow biodegradation and versatile 

adjustability, materials made of recombinant spider silk proteins are promising candidates for 

application as biomaterial scaffolds. Recombinant production ensures fabrication of sufficient 

protein amounts with similar quality and allows the modification and adaption of proteins on 

the genetic level. The present work focussed on the production and characterization of 

functionalized spider silk scaffolds and their potential application fields in tissue engineering. 

Inspired by the natural, repetitive ADF4-protein (Araneus diadematus fibroin 4) of the dragline 

of the European garden spider, the recombinant eADF4(C16) spider silk protein has been 

established in the past and further eADF4-variants have been generated. Here, the negatively 

charged eADF4(C16), the positively charged eADF4(κ16) and the cell adhesive eADF4(C16)-

RGD spider silk protein served as starting materials. A first part dealt with the development, 

production and characterization of new eADF4-based spider silk variants modified on genetic 

level. Thus, the uncharged eADF4(Ω16) and several, functionalized, cell adhesive variants 

were recombinantly produced after using amino acid exchange or fusing short bioactive peptide 

sequences, respectively. 

The self-assembly of recombinant eADF4-based proteins into nanofibrils and gels has been 

investigated closer, since this mechanism has only been described for eADF4(C16)-based 

variants. It could be shown that uncharged eADF4(Ω16) self-assembled very fast into fibrils, 

however, a strict temperature control was necessary to avoid unintentional aggregation. In 

contrast, the positively charged eADF4(κ16) variant needed ions for fibril formation to stabilize 

proteins in solution and to avoid aggregation. While self-assembly of eADF4(C16) was almost 

unaffected in presence of an organic co-solvent (DMSO), it seemed to stabilize eADF4(Ω16) 

and to destabilize eADF4(κ16) fibril formation. Additional peptide modifications allowed 

better control of self-assembly in aqueous solution. Although mammalian cells influenced fibril 

formation of spider silk proteins, physically stable 3D-networks could be formed. Thereby, 

negative effects of the cells seemed to be compensated by their interaction with RGD-peptides. 

These findings led to the development of new, gel-based drug depots for continuous release of 
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hydrophilic and hydrophobic substances and to the optimization of bioinks by biochemical 

stimulation of encapsulated cells. The developed gels were suitable for biofabrication and 

extrusion printing of dimensionally stable 3D-constructs like the model of an aortic valve. 

The uncharged eADF4(Ω16) allowed the characterization of properties of eADF4-based 

materials based on the charge, since only one amino acid was exchanged in the repetitive 

module. Thus, the microbe repellent mechanism of eADF4(C16)-based spider silk scaffolds 

could be clarified using a molecular structure model. The absence of charged amino acids led 

to denser arrangement of hydrophobic protein patches in eADF4(Ω16) scaffolds allowing 

microbe interaction. Due to electrostatic repulsion, the resulting, hydrophobic patches of 

negatively charged eADF4(C16) are too small for microbial interaction. In addition, 

eADF4(C16)-based hydrogels also showed excellent biocompatibility without immune 

response and slow biodegradation in vivo. In contrast, compared to eADF4(C16) and 

eADF4(Ω16), positively charged eADF4(κ16) surfaces displayed faster degradation and 

increased adsorption and restructuring of blood plasma proteins in vitro resulting in enhanced 

blood coagulation.  

It also became clear that positively charged silk surfaces enhance cell interactions. 

Additionally, the modification of eADF4-variants with cell adhesive RGD peptides generally 

supported the interaction with cells and stimulated different cellular responses independent of 

the used morphology or cell type. For instance, induced cardiomyocytes synchronously 

contracted on RGD-modified silk films, while encapsulated HEK293 producer cells 

continuously released a model drug in eADF4(C16)-RGD hydrogels. The eADF4(C16)-RGD 

hydrogels also displayed good tissue formation and vascularization in vivo.  

Furthermore, bioselective cell adhesion induced by biochemical and topographical 

modifications could be achieved in the present work. The analysis of functionalized, cell 

adhesive spider silk variants with eleven cell types and a co-culture showed that eADF4(C16)-

KGD is selective for myoblasts. In addition, the modification of usually non-cell adhesive 

eADF4(C16) films with diverse surface topography gradients allowed guided interaction and 

orientation of cells for the development of adjusted implant surfaces. Thereby, cell-specific 

correlations between cell and topography size could be verified.       

 

 

 

 

 

 



EINLEITUNG 

____________________________________________ 

5 

1. Einleitung 

1.1. Anforderungen an Biomaterialien für biomedizinische Anwendungen 

1.1.1. Entwicklungsgeschichte, Definition und Bedeutung von Biomaterialien  

Da der Lebenszyklus eines Menschen mit Krankheiten, Verletzungen, Alterung und Verschleiß 

einhergeht, sind Biomaterialien ein wichtiges Werkzeug der modernen Medizin und fördern 

die menschliche Lebensqualität. [1] Ihr Ziel ist es, eingeschränkte oder verlorene Körper-

funktionen wiederherzustellen, deren Regeneration anzuregen oder diese sogar komplett zu 

übernehmen. [1b, 1c, 2] Schon in der Antike wurden natürliche Materialien, wie Holz, Leder oder 

Elfenbein, als Prothesen genutzt, um verlorene Gliedmaßen strukturell zu ersetzen und dadurch 

ein gewisses Maß an Funktion zu erhalten. [3] Durch die Weiterentwicklung von Gewinnungs- 

und Verarbeitungstechnologien wurden auch Metalle und Legierungen genutzt, um Implantate 

als Zahn- oder Knochenersatz zu fertigen. [3] Bis ins Mittelalter wurden leicht verfügbare 

Materialien meistens als reines Mittel zum Zweck (z.B. Prothese oder Nahtmaterial) 

verwendet. [4] Mit der Zeit änderte sich jedoch der Fokus vom reinen Ersatzmaterial zum 

Material mit verbesserter Leistung und Funktionalität sowie breiterem Einsatzbereich für Ziel-

gerichtete Anwendungen. [1a] Vor allem nach dem zweiten Weltkrieg rückten beispielsweise 

Silikone, Polyurethane, Titan oder rostfreier Edelstahl in den Fokus von Medizinern, um als 

Prothese, Implantat, Stent, Herzklappe oder Herzschrittmacher Anwendung zu finden. [4-5] 

Diese biologisch inerten, stabilen und nicht-responsiven Implantat-Materialien dominierten 

zunächst das Biomaterial-Feld, lösten jedoch oft eine negative Fremdkörperreaktion aus. [5-6] 

Durch das bessere Verständnis der Biomaterial-Körper-Reaktion, sollten Biomaterialien ab 

1980 die körpereigene Regeneration unterstützen, anstatt verletztes oder kaputtes Gewebe 

einfach nur zu ersetzen. [5] Pionier-Studien über die Konstruktion einer künstlichen Haut 

(1980) [7] oder die Anwendung eines Gefäßersatzes im Hund (1989) [8], veranschaulichen die 

neue Denkweise vom reinem Ersatzmaterial zu einem unterstützenden Werkzeug der 

regenerativen Medizin als Beginn der heutigen Gewebezüchtung [9].  

Aufgrund der Vielseitigkeit der eingesetzten Materialien und Anwendungsgebiete kursieren 

auch einige Definitionen des Begriffs „Biomaterial“. 1974 wurden pharmakologisch inerte 

Materialien, die in einen lebenden Organismus eingebracht werden, als Biomaterialien 

bezeichnet. [10] Später wurden alle Materialien unabhängig von der Materialart und des 

Ursprungs als Biomaterialien definiert, die mit Flüssigkeiten, Zellen oder Geweben des 

menschlichen Körpers in Kontakt kommen und für therapeutische, diagnostische und 

prothetische Zwecke verwendet werden ohne toxische Reaktionen im Körper auszulösen. [11] 

Die Bandbreite von Biomaterialien reicht dabei von biomedizinischen Geräten bis zu lebenden 

Strukturen. [6, 12] Die Gliederung von Biomaterialien ist aufgrund der vielen natürlichen oder 

synthetischen Materialien, Verarbeitungs- und Modifikationsmethoden sowie Anwendungs-

gebiete schwierig, aber auch nicht zwingend notwendig. [1c, 6, 13] Einordnungen erfolgen dabei 

aufgrund der Materialklasse (z.B. Metalle, Keramiken, Polymere und Komposite) oder des 

Anwendungsgebiets (z. B. Diagnostik, Therapie, medizinisches Gerät, Implantat oder 

Wirkstoffsystem). Zusätzlich können dauerhaft in den Körper eingesetzte Biomaterialien (z.B. 

Gelenkersatzmaterialien) von temporär eingebrachten Biomaterialien, wie Kathetern, oder 
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Zeit-abhängig abbaubaren Gerüsten zur Regeneration von Geweben abgegrenzt werden. [12, 14] 

Biomaterialien sollten daher eher als breit gefächertes Forschungsfeld betrachtet werden, in 

dem verschiedene Disziplinen und Materialien vereint werden. [10] Der Fokus liegt einerseits 

auf der Entwicklung und Charakterisierung von Materialien, um körpereigene Funktionen zu 

unterstützen, verbessern oder wiederherzustellen, aber andererseits auch in der Analyse von 

Geweben und Organen sowie den Wechselwirkungen zwischen dem eingebrachten Material 

und der Körperumgebung. [10] Die moderne Biomaterialforschung ist daher ein komplexes, 

inter- sowie multidisziplinäres Forschungsfeld und setzt sich aus den Fachgebieten Physik, 

Chemie, Medizin, Biologie und dem Ingenieurwesen zusammen. [5, 15]  

1.1.2. Grundlegende Anforderungen an Biomaterialien 

Aufgrund der breiten Varianz der Anwendungsgebiete unterscheiden sich die Anforderungen 

an Biomaterialien sehr stark. Als Gelenkersatz soll ein Implantat bestenfalls für den Rest des 

Lebens im Köper verbleiben und im Gewebe verwachsen, während Schrauben oder Platten 

nach der Heilung von Frakturen wieder entfernt werden. Große Gewebedefekte werden 

hingegen meistens sogar mithilfe eines bioabbaubaren Gerüsts behandelt, um die Regeneration 

zu unterstützen. Dabei spendet das Gerüst erst Stabilität für körpereigene Zellen, wird dann 

über die Zeit abgebaut und gleichzeitig durch neu gebildetes Gewebe ersetzt. [16] Dennoch 

sollen Biomaterialien, unabhängig von anwendungsspezifischen Anforderungen (siehe 1.1.3.), 

eine exzellente Biokompatibilität ohne Toxizität aufweisen und keine Entzündungs- oder 

Abstoßungsreaktionen zur Folge haben (Abbildung 1). [2, 6, 16] Zusätzlich sollen das Einbringen 

des Materials sowie seine Koexistenz mit minimalem Schaden von gesundem Gewebe durch 

eine Operation und ohne hypersensitive, allergische oder inflammatorische Reaktionen 

einhergehen. [1b, 2, 17]  

Da die Biokompatibilität eines Materials gerade im Hinblick auf den Einsatz in der 

regenerativen Medizin der entscheidendste Faktor ist, muss die Immunantwort schon vom 

Design bis zur klinischen Translation mit bedacht werden. [18] Eine wichtige Studie von Homsy 

(1970) beschreibt die Inkompatibilität und den Funktionsverlust von potentiellen Implantat-

Materialien. Es konnte gezeigt werden, dass viele dieser Materialien zytotoxische Substanzen 

absondern, welche zelluläre Funktionen einschränken und bis zum Zelltod führen. [19] Diese 

und viele weitere Studien veranlassten unter anderem die Internationale Organisation für 

Standardisierung (ISO) zur Entwicklung von normierten Tests zur Evaluierung der in vitro und 

in vivo Biokompatibilität durch direkten oder indirekten Kontakt mit potentiellen 

Implantationsmaterialien sowie deren Extrakten. [1b, 5] Nach erfolgreicher in vitro 

Biokompatibilitätsprüfung wird ein potentielles Implantationsmaterial auch in vivo, 

normalerweise subdermal oder intramuskulär, getestet. [1b, 5] Ein biokompatibles Material kann 

mit lebendem Gewebe oder Zellen des Empfängers koexistieren, ohne toxische Stoffe 

freizusetzen oder Entzündungen und Schäden zu bewirken. [2, 6] Dennoch muss jedes Material 

in seiner verarbeiteten Anwendungsform auf Biokompatibilität, Blutinteraktion und 

Fremdkörperreaktion getestet werden. [5] Die Blutverträglichkeit (Hämokompatibilität) ist 

wichtig, da Blutkoagulation und Thrombosebildung aufgrund von Blut-Material-Interaktionen 

unbedingt zu vermeiden sind. [6, 20]  
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Die Fremdkörperreaktion ist ein natürlicher Schutz-Mechanismus des Körpers, der immer 

zwischen Material und Körpergewebe auftritt und nach einer Implantation aufgrund der 

Verletzung und Entzündung des umliegenden Gewebes unvermeidbar ist. [21] Bei 

biokompatiblen Materialien wird die Wundheilungs- und Regenerationskaskade aktiviert und 

das Implantat im Körper integriert (Abbildung 1A). Sollte sich jedoch eine chronische, 

fibrotische Fremdkörperreaktion entwickeln, kommt es zur Kapselfibrose und 

Abstoßungsreaktion (Abbildung 1B). [21]  

 

Abbildung 1: Mögliche Fremdkörperreaktionen zur Evaluation der Biokompatibilität eines 

Materials. A) Bei einer guten Biokompatibilität wird nach der Entzündung die Wundheilung 

aktiviert und das Implantat integriert. B) Bei einer schlechten Biokompatibilität wird durch die 

Entzündung die Immunabwehr aktiviert und es kommt zur Kapselfibrose und Abstoßung des 

Implantats. Die Freisetzung inflammatorischer Stoffe, die Adsorption und Umstrukturierung 

von Proteinen und Mikrobenadhäsion begünstigen die Aktivierung der Abstoßungskaskade.  
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Der Erfolg eines Implantats hängt stark von der Reaktion der Körperumgebung ab, welche 

primär durch die Interaktionen zwischen Materialoberfläche und dem umliegenden Gewebe 

gesteuert wird. [22] Bereits nach dem ersten Kontakt adsorbieren Proteine auf dem 

eingebrachten Implantat und bilden in kurzer Zeit eine komplette Proteinschicht aus. [22a, 23] Die 

Stärke dieser Protein-Oberflächen-Interaktionen ist dabei von den Eigenschaften und der 

Beschaffenheit der Materialien und der Körperflüssigkeit abhängig. Während beim 

Biomaterial die chemische Zusammensetzung, Struktur, Ladung, Benetzbarkeit, 

Hydrophobizität und Topographie wichtig sind, spielen bei der Flüssigkeit ihre generelle 

Zusammensetzung sowie die Struktur, Größe, Ladung und Faltungszustand der enthaltenen 

Proteine eine Rolle. [22a, 23-24] Aufgrund der Umstrukturierung und Zugänglichkeit von 

Proteinen entscheidet die Komposition der ausgebildeten Proteinschicht über die weiteren 

(Immun-) Reaktionen des Körpers, wie Blutkoagulation oder Zelladhäsion. [22a, 23a, 23c, 25] Sie 

ist daher entscheidend für den Ausgang der Fremdkörperreaktion, welche schlimmstenfalls zur 

Abstoßung und Explantation führt. [21-22, 26] Sollte die Abstoßungskaskade eingeleitet werden, 

stimulieren die Proteine Neutrophile, Blutplättchen und Mastzellen, die die Differenzierung 

von Monozyten zu Makrophagen aktivieren und den Verlauf der Fremdkörperreaktion 

entscheiden. [21, 26a, 27] Die sogenannten M1-Makrophagen bewirken Entzündungs- und 

Abstoßungsreaktionen, während die M2-Makrophagen für Heilung und Regeneration wichtig 

sind. [28] Die aktivierten M1-Makrophagen produzieren weitere Signalstoffe zur Bildung von 

sogenannten Fremdkörper-Riesenzellen, die Fibroblasten rekrutieren und zur Ausbildung einer 

Kollagen-haltigen, nicht-vaskularisierten Gewebekapsel (Fremdkörperkapsel) führen. [21, 26a] 

Diese Kapselfibrose kann zu Kontraktionen und Schmerzen führen oder medizinische 

Materialfunktionen, Wirkstofffreisetzung, Blutversorgung oder die Gewebeintegration 

beeinträchtigen. [28a] Eine gute Beschaffenheit ohne Korrosion und Verschleiß sowie die 

einwandfreie Funktion und Integration des Implantats sind entscheidend, da ansonsten weitere 

operative Eingriffe drohen. [2, 16, 29] So können auch Polymere, die für Katheter und andere 

Medizinprodukte verwendet werden, Biokompatibilitätsprobleme auslösen und das Risiko von 

Entzündungen erhöhen. [30] Da vor allem die Oberflächeneigenschaften eines Materials die 

Freisetzung toxischer Substanzen oder Abbauprodukte beeinflussen, ist deren Anpassung 

entscheidend für den anschließenden Erfolg eines potentiellen Implantats. [6, 30d, 31] 

Oberflächenmodifikationen und Beschichtungen sind eine elegante Lösung, um 

Immunreaktionen zu vermeiden. [30d, 31]  

Im Rahmen der Biokompatibilität spielt auch die Mikrobenanheftung auf Implantations- und 

Kontaktmaterialien eine wichtige Rolle. Da von keiner Sterilität ausgegangen werden kann, 

bleibt ein Infektionsrisiko durch das Implantat bestehen. [16, 32] Der entscheidende Risikofaktor 

im Gesundheitswesen ist die Kontamination von Kontaktoberflächen mit potentiell pathogenen 

Mikroorganismen, die zu Irritationen, Entzündungen und teilweise schwerwiegenden 

Infektionen führen können, falls das menschliche Immunsystem diese nicht bekämpfen kann 

(Abbildung 1B). [32b, 33] Nach einer erfolgreichen Anheftung können Mikroben, wie Bakterien 

und Pilze, einen sogenannten Biofilm, also eine Schutzschicht vor dem endogenen 

Immunsystem, bilden, der auch die Zugänglichkeit von bekämpfenden Medikamenten, wie 

Antibiotika, einschränkt. [34] Ein solcher Biofilm kann auf Medizinprodukten, beispielsweise 

Implantaten und Kathetern, zu einer verringerten Einsatzdauer, Funktionsverlust, Explantation, 
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Entzündungen und schlimmstenfalls zum Tod führen. [34a, 34f, 35] In diesem Zusammenhang sind 

vor allem die durch den unbedachten Über-Einsatz von Antibiotika entstandenen, multi-

resistenten, pathogenen Mikroben ein Problem, da konventionelle Behandlungsmethoden 

enorm eigeschränkt sind. [34f, 36] Staphylococcus aureus ist ein solcher multi-resistenter 

Krankenhauskeim, der für viele schwerwiegende Infektionen und Todesfälle verantwortlich 

ist. [37] Durch die eingeschränkten medikamentösen Behandlungsmethoden rücken 

Alternativmaterialien in den Fokus, die inhärente anti-adhäsive („non-fouling“) Eigenschaften 

besitzen und bereits die initiale Mikrobenanheftung unterbinden (Abbildung 1A). [38] Dafür 

wird die Oberfläche von kommerziellen Biomaterialien mit anti-adhäsiven oder anti-

mikrobiellen Beschichtungen ausgestattet. [38c, 39] Bei der passiven Resistenz werden meist 

super-hydrophobe, hydrophile oder zwitterionische Polymer-basierte Materialien verwendet, 

damit Oberflächeninteraktionen mit Proteinen, aber auch Mikroben reduziert werden. [39c, 40] 

Bei der aktiven Resistenz, den sogenannten Kontakt-tötenden Materialien, werden kationische 

oder amphiphile Polymer- oder Kompositsysteme genutzt, die zusätzlich mit antimikrobiellen 

Peptiden oder Substanzen modifiziert sein können, um die Mikroben aktiv zu töten. [32d, 40c, 41] 

Da viele dieser Systeme jedoch gravierende Nachteile wie Instabilität und Zytotoxizität 

aufweisen [42], herrscht Optimierungs- und Forschungsbedarf bei der Entwicklung von 

funktionalen, biokompatiblen Biomaterialien. [5] 

1.1.3. Biomaterialunterteilung für biomedizinische Anwendungen 

Ideale Biomaterialien sollen vielseitig, einfach handhabbar, praktikabel, kostengünstig, 

biokompatibel, funktional, steril, ungiftig und anti-inflammatorisch sein. Diese Eigenschaften 

vereint bisher kein Biomaterial gleichzeitig, aber viele erfüllen zumindest einige dieser 

Kriterien. [43] Da Anforderungen zudem nicht pauschalisiert werden können, sollte ein Material 

im Hinblick auf die Anwendung und die dafür entscheidenden Parameter ausgewählt werden 

sowie die Eigenschaften des Zielgewebes bestmöglich imitieren. [6, 11] Dabei hängt die 

Performance von den Wechselwirkungen zwischen Materialoberfläche und Körperumgebung 

ab. [22a] Daher werden Biomaterialien oft spezifisch modifiziert und angepasst [44] und können 

in bioinert, bioaktiv und biomimetisch (Natur-imitierend) unterteilt werden (Abbildung 2).  

Bioinert bedeutet, dass das Material biokompatibel, stabil und ungiftig ist, jedoch nicht-

responsiv auf Umwelteinflüsse reagiert und minimal mit der Umgebung interagiert.  [31] 

Bioinerte Materialien werden vorwiegend für biomedizinische Kontaktmaterialien verwendet, 

die mit Körperflüssigkeiten wie Blut, Urin, Speichel oder Tränen in Berührung kommen. 

Beispiele hierfür sind Gelenkersatzmaterialien, kardiovaskuläre Stents sowie intravaskuläre 

oder Harnwegs-Katheter, aber auch analytische und diagnostische Geräte für Biopsien. [30d] 

Neben der minimalen Gewebeinteraktion ist bei Implantaten mit Blutkontakt essentiell, dass 

keine Blutkoagulation, Thrombosen oder inflammatorischen Reaktionen hervorgerufen 

werden und sie der stetigen Belastung durch den Blutfluss standhalten. [20, 30d, 31a, 45] Auch 

Harnwegskatheter sollen stabil und flexibel sein, aber wenig Interaktionen zulassen, um 

Verkrustungen, Entzündungen und Infektionen zu vermeiden und ein schmerzfreies Entfernen 

zu gewährleisten. [24b, 30a-c, 46] Orthopädische und dentale Implantate benötigen ebenfalls eine 

hohe Beständigkeit und angemessene Festigkeit bei Belastung, um Folgeoperationen zu 

vermeiden und die Lebensqualität zu erhalten. [6, 47] Auch wenn der Kontakt mit Körper-
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flüssigkeiten nicht gänzlich unterbunden werden kann, müssen Biomaterialien teilweise gut in 

das entsprechende Gewebe einwachsen, um die volle Funktionsfähigkeit erreichen zu können 

(z.B. Gefäß-, Gelenk-, oder Knochenersatz). [16, 45b, 47c] Diese Beispiele zeigen, dass ein 

gewisses Maß an biologischer Inertheit sinnvoll ist, um Mikroben- und Proteinadsorption zu 

verhindern und die Biokompatibilität zu gewährleisten, aber eine gerichtete Interaktion mit 

dem Biomaterial trotz allem gewünscht ist. [48] Materialien mit inhärenten, anti-adhäsiven 

(„non-fouling“) Eigenschaften sind daher vielversprechend, da sie minimale Absorption von 

Proteinen, wie Fibrinogen und Lysozym, auf der Oberfläche zeigen. [49] Zudem können 

Komposit-Materialien und Oberflächenmodifikationen entwickelt werden, um Eigenschaften 

anzupassen und damit verbundene Körperreaktion zu steuern. [30d, 31a, 31b, 45a, 48, 50]  

 

Abbildung 2: Biokompatible Biomaterialgerüste können in bioinert (A), bioaktiv (B und C) 

und biomimetisch (D) eingeteilt werden. Bei bioaktiven Materialien können Wirkstoffdepots 

(B) und zelladhäsive Gerüste (C) unterschieden werden.  

Ein bioaktives Material soll mit der biologischen Umgebung interagieren, um zelluläre 

Funktionen zu stimulieren [31] und den Körper bei der Regeneration von verletztem oder 

eingeschränktem Gewebe zu unterstützen. [5-6] Dafür sind Bioabbaubarkeit, Reaktion auf 
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Umwelteinflüsse und eine kontrollierte Interaktion von Biomaterial-Oberflächen mit Proteinen 

und Zellen entscheidend. [5] Da viele Materialien per se nicht die passenden Eigenschaften für 

eine spezielle Anwendung zeigen, haben sich Funktionalisierungsmethoden für die Herstellung 

von stimulierenden Oberflächen entwickelt, um eine gerichtete Bioaktivität zu erzeugen (siehe 

1.3.2). [31d, 51] Dabei wird oft nur die für die Interaktion nötige Grenzfläche modifiziert, während 

die restlichen Eigenschaften des Materials meist gleichbleiben.[31c, 31d, 51b, 52]  

Viele Biomaterialien und daraus gefertigte Systeme können mit biologisch aktiven Substanzen 

modifiziert werden, um als Wirkstoff-freisetzende Depots (Abbildung 2B) oder 

Gewebegerüste (Abbildung 2C) eingesetzt zu werden. [53] So können mittlerweile implantierte 

Knochenschrauben, Nahtmaterialien, Wirkstoffsysteme und endovaskuläre Stents aus 

biologisch abbaubaren Biomaterialien zuerst eine beabsichtigte Funktion im Körper 

übernehmen und dabei vollständig vom Körper resorbiert und durch eigenes Gewebe ersetzt 

werden. [5, 54] Durch die Modifikation mit biologisch stimulierenden Faktoren, wie Proteinen, 

zelladhäsiven Peptiden oder Wachstumsfaktoren, werden bioaktive Materialien für eine 

verbesserte Interaktion mit Zellen kreiert. [55] Eine angepasste Oberflächentopographie kann 

helfen, die Biokompatibilität und die Zellantwort zu fördern. [51b, 56] Durch Kombination 

mehrerer Modifikationen ist es sogar möglich, multifunktionale Biomaterialien zu erschaffen, 

die eine höhere oder spezifischere biologische Aktivität oder Funktion zeigen. [57] So 

ermöglichen Materialien mit biochemischen Liganden und topographischer Stimulation 

zeitgleich eine verbesserte Verankerung und eine gerichtete Orientierung der Zellen auf dem 

Material. [58]  

Neben bioaktiven Materialien haben sich auch biomimetische Gerüste entwickelt, um näher an 

die natürliche, extrazelluläre Matrix (EZM) heranzureichen (Abbildung 2D). [48, 51a, 59] Da in 

natürlichen Geweben physiologische Gradienten eine große Rolle spielen, wurden diverse 

Biomaterialsysteme mit chemischen und physikalischen Gradienten entwickelt. [60] Im 

Hinblick auf den natürlichen Gewebeaufbau mit seiner 3D-Struktur wurden daher auch 

bioaktive, poröse Gerüste und Hydrogelsyteme geschaffen, um den Zellen eine provisorische, 

stabilisierende Matrix vorzugeben, die darin wachsen und das Gewebe regenerieren. [53c, 61]  

1.2. Natürlicher Aufbau von Geweben – die zelluläre Mikroumgebung  

In ihrem natürlichen Gewebeumfeld sind Säugetierzellen in einer einzigartigen, komplexen 

und dynamischen Mikroumgebung mit diversen stimulierenden Faktoren eingebettet, die 

teilweise synergistisch, aber auch antagonistisch zelluläre Antworten und Funktionen 

bewirken. Dabei zeigen Mikroumgebungen in Säugetiergeweben stets einen ähnlichen 

Grundaufbau und gemeinsame Merkmale, die sich aus Komponenten der Teilbereiche 

„benachbarte Zellen“, „lösliche Faktoren“ und „umgebende EZM“ zusammensetzen. Die 

genaue Zusammensetzung ist dabei wiederum Gewebe-spezifisch und variabel, um spezifische 

Funktionen zu erfüllen (Abbildung 3). [62] Gerade bei differenzierbaren (Stamm-) Zellen ist 

diese Mikroumgebung enorm wichtig, da die vorhandenen (bio-) physikalischen und (bio-) 

chemischen Stimulatoren wichtige zelluläre Antworten der Entwicklung und Regeneration, 

wie Wachstum oder Differenzierung, regulieren. [63] In vivo nehmen die Zellen selbst einen 

entscheidenden Einfluss auf dieses dynamische System, weswegen ein grundlegendes 

Verständnis dieser komplexen Umgebung essentiell ist, um angepasste, biomimetische Gerüste 
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für gewünschte zelluläre Antworten zu kreieren. [64] Es besteht jedoch noch Forschungsbedarf, 

da viele intra- und interzelluläre Abläufe zwischen Zellen und Umgebung (z.B. zelluläre 

Signaltransduktionswege) nicht vollständig aufgeklärt sind und von chemischen, strukturellen 

oder mechanischen Signalen der Mikroumgebung abhängen. [62]  

 

 

Abbildung 3: Alle Gewebe zeigen in ihrer Mikroumgebung einen ähnlichen Grundaufbau, der 

sich aus Komponenten der Teilbereiche „umgebende EZM“, „lösliche Faktoren“ und 

„benachbarte Zellen“ zusammensetzt. Dabei sind die einzelnen Komponenten jedoch Gewebe-

spezifisch.    

 

1.2.1. Lösliche Faktoren 

Im natürlichen Gewebeverbund sind Zellen vielen, im wässrigen System gelösten Faktoren und 

Molekülen ausgesetzt. Dazu zählen beispielsweise Nährstoffe der zellulären Grundversorgung, 

wie Salze, Sauerstoff oder Glukose, aber auch andere gelöste Signalstoffe, zu denen 

Wachstumsfaktoren, Zytokine und Hormone gehören. [62, 65] Diese löslichen, biologisch hoch 

aktiven Stoffe werden freigesetzt, sobald keine direkte Zell-Zell-Kommunikation möglich ist, 

um nach Interaktion  mit Oberflächenrezeptoren eine zelluläre Reaktion zu bewirken.[66] Durch 

extrazelluläre Ligandenbindung kommt es zu strukturellen Umlagerungen der Transmembran-

proteine und zur Aktivierung intrazellulärer Signalweiterleitung (Abbildung 4). [55a, 66-67] 

Dabei können Signalstoffe durch Zirkulation oder Diffusion generell auf die gleiche Zelle 

(autokrin), auf benachbarte (parakrin) oder entfernte (endokrin) Zellen wirken. [62, 68] Zytokine 

haben entscheidende Funktionen bei der Immunabwehr und werden bei Verletzungen, 

Entzündungsreaktionen und Regenerationsprozessen von Immunzellen gebildet. [68-69] 

Wichtige Zytokine sind Interleukine (IL), Interferone, der Tumor-Nekrose-Faktor („TNF“) und 

der transformierende Wachstumsfaktor-β („TGF-β“). [68, 69b] Während der Gewebeentwicklung 
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und der Wundheilung sind Wachstumsfaktoren ebenfalls wichtig für die Zelldifferenzierung, 

da durch sie eine ganz spezifische, temporäre Mikroumgebung für die Zellen geschaffen 

wird. [62, 67f, 70] Zu den bekanntesten Wachstumsfaktoren in der EZM zählen neuronale 

(„NGFs“), epidermale („EGFs“), transformierende („TGFs“), vaskuläre endotheliale 

(„VEGFs“), Fibroblasten- („FGFs“) und Hepatozyten- („HGFs“) Wachstumsfaktoren sowie 

die Knochenmorphogenetischen-Proteine („BMPs“). [62, 71] Da die Zellstimulation stark von 

der räumlichen Anordnung, der lokalen Konzentration und der zeitlichen Verfügbarkeit des 

Signalstoffs abhängt, liegen Wachstumsfaktoren neben der löslichen Form auch in an EZM-

Molekülen verankerter Form als Konzentrationsgradient vor. [62, 67e]  

 

 

Abbildung 4: Natürlicher Aufbau von Geweben. Die zelluläre Mikroumgebung ist geprägt 

von Interaktionen zwischen Zellen, Signalstoffen und EZM-Komponenten. Dabei kann 

zwischen Zell-Zell-, Zell-EZM- und EZM-EZM-Kontakten unterschieden werden, die zur 

Vernetzung, Stimulation und Signalweiterleitung beitragen.  
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1.2.2. Nachbarzellen – Zell-Zell-Kontakte 

Eine Grundvoraussetzung für den Erfolg multi-zellulärer Organismen ist die Fähigkeit von 

Zellen, sich mit der Umgebung zu verknüpfen, indem sie mit EZM-Komponenten und anderen 

Zellen interagieren. [72] Dabei kann die Kommunikation einer Zelle mit umliegenden Zellen 

Rezeptor-vermittelt (direkt) oder über Signalstoffe (indirekt) erfolgen. [62, 73] Da Zellen in 

Geweben im Verbund auftreten, bilden sie verschiedene direkte Zell-Zell-Kontakte und 

Signalwege für die Wechselwirkung miteinander aus, die essentiell für korrekte Zellfunktionen 

und Gewebemorphogenese sind. [62, 73b, 74] Unter direkten Zell-Zell-Kontakten werden 

physikalische Verbindungen („Junctions“) zwischen Zellen zusammengefasst. Dazu zählen 

undurchlässige Verbindungen („Tight Junctions“), Kanal-bildende Verbindungen („Gap 

Junctions“) und Ankerverbindungen („Anchoring Junctions“), wobei letztere auch als Zell-

EZM-Verbindungen vorkommen (Abbildung 4). [62, 75] Undurchlässige Verbindungen sind 

dichte Zell-Zell-Kontakte und bestehen aus Multiprotein-Komplexen, die die Zellmembranen 

und das Zytoskelett von benachbarten Zellen verbinden. Ihre Aufgabe besteht einerseits darin, 

den Transport von Wasser, Nähr- und Signalstoffen sowie weiteren löslichen Bestandteilen 

zwischen den verbundenen Zellen zu unterbinden und andererseits, verschiedene Gewebearten 

voneinander zu trennen. [62, 75-76] Kanal-bildende Verbindungen bestehen aus Transmembran-

Protein-Komplexen (z.B. Connexin), die Kanal- oder Porenstrukturen durch die Plasma-

membran bilden, damit kleine Moleküle oder Ionen (Ca2+) von Zelle zu Zelle weitergegeben 

werden können. Diese Kontakte zählen daher auch zu den Signal-vermittelnden Verbindungen, 

da sie im Metabolismus, der Zellphysiologie und für Zellfunktionen wichtig sind. [62, 75, 77] So 

ermöglicht Connexin bei der Signaltransduktion von elektrisch stimulierbaren Zellen, wie 

Kardiomyozyten, eine synchrone Kontraktion. [77-78] Zu den Ankerverbindungen zählen direkte 

Zell-Zell-Verbindungen, wie Adhäsionsverbindungen und Desmosomen, aber auch 

Hemidesmosomen, die bei Zell-EZM Interaktionen eine Rolle spielen. [75-76] Dabei werden bei 

Adhäsionsverbindungen jedoch Aktinfilamente angeregt, während bei Desmosomen und 

Hemidesmosomen die Intermediärfilamente angesprochen werden.[75] Wie undurchlässige, 

sind auch verankernde Verbindungen üblicherweise aus Multiprotein-Komplexen aufgebaut, 

und tragen dazu bei, dass Zellen und Gewebe ihre Form, Integrität und Zusammenhalt behalten, 

spielen aber auch bei der Signalübertragung und Mechanotransduktion eine Rolle. [62, 76]  

1.2.3. Extrazelluläre Matrix 

Zusammen mit den Nachbarzellen und den löslichen Faktoren hat die EZM in der natürlichen 

zellulären Mikroumgebung einen entscheidenden Einfluss auf die Entwicklung und Funktion 

von Zellen. [55a, 62, 63e, 79] So zeigen Binde- (Schutz) oder Muskelgewebe (Bewegung) eine 

ausgeprägte EZM-Komposition mit starken Zell-Matrix-Interaktionen [80], während im Herzen 

oder zentralen Nervensystem Zell-Zell-Kontakte entscheidender für die Funktion sind. [74b, 81] 

Dabei bietet die EZM nicht nur ein stabilisierendes Gerüst unter physischer oder mechanischer 

Belastung, sondern liefert eine dynamische 3D-Umgebung mit stimulierenden Faktoren, die 

zur Regulation der Zellfunktionen während der Morphogenese und Regeneration 

multizellulärer Organismen beitragen (Abbildung 4). [55a, 62, 63e, 79, 82] Diese komplexe, 

Gewebe-spezifische 3D-Matrix besteht aus vielen Molekülen und Proteinen, die vielfältige 

Morphologien, Strukturen und Faltungszuständen aufweisen und für die ihnen zugewiesenen 
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Funktionen wesentlich sind. [59c, 65, 83]  Neben der strukturellen und mechanischen 

Unterstützung sind Proteine direkte Interaktionspartner für Zellrezeptoren (z. B. Integrine) oder 

enthalten Bindungsstellen für bioaktive Moleküle (z.B. Wachstumsfaktoren), um zelluläre 

Reaktionen, wie Wachstum oder Differenzierung, zu stimulieren. [83b, 84] Makroskopisch ist die 

EZM ein Hydrogel-artiges Netzwerk mit unlöslichen, ineinandergreifenden, strukturellen 

Makromolekülen, die als (bio-) chemische und (bio-) physikalische Interaktionsliganden 

dienen. [62, 67d, 79c, 85] Diese einzelnen Merkmale der zellulären Mikroumgebung, beispielsweise 

Adhäsionsliganden, Signalstoffe, topografische und strukturelle Merkmale, mechanische 

Eigenschaften und eine entsprechende biologische Abbaubarkeit, regulieren weitere zelluläre 

Antworten, wie Adhäsion, Spreiten, Wachstum, Migration, Differenzierung, aber auch 

Apoptose und Krebs. [55a, 62, 63e, 79a, 86] Obwohl die EZM-Zusammensetzung dynamisch ist und 

von Gewebe zu Gewebe variiert, sind die Hauptkomponenten faserbildende Proteine, wie 

Kollagen, Elastin, Fibronektin und Laminine, sowie stabilisierende und stimulierende 

Glykoproteine, Proteoglykane und die stark hydrierten Glykosaminoglykane (GAG). [55a, 79c, 

83b, 85e, 85f] Dabei ist die Zusammensetzung der EZM meist nur eine Momentaufnahme, da die 

EZM ein hochdynamisches, strukturelles Netzwerk darstellt, das durch die Zellen 

kontinuierlich mittels löslicher Faktoren und Enzyme verändert und umstrukturiert wird. [79c, 

85c, 85d]  

1.2.3.1. EZM-Komponenten 

Kollagene sind die häufigsten Proteine in Geweben von Säugetieren und stellen das 

wesentliche, wasserunlösliche, fibröse Strukturelement der EZM dar. [87] Da Kollagene 

hauptsächlich in Geweben mit hoher Belastung und Krafteinwirkung vorkommen, sind ihre 

mechanischen Eigenschaften, wie die hohe Steifheit sowie die enorme Druckaufnahme- und 

Zugfähigkeit, entscheidend. [88] Kollagene sind vorwiegend am Struktur-gebenden Aufbau von 

Geweben und bei der Regulation zellulärer Antworten, wie Adhäsion, Wanderung und 

Differenzierung, beteiligt [87], da Zellbindemotive (z.B. GFOGER, O repräsentiert 

Hydroxyprolin) zu finden sind. [89] Die Klasse der Struktur-gebenden Kollagene umfasst 

mindestens 28 Untertypen sowie weitere Proteine mit Kollagen-ähnlichen Domänen. [75, 87, 88b, 

90] Die meisten Kollagene sind tripel-helikale Proteine und bestehen aus drei, teilweise 

unterschiedlichen α-Polypeptidketten, die vorwiegend aus dem repetitiven (G-X-Y)n - Motiv 

aufgebaut sind, bei dem Prolin- und 4-Hydroxyprolin-Reste sehr häufig die X und Y Positionen 

neben dem unpolaren Glyzin einnehmen. [87, 91] Kollagen Typ I repräsentiert dabei eine perfekte 

Tripel-Helix, was die regelmäßige Assemblierung zu Fibrillen bewirkt und die strukturellen 

Eigenschaften im Gewebe begründet. [87] Solche Kollagenfasern bestehen aus 

selbstassemblierten Kollagenfibrillen, die sich in einem charakteristischen, einzigartigen D-

Bandenmuster (64 nm bis 67 nm) zusammenlagern. [88c, 92] Andere Kollagene zeigen 

Unterbrechungen in der Tripel-Helix-Struktur und können nicht bzw. nur mit Unterstützung in 

fibrilläre Strukturen assemblieren. [87] So bildet Kollagen Typ IV aufgrund von nicht-helikalen 

terminalen Domänen Netzwerke anstatt Fibrillen. [87, 88b, 90b] Da das Kollagen-Vorkommen 

Gewebe-spezifisch ist, findet sich Kollagen Typ I vorwiegend in Haut, Sehnen, Knochen und 

Bändern, während Typ IV in der Basalmembran auftritt. [88b] 



EINLEITUNG 

____________________________________________ 

16 

Elastin ist für die Elastizität und Widerstandskraft von Geweben und Organen, wie Haut, 

Bändern, Arterien, Venen und Lunge, verantwortlich und somit und ein Gegenspieler zum 

steifen, festen Kollagen. [93] Während der Entwicklung und als Reaktion auf Verletzungen sind 

Fibroblasten, glatte Muskelzellen, Chondrozyten und Endothelzellen in der Lage, Tropoelastin 

als löslichen Vorläufer zu synthetisieren. [93a, 93b] Die Aminosäuresequenz beinhaltet 

abwechselnd hydrophile und hydrophobe Bereiche mit einem hohen Anteil (ca. 75 %) an 

Glyzin-, Valin-, Prolin- und Alanin-Resten, die in immer wiederkehrenden, repetitiven 

Motiven, wie VGVAPG, GVGVP, oder GGVP, auftreten. [93b, 94] Elastin kann an andere EZM-

Komponenten binden, mit Fibrillin oder Fibulin interagieren und Enzym-katalysiert 

Mikrofibrillen bilden. Durch Zusammenlagerung werden elastische Fasern gebildet, die in 

Geweben Kräfte absorbieren. [93a, 94a, 95] Elastin hat noch weitere biologische Funktionen, wie 

direkte und indirekte Vermittlung von Zellsignalen und die Stimulation von zellulären 

Antworten und Chemotaxis. [96]   

In der EZM befindet sich auch das Glykoprotein Fibronektin, welches aus zwei fast identischen 

Monomeren besteht, die am C-Terminus über zwei Disulfidbrücken kovalent verbunden und 

mit einer Vielzahl an funktionalen Domänen und Bereichen ausgestattet sind. [84c, 97] 

Fibronektin enthält Zellbindemotive für Integrine, wie RGD, PHSRN oder REDV, sowie 

Interaktionsstellen für Heparin, Kollagen oder Fibrin. [84c, 97] Die Matrix-Assemblierung von 

Fibronektin wird durch die Bindung eines Zellrezeptors, meistens dem α1β5-Integrin and RGD, 

und anschließender Konformationsänderung aktiviert. Durch Umstrukturierung werden 

weitere Fibronektin-Bindestellen für intermolekulare Wechselwirkungen frei gelegt und es 

kommt zum Fibrillenwachstum. [84c, 97a, 98] Aufgrund der Anheftungsstellen für andere EZM-

Proteine und Zellen spielt Fibronektin neben den Lamininen eine wichtige Rolle bei der 

Regulierung von intrazellulären Signaltransduktionswegen. [83b, 84c] 

Laminine sind ebenfalls Glykoproteine und bestehen aus drei unterschiedlichen Polypeptid-

Ketten (α, β, γ), die in unterschiedlichen Isoformen auftreten können und zu unterschiedlichen 

Strukturen und Funktionen führen. [97a, 99] Da Laminine eine Hauptkomponente der 

Basalmembran darstellen, sind sie entscheidend für eine gesunde Gewebeentwicklung und 

Morphogenese, spielen dadurch aber auch eine Rolle bei Fehlfunktionen und Krankheiten. [100] 

Auch bei Laminin scheint eine Zellrezeptor-gesteuerte Assemblierung zur Bildung der 

Basalmembran vorzuliegen. [98b, 101] Die räumliche, kreuzartige Struktur sowie das 

Vorhandensein weiterer globulärer Domänen ermöglichen eine gute Vermittlung und 

Mechanotransduktion zwischen Zell- und EZM-Komponenten. [99] Wie Fibronektin, enthält 

Laminin eine Vielzahl an Zellbindemotiven, wie RGD, IKVAV oder YIGSR, für Integrin-

Interaktion sowie Bindedomänen für Heparin und Entactin. [97a] Aufgrund der vielen 

Bindestellen für Zellrezeptoren aber auch für Glukosamine, Proteoglykane oder Proteine 

fungiert Laminin als natürlicher Vernetzer und stimuliert zelluläre Funktionen, wie Adhäsion, 

Proliferation und Differenzierung. [97a, 99, 101] Weitere adhäsive Glykoproteine sind Vitronektin, 

Thrombospondin, Entactin und Tenascin. Sie tragen ebenfalls Zell-Interaktionsmotive (z.B. 

RGD oder KGD), vernetzen sich mit anderen EZM-Komponenten, wie Kollagen, Fibronektin 

oder Heparin, und wirken regulatorisch. [97a]  
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Proteoglykane und Glykosaminoglykane (GAG), wie Heparin und Hyaluron, sind weitere 

wichtige strukturelle, funktionelle und regulierende Biomakromoleküle in Geweben. 

Proteoglykane bestehen aus einem Protein, das mit einer oder mehreren, möglicherweise auch 

verschiedenen GAG-Ketten kovalent modifiziert ist. [79c, 102] Dabei stellen repetitive 

Disaccharide, bestehend aus verschiedenen Hexosaminen und Hexuronsäuren, die 

Grundeinheit von GAG dar, die zu langen, linearen, negativ geladenen Polysacchariden mit 

unterschiedlicher Größe zusammengesetzt werden. [79c, 102-103] Außer Hyaluron (Zellmembran, 

keine Sulfatgruppen), werden GAG im Golgi-Apparat innerhalb der Zelle hergestellt und 

Gewebe-spezifisch mit Sulfatgruppen modifiziert, wodurch heterogene und einzigartige 

Polymerketten entstehen. [79c, 102-103] Zur Regulation von Zellfunktionen können Proteoglykane 

und GAG direkt mit Zellrezeptoren interagieren oder bioaktive Signalstoffe binden. [79c, 102-104], 

Zudem können sie sich auch mit anderen EZM-Komponenten vernetzen und zur Organisation 

der EZM beitragen. [79c, 104] Zusätzlich können GAG und Proteoglykane Wasser binden, das 

osmotische Gleichgewicht kontrollieren und dem Gewebe mechanische Stabilität und 

Druckfestigkeit geben. [104b, 105] Somit zeigt die Diversität der EZM-Komponenten deutlich, 

wie multifunktional die extrazelluläre Mikroumgebung ist und wie daraus ein komplexes, 

miteinander verbundenes Netzwerk aus Zellen und Biomakromolekülen entstehen kann. [97a]  

1.2.3.2. Zell-Matrix-Interaktionen  

Um an Interaktionsliganden der EZM-Komponenten binden zu können, besitzen Zellen Ober-

flächenrezeptoren, die nach einer Wechselwirkung intrazelluläre Signaltransduktionswege 

aktivieren und zelluläre Antworten bewirken. [66, 106] Neben physischem Halt und Lokalisation 

können Zellen über eine entsprechende Adhäsion auch Signale in ihrer Mikroumgebung 

wahrnehmen. [72] Zudem übernehmen Oberflächenrezeptoren biologische Funktionen bei der 

Organisation und Strukturierung der EZM, da z.B. die Interaktion mit löslichem Fibronektin 

und die damit verbundenen Spannungskräfte eine Konformationsänderung bewirken, 

infolgedessen eine Fibrillenelongation und eine Netzwerk-Bildung eintritt. [84c] 

Das Anheften und Spreiten von Zellen ist ein Zusammenspiel diverser Adhäsionskontakte, 

nämlich den fokalen Komplexen, fokalen Adhäsionen, fibrillären Adhäsionen und Podosomen. 

Diese Adhäsionssignalkomplexe interagieren mit EZM-Komponenten über Oberflächen-

rezeptoren und werden vom kontraktilen Aktin-Zytoskelett gesteuert. [84c] Während des 

Adhäsionsprozesses und der Zellmigration sind diese Adhäsionskontakte in verschiedenen 

Stadien ausgeprägt: Zunächst bilden sich kleine, punktartige fokale Komplexe am Rande der 

Filo- und Lamellipodien zur initialen Anheftung und Signaltransduktion aus. [72, 84c] Die 

fokalen Komplexe wandeln sich danach in flache, größere, längliche Zellausläufer in der 

Zellperipherie, die fokalen Adhäsionen, um. Diese vermitteln aufgrund der Interaktion 

assoziierter Proteine (z.B. Vinculin, Paxillin oder Talin) mit den Aktin-Mikrofilamenten und 

Stressfasern eine stabile Adhäsion. [72, 84c] Fibrilläre Adhäsionen sind längliche Bündel im 

zentralen Zellkörper und interagieren mit Fibrillen der EZM, um die Zelle auf dem Substrat 

anzuheften. [72, 84c] Podosomen sind kleine zylindrische Strukturen aus Vinculin und Paxillin 

und finden sich nur bei ausgewählten Zellen, wie Makrophagen oder Osteoklasten. [84c]  
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3D-Matrix-Adhäsionen unterscheiden sich von fokalen und fibrillären Adhäsionen auf 2D-

Substraten durch die Expression wichtiger Matrix-Adhäsionsmoleküle, wie α5β1- und αvβ3-

Integrin-Oberflächenrezeptoren, Paxillin und anderen Komponenten des Zytoskeletts. Im 

Vergleich zu kommerzieller 2D-Kultur, zeigen diese in vivo wichtigen 3D-Matrix-

Interaktionen keine klar trennbaren fokalen und fibrillären Adhäsionen, sondern sind 

zusammen entlang der fibrillären Umgebung lokalisiert und ausgeprägt, was ihre verstärkte 

biologische Funktion begründet. Gleichzeitig wird vermutet, dass die in 2D deutlich 

erkennbaren fokalen und fibrillären Adhäsionen Vorläufer für die 3D-Matrix-Adhäsionen 

darstellen, die durch die Kultur auf festen 2D-Substraten sehr stark exprimiert werden. [107] 

Die wohl bekanntesten Oberflächenrezeptoren sind Integrine, eine Familie von 

transmembranen Glykoproteinen. [108] Integrine sind nicht-kovalent verbundene, heterodimere 

Multiproteinkomplexe und durch zwei verschiedene Untereinheiten, der α- und der β-

Untereinheit, aufgebaut. [109] Die beiden extrazellulären Bereiche der α- und β-Untereinheit 

sind große Proteinkomplexe aus verschiedenen Domänen, während die Transmembran- und 

die intrazelluläre Domänen des Integrins im Vergleich relativ klein sind. [72, 109b, 110] Diese 

bidirektionalen Transmembran-Verbindungen leiten Signale über die Plasmamembran in beide 

Richtungen weiter und beeinflussen einerseits die Strukturierung und Integrität von Geweben 

(extrazellulär) und andererseits das Zellverhalten (intrazellulär). [72, 109a, 109c] Während die 

extrazellulären, Liganden-bindenden Adhäsionsdomänen mit kurzen Peptidsequenzen, 

anderen EZM-Makromolekülen oder zellulären Oberflächenproteinen interagieren [109c], ist der 

intrazelluläre, zytoplasmatische Bereich mit dem F-Aktin-Zytoskelett und Signalkomplexen 

verbunden. [72, 109a, 109c] Die spezifischen, Integrin-bindenden Peptidsequenzen der EZM-

Komponenten beinhalten häufig saure Aminosäuren. [109a, 111] So können viele Integrine an das 

bekannte RGD-Tripeptid binden, das in EZM-Proteinen, wie Fibronektin, Laminin, Kollagen 

oder Vitronektin zu finden ist. [109c, 111-112] Dabei haben sowohl die RGD-flankierenden 

Aminosäurereste als auch die Konformation des RGD-tragenden Aminosäurebereichs einen 

Einfluss auf die Bindungsaffinität, wodurch sich spezifische Integrin-Selektivitäten zeigen. 
[112b, 113] Integrin-Rezeptoren können somit an verschiedene EZM-Komponenten binden, aber 

gleichzeitig kann ein EZM-Protein auch mit mehreren, unterschiedlichen Integrinen 

interagieren. [109c, 111-112] So konnten viele Integrine ihren Liganden zugeordnet werden, 

weswegen es beispielsweise eine Einteilung in Kollagen-, Laminin- und Leukozyten-

spezifische Rezeptoren gibt. [109a, 109c, 112b] Da Integrine sowohl bei der Migration und 

Ausrichtung von Zellen als auch bei der Organisation des Zytoskeletts wichtig sind, liegt die 

Vermutung nahe, dass Zellen die Integrin-vermittelte Adhäsion zeitlich und räumlich 

regulieren können. [112a, 114] Einige Integrine sind nicht dauerhaft aktiv und müssen zur 

Ligandenbindung und Signalvermittlung erst durch Agonisten, wie Epinephrin oder Thrombin, 

aktiviert werden, was insbesondere bei eigentlich zirkulierenden Zellen (z.B. Blutzellen) 

wichtig ist. [109a, 112a] So würden dauerhaft aktive Integrine auf Blutplättchen zu Thrombosen 

durch Fibrinogen-Interaktion führen. [109a, 115] Bei ruhenden Leukozyten sind aktivierte 

Integrine wichtig bei der Immunabwehr, würden aber langfristig zu Entzündungen führen. [109a, 

115] Neben der Verankerung haben Integrine aufgrund ihrer Membrangängigkeit aber auch 

sensorische und regulatorische Funktionen (z.B. Mechanotransduktion), da sie den extra-

zellulären Raum mit dem intrazellulären Zytoskelett verbrücken. [109a, 116] Diese dynamischen 
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EZM-Zytoskelett-Verbindungen aktivieren Signaltransduktions-Wege, die Zellantworten, wie 

Proliferation, Migration, Organisation des Zytoskeletts, Genexpression und Differenzierung 

sowie Überleben oder Apoptose steuern. [84c, 109a, 116a] Oft ist auch eine Integrin-basierte 

Adhäsion nötig, um eine Interaktion mit Wachstumsfaktoren zu ermöglichen. [109a, 117] Der 

Grund liegt darin, dass Wachstum und Überleben vieler Zellen neben Stimulation durch 

Signalstoffe genauso von einer Rezeptorvermittelten Substrat-Verankerung abhängig sind. [117-

118] Ansonsten kommt es aufgrund unzureichender oder ungeeigneter Zell-EZM-Kontakte zum 

programmierten Zelltod. [119]   

1.2.3.3. Biochemische Stimulatoren 

Alle Komponenten der EZM enthalten per se schon biochemische Interaktionsliganden in ihrer 

Struktur. [65, 79c] Generell kann zwischen Zelladhäsionsliganden und immobilisierten Signal-

stoffen unterschieden werden, aber auch chemisch funktionale Gruppen (z.B. Carboxyl-, 

Amino- oder Methyl-Reste) können mit Zelloberflächen interagieren und Effekte bewirken. [62] 

Wie oben erwähnt, dienen EZM-Komponenten auch zur Immobilisierung von eigentlich 

löslichen Signalmolekülen, wie Wachstumsfaktoren, damit diese den Zellen zur Verfügung 

stehen.[83b, 120] Nicht-kovalente Interaktionen, wie elektrostatische oder Wasserstoff-Brücken-

Bindungen, zwischen der EZM-Komponente und dem Signalstoff werden genutzt, um 

einerseits die Stabilität und Bioaktivität zu verbessern und andererseits eine räumliche 

Begrenzung der Moleküle zu erreichen. [62] Diese zeitliche und lokale Regulation ist wichtig 

für die Wachstumsfaktor-vermittelte Signaltransduktion, die anschließende Stimulation der 

zellulären Antworten und ein erfolgreiches Gewebewachstum. [120a]  

Weitere wichtige biochemische Zelladhäsionsliganden sind kurze Peptidsequenzen in EZM-

Proteinen, die mit spezifischen zellulären Oberflächenrezeptoren interagieren. [83a] Diese 

Interaktion aktiviert intrazelluläre Signaltransduktionswege und führt zum Anheften sowie zur 

Vernetzung der Zellen in der Mikroumgebung. [112c, 121] Mit Entdeckung des RGD-Peptids in 

Fibronektin [122] konnten Integrin-Interaktionen auf minimal nötige Aminosäuresequenzen 

herunter gebrochen [123] und weitere, zelladhäsive Peptidsequenzen in EZM-Proteinen 

beschrieben werden. [112c, 121b] Fibronektin enthält beispielsweise noch die Interaktionspeptide 

REDV, LDV und PHSRN [97b], während in Laminin neben RGD die Bindestellen IKVAV, 

YIGSR und IKLLI identifiziert wurden. [97a, 124] Dennoch bleibt RGD die bekannteste und 

häufigste zelladhäsive Sequenz. [97a, 112c, 121b] Interessanterweise, zeigen andere Peptide, wie 

KGD, KQAGDV, LDV, REDV und DGEA ein ähnliches Bindeverhalten wie RGD, was 

vermutlich auf den negativ geladenen Asparaginsäure-Rest zurückzuführen ist. [112c] Bei der 

KGD-Sequenz wird von einer zellstimulierenden Aktivität ausgegangen, da dieses Motiv 

vermehrt in zelladhäsiven Bereichen von Kollagen Typ XVII und Tensacin vorkommt. [97a, 125] 

Die kurzen Pentapeptide IKVAV und IKLLI in Laminin fördern Zelladhäsion und 

Neuritenwachstum. [124, 126] Dabei scheint der Isoleucin-Rest essentiell für die Zell-

Bindefunktion von IKVAV sein, da eine Substitution durch Glycin zum Funktionsverlust 

führte. [124a] Das Zelladhäsionspeptid YIGSR, das ebenfalls in Laminin vorkommt, wird auch 

von einem Integrin Rezeptor erkannt. [127] Anhand dieser Beispiele zeigt sich, wie vielfältig die 

biochemische Zusammensetzung und die Stimulation zellulärer Mikroumgebungen sein kann.  
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1.2.4.4. Biophysikalische Faktoren 

Durch die makromolekulare Komposition und die daraus entstandene Struktur der EZM 

werden viele biophysikalische Faktoren wie Topographie und mechanische Eigenschaften 

bereitgestellt. Sie bestimmt auch die biologische Abbaubarkeit für Zellen [62], welche Zell-

Matrix-Interaktionen und zelluläres Wachstum regulieren. [128] Da einige EZM-Komponenten 

(z.B. Kollagen und Elastin) zu fibrillären Fasern assemblieren, sind diese für den Gewebe-

spezifischen, hierarchischen Aufbau und anisotropen Charakter verantwortlich, deren 

Topographie Auswirkungen auf die Orientierung, Ausrichtung und Migration der Zellen hat. 
[85e, 129] Durch die strukturelle Anordnung der EZM als Hydrogel-Netzwerk bilden sich zudem 

verschieden große und dichte poröse Zwischenräume aus, die weitere lenkende Strukturen 

darstellen, an denen sich Zellen orientieren können. [62, 130]  Zusätzlich sind auch Faserdichte 

und Faserdurchmesser wichtig, da biochemische Interaktionsstellen zugänglich werden, 

welche die topographisch regulierte Kontaktführung synergistisch unterstützen, und durch die 

Faserassemblierung die Mechanik beeinflusst wird. [131] Die mechanischen Eigenschaften der 

Mikroumgebung regulieren unter anderem die Entwicklung und Reifung von Geweben und 

Organen sowie die Regeneration von verletztem Gewebe, spielen aber auch bei der 

Krebsentwicklung eine Rolle. [132] Durch die diverse, spezifische Zusammensetzung reichen 

auch die mechanischen Eigenschaften (Elastizitätsmodul) von Geweben vom kPa- bis zum 

GPa-Bereich. [133] Dabei werden Steifheits-Bereiche und keine festen Werte angegeben, da 

viele Gewebe steife Komponenten für die Stabilität und elastische Bestandteile für die 

Kraftabsorption aufweisen. [133a] Während Knochen und Zähne zu den harten Geweben zählen, 

werden unter dem Oberbegriff weiche Gewebe eine Vielzahl unterschiedliche Gewebearten, 

wie Herz-, Leber-, Haut-, aber auch Neuro- bzw. Muskelgewebe, gelistet. [133] In diesem 

Zusammenhang, spielt die „Durotaxis“ eine Rolle, denn sie beschreibt die Mechanik-gesteuerte 

Migration von Zellen entlang eines Steifheits-Gradienten zu Bereichen mit höheren 

mechanischen Eigenschaften. [134] Die Matrixsteifheit beeinflusst auch die Differenzierung von 

Stammzellen [135], wobei Zellantworten durch ein komplexes Zusammenspiel weiterer 

Stimulatoren der Mikroumgebung reguliert sind. [62, 135e] Dennoch ist die passende Mechanik 

wichtig, da das beste Schlagverhalten embryonaler Kardiomyozyten auf Substraten mit der 

gleichen Elastizität wie im natürlichen Herzgewebe detektiert werden konnte, während 

Substrate mit einer Steifheit im Bereich von Narbengewebe das Schlagen unterbanden. [136]  

Da sich Gewebe in einem ständigen Auf- und Abbau befinden und Zellen im Austausch mit 

der Mikroumgebung stehen, ändern sich auch mechanische und strukturelle Eigenschaften der 

EZM während der Entwicklung und Regeneration. [62, 137] Die zellgesteuerte Abbaubarkeit der 

EZM ist beim Aufbau und der Umstrukturierung von Geweben wichtig, um Migration, 

Proliferation und Differenzierung von Zellen zu steuern. [62, 138] Viele Säugetierzellen können 

spezifische Abbauenzyme (Proteasen), wie Plasmin, Elastase oder eine Vielzahl an Matrix-

Metalloproteasen, sekretieren, um EZM-Komponenten während der Wundheilung und 

Geweberegeneration abzubauen. [62, 138] Dabei tragen die Protein-Komponenten der EZM 

verschiedene Protease-Schnittstellen in ihrer Aminosäuresequenz, um einen gezielten Abbau 

zu ermöglichen. [62] Bei der Betrachtung einzelner stimulierender Faktoren fällt auf, dass die 

natürliche Mikroumgebung sehr vernetzt ist und die Veränderung eines Parameters auch zur 
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Veränderung der anderen beiträgt. So ist der EZM-Abbau direkt mit der Veränderung der 

Mechanik und der strukturgebenden Komponenten verbunden. [62] Deswegen ist die Erstellung 

biomimetischer Systeme, die viele natürliche Parameter kombinieren, entscheidend für eine 

erfolgreiche Gewebezüchtung.  

 

1.3. Zellkulturplattformen und Gewebezüchtung 

1.3.1. Grundidee der Gewebezüchtung 

Ein großes und andauerndes Problem des Gesundheitswesens ist seit jeher der Verlust und das 

Versagen von Organen und Geweben, welche oft durch Transplantationen, chirurgische 

Rekonstruktion oder medizinische Geräte ausgeglichen werden müssen. [9a] Es gibt jedoch 

weniger Spenderorgane als benötigt und das Risiko einer Abstoßung bleibt bestehen. Zudem 

kann jeder chirurgische Eingriff zu Folgeproblemen führen. [9a, 139] Medizinische Geräte und 

medikamentöse Therapien können zwar Teil-Funktionen übernehmen und erhalten, dennoch 

kann es zu Nebenwirkungen, einem Fortschreiten der Problematik oder einer Verschlechterung 

des Patientenzustands kommen. [9a, 139] Daher wurde bereits in den 1990er Jahren die klassische 

Idee der Gewebezüchtung („Tissue Engineering“) entwickelt. Sie kombiniert Prinzipien der 

Ingenieurwissenschaften und Biologie, um künstliches, biologisches Ersatzgewebe zu 

entwickeln. Dieses soll die Funktionen des geschädigten Organs oder Gewebes wieder-

herstellen, aufrechterhalten oder sogar verbessern. [9a, 140] In der Gewebezüchtung spielen 

(isolierte) Zellen, bioaktive Signalstoffe sowie künstliche Materialgerüste eine entscheidende 

Rolle, die frei kombinierbar sind und als reine Zelltherapie, azelluläre oder bereits besiedelte 

Gerüste verwendet werden (Abbildung 5). [9a, 139, 140b, 141] Dadurch werden (Stamm-) 

Zellbiologie, Materialforschung und Verarbeitungstechnologien vereint, um durch Alter, 

Trauma oder Krankheit geschädigte Gewebe und Organe zu unterstützen und zu ersetzen. [142] 

In der klassischen Zelltherapie (Abbildung 5B (I)) werden isolierte Zellen eines Spenders in 

vitro expandiert und eventuell umprogrammiert, um nach der Injektion in den Empfänger 

spezielle Funktionen zu übernehmen. Dabei braucht es keine aufwändige Operation und falls 

Spender und Empfänger die gleiche Person sind, können auch Immunreaktionen vermieden 

werden. [9a, 139, 141] Ein weiterer Ansatz basiert auf bioaktiven, angepassten Gerüsten, die 

azellulär in den Empfänger implantiert werden (Abbildung 5B (II)) und die körpereigene 

Regenerationsfähigkeit aktivieren sollen. Durch die Stimulation des umliegenden Gewebes 

werden Zellen animiert das Konstrukt zu besiedeln und die Neubildung von Gewebe zu 

fördern. [139, 143] Die Herstellung angepasster Gerüste mit biologisch aktiven Signalstoffen (z.B. 

Wachstumsfaktoren oder zelladhäsive Peptide) ist dabei entscheidend. [9a, 143] Durch die 

Kombination von Zellen und geeigneten Trägermatrizes können zelluläre Gerüste bereits 

außerhalb des Körpers geschaffen werden (Abbildung 5B (III)), um anschließend implantiert 

zu werden. [9a, 139, 140b] Gerüst-basierte Ansätze haben dabei den Vorteil, dass die Anhaftung 

und Verteilung von Zellen steuerbar sind, deren Funktionalität besser erhalten bleibt und auch 

größere Defekte behandelbar sind. [9a, 139, 141]  
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Abbildung 5: Klassische Konzepte der Gewebezüchtung. A) In der Gewebezüchtung werden 

Zellen, Signalmoleküle und Gerüste zu bioaktiven, zellulären Konstrukten verarbeitet. B) Es 

werden die reine Zelltherapie von azellulären oder bereits besiedelten Gerüsten unterschieden. 

 

Diese klassischen Ansätze der Gewebezüchtung, auch als „Top-Down“-Strategien bezeichnet, 

befassen sich erst mit der Herstellung azellulärer, biokompatibler Gerüste, die anschließend 

von Zellen besiedelt werden (Abbildung 6A). Dafür werden unabhängig voneinander 
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biologisch abbaubare, natürliche oder synthetische Polymere zu aktiven Gerüsten verarbeitet 

und Zellen kultiviert, die anschließend auf das fertige Gerüst ausgesät werden. [144] Über die 

Zeit strukturieren die eingebrachten Zellen ihre Mikroumgebung um, indem sie das Gerüst 

allmählich abbauen und ihre eigene EZM sekretieren und anordnen. [144a, 144c, 144d] Neben der 

Zellbesiedelung muss auch die Kultivierung, eventuell durch ein Bioreaktor-System, optimiert 

werden, damit ein voll funktionsfähiges Konstrukt entstehen kann. [141, 145] Zusätzlich können 

bioaktive Signale in Form von Wachstumsfaktoren und Zytokinen, aber auch mechanische 

oder elektrische Stimulatoren verwendet werden, um die Anheftung, das Wachstum und die 

Differenzierung der Zellen zu regulieren. [144a, 144d] Für das Konstrukt-Design ist einerseits die 

Auswahl eines geeigneten, biokompatiblen Biomaterials mit ähnlichen physikalischen und 

strukturellen Eigenschaften des Zielgewebes und einer angepassten biologischen Abbaubarkeit 

entscheidend. [141] Andererseits sollen Adhäsion und Proliferation von Zellen ermöglicht und 

unterstützt werden, weswegen eine passende Porosität und chemische Interaktionsstellen nötig 

sind. [141] Dezellularisierte EZM-Gerüste aus natürlichen Geweben sind daher vielversprechend 

für die regenerative Medizin. [145-146] Weitere gängige Produktionstechniken für poröse 3D-

Matrizes sind Gefriertrocknung, Auswaschung von Salzen oder Partikeln, chemisches oder 

gasförmiges Aufschäumen, thermisch induzierte Phasentrennung sowie Elektrospinn-

Verfahren. [61a, 144c, 147] Es können aber auch additive Fertigungstechniken, wie Schmelzschicht-

modellierung, diverse Lithographie-Methoden, selektives Laser-Sintern, 3D-Druck oder 

Elektronenstrahlschmelzen, verwendet werden. Die Computer-gestützte Modellierung 

ermöglicht dabei die Herstellung von Konstrukten mit geeigneter Porosität, kontrollierter 

Geometrie und angepasster Größe. [148]  

Bei den klassischen „Top-Down“-Ansätzen kann jedoch oft nur der im Zielgewebe vorwiegend 

vorkommende Zelltyp isoliert, kultiviert und für die Geweberekonstruktion verwendet werden, 

ohne dass zusätzliche Nerven oder Blutbahnen eingebaut werden können. [144d] Zusätzlich ist 

die Zell-Verteilung eingeschränkt, wodurch die Besiedelung nach dem Aussäen nur auf der 

Oberseite und durch Zellmigration erfolgt. [141, 144a, 144c, 144d] Neben der geringen und 

ungleichmäßigen Zelldichte liegen weitere Nachteile in der langsamen Vaskularisierung und 

der limitierten, freien Diffusion von Nährstoffen und Sauerstoff. [141, 144b-d] Wegen der 

fehlenden Komplexität ist dieser Ansatz daher nur für einfach aufgebaute Gewebe geeignet. 
[141, 144a, 144c, 144d] Die geschaffenen Gerüste sollen Defekte im Gewebe räumlich ersetzen, damit 

die körpereigene Regeneration den komplexen Aufbau des Ziel-Gewebes noch anpasst. [144d]  

Aufgrund dieser Nachteile haben sich sogenannte „Bottom-Up“-Strategien entwickelt, die 

Zellen von Anfang an in den Verarbeitungsprozess einschließen und mit Materialien 

kombinieren, um strukturierte Gewebekonstrukte zu schaffen (Abbildung 6B). Dieses 

modulare Baukastenprinzip soll es ermöglichen, mehrere kleine, naturähnliche, biomimetische 

Gewebestrukturen vom Nano- bis zum Mikro-Bereich zu erschaffen, die zu komplexeren 

Geweben zusammengesetzt werden können. [144, 149] Dabei können unabhängig voneinander 

kontrollierte Mikroumgebungen als Gewebebausteine aus diversen Zelltypen, Materialien, 

Gerüsten und Verarbeitungstechnologien hergestellt und zusammengelagert werden. [144d, 150] 

Eine räumliche Anordnung von Zellen kann dabei durch selbstorganisierte Zellaggregation in 

strukturgebende Mikroformen, eine Lagen-basierte Zell-Kultivierung, Mikrofabrikation 

zellbeladener Hydrogele oder 3D-Biodruck erfolgen. [144a, 144c, 149] Auch mikrofluidische 
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Verfahren und akustische, magnetische oder Oberflächenspannungs-induzierte Assemblierung 

können genutzt werden. [144c] Die nachfolgende Assemblierung der mikrostrukturierten Zell-

Bausteine zu biomimetischen, makroskopischen Geweben kann durch gezielten Modulaufbau, 

Photovernetzung verschiedener Schichten, zufälliges Arrangieren der Module zur besseren 

Vaskularisierung, Stapeln von Zell-Schichten oder dem Gewebedruck erfolgen. [144a, 144c] Daher 

bieten diese Strategien im Vergleich zu „Top-Down“-Ansätzen eine räumliche und zeitliche 

Kontrolle von 3D-Strukturen, bessere Diffusion, höhere Zelldichten und die Herstellung 

komplexer Strukturen. [144c] Die Herausforderung dieser Methode liegt jedoch darin, die 

Eigenschaften der kleinen, modularen Mikroumgebungen zu erhalten und gleichzeitig ein 

komplexes, mechanisch stabiles und funktionsfähiges Gewebekonstrukt für potentielle 

Implantationen zu erschaffen. [144a] Ein auf dieser Methode aufgebautes Forschungsfeld zur 

Generation funktionaler Gewebegerüste ist die Biofabrikation (siehe 1.3.3.).  

 

Abbildung 6: Konzepte der künstlichen Gewebezüchtung. A) Die klassischen „Top-Down“-

Ansätze befassen sich getrennt mit der Kultivierung von Zellen und der Herstellung von 

Gerüsten und werden dann kombiniert, um Gewebekonstrukte zu generieren. B) „Bottom-Up“-

Ansätze schließen Zellen bereits in den Materialverarbeitungsprozess ein, um modulare Mikro-

umgebungen zu schaffen, die zu komplexeren Strukturen zusammengesetzt werden können.  
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1.3.2. Entwicklung bioaktiver und biomimetischer Zellkultur-Plattformen  

Um Zellen ein möglich naturnahes Umfeld zu bieten und bestimmte Antworten zu stimulieren, 

wurden Faktoren der spezifischen, zellulären Mikroumgebung in künstliche, biomimetische 

Biomaterial-Gerüste eingebaut (Abbildung 7). [59c, 151] Vielfältige Modifikationen und 

Funktionalisierungen ermöglichen die Entwicklung diverser 2D- und 3D-Gerüste für die 

Gewebezüchtung, um gerichtete Zellinteraktionen und gesteuertes Zellverhalten zu initiieren.  

1.3.2.1. Funktionalisierte Gerüste für gerichtete Zellinteraktion 

Eine Funktionalisierung vorhandener Gerüste mit stimulierenden Wachstumsfaktoren, EZM-

Proteinen oder aktiven Peptiden dieser Komponenten stellt eine einfache und effektive 

Methode dar, um bioaktive, regulierende Matrizes für gerichtetes Zellverhalten zu generieren. 
[31b, 31d, 48, 51c, 51e-g, 55c, 152] Die Entdeckung des zelladhäsiven RGD-Peptids hat zu einem enormen 

Anstieg an Biomaterialmodifikationen geführt, um eine gerichtete Interaktion zwischen Zellen 

und Material herzustellen. [153] Die Identifikation weiterer, zelladhäsiver Peptidsequenzen [112c, 

121b] führte zur Entwicklung angepasster Modifikationsstrategien, um spezifische Zell-

Interaktions-Plattformen zu generieren. [31b, 48, 51e, 55c, 152c, 152d, 154] So scheint die Adhäsion, 

Proliferation und Differenzierung von neuronalen (Stamm-) Zellen beispielsweise auf und in 

IKVAV-modifizierten Gerüsten verbessert zu sein. [124a, 154b, 155] Da das YIGSR-Peptid 

Fibroblasten, Keratinozyten, glatte Muskelzellen, Epithelzellen und Endothelzellen stimuliert 
[127b, 154b, 156], findet es bei der Entwicklung von Haut-Äquivalenten und Blutgefäßen 

Anwendung. [157] Ein weiteres Zellinteraktions-Peptid ist die KGD-Sequenz, die α5β1-, αvβ1- 

und αIIbβ3-Integrine bindet. [125, 158] Im Vergleich zu Volllängen-Proteinen zeigen Peptide 

entscheidende Vorteile, wie gute Biokompatibilität, einfache Modifikations-Strategien sowie 

hohe Zugänglichkeit, Selektivität und Bioaktivität, wenngleich auch ein Risiko von 

unzureichender Rezeptor-Interaktion bestehen bleibt. [152c, 153a, 159]  

Neben biochemischen Funktionalisierungen gibt es auch (bio-) physikalische Material-

modifikationen, wie topographische und strukturelle Merkmale, mechanische Eigenschaften, 

Abbaubarkeit eines Materials sowie elektrische Leitfähigkeit. [62, 160] Zellen können sich nach 

strukturellen Beschaffenheiten der Umgebung, wie Poren oder Fasern, ausrichten. [57b, 62, 161] 

Daher stellt die Anpassung der Oberflächentopographie eines Gerüsts eine einfache und 

effektive Modifikationsstrategie dar, um biologische Reaktionen nach einer Zell-Material-

Interaktion zu steuern. [51b, 56b, 162] Die Substrat-Topographie beeinflusst nach dem ersten 

Zellkontakt zelluläre Antworten, wie Adhäsion, morphologische Umstrukturierung, Migration,  

Differenzierung und intrazelluläre Signalweiterleitung. [56b, 162b, 162c, 162e, 163] Dabei können 

sowohl Strukturen im Nanometer- als auch im Mikrometer-Bereich das Zellverhalten 

beeinflussen. [162b, 163a, 163b, 164] Zellen erkennen verschiedene Krümmungen und Strukturen in 

ihrer Umgebung und passen ihren Zellkörper und das F-Aktin-Zytoskelett entsprechend der 

modifizierten Oberflächen an. Sie richten sich also entlang von Rillen aus oder spreiten auf 

herausstehenden Säulen. [131b, 163c, 164b, 165] Topographische, formgebende Strukturen, wie Poren 

oder Rillen, können die fibrilläre Komposition der EZM nachahmen, was eine kontrollierte 

Interaktion und Kontaktführung auf Materialien unterstützt. [166]  
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Abbildung 7: (Bio-) physikalische und (bio-) chemische Faktoren der zellulären 

Mikroumgebung dienen als Inspiration für die Entwicklung innovativer, biomimetischer 

Zellkultursysteme für die zielgerichtete und anwendungsorientierte Geweberegeneration. 

Modifiziert nach [62] und reproduziert mit freundlicher Genehmigung des Verlags American 

Chemical Society (Copyright © 2017, American Chemical Society).  

 

1.3.2.2. Multifunktionale Zellkultur-Gerüste 

Der Erfolg eines funktionalen Gewebes ist in der Regel nicht auf einen Regulator alleine 

sondern auf ein sehr komplexes Zusammenspiel vieler Komponenten zurückzuführen. Daher 

wurden multifunktionale Biomaterial-Gerüste entwickelt, die Kombinationen verschiedener 

Regulatoren aufweisen, um das natürliche System besser zu imitieren (Abbildung 8). [31b, 48, 

57b] Hierfür wurden Materialdesign und Verarbeitungstechnologien stetig weiterentwickelt. [167] 

Synergistische Stimulation verschiedener Zelloberflächenrezeptoren kann unter anderem 

durch die Kombination von verschiedenen Peptiden erreicht werden. [31b, 48, 57b] So sorgt die 

Kombination von RGD- und YIGSR-Peptiden auf Fasern für ein besseres Neuritenwachstum 
[168], während Stimulation mit EGF und VEGF zu verbessertem Überleben von Endothelzellen 

führt [169]. Humane Stammzellen aus dem Knochenmark zeigen eine erhöhte Expression von 

osteogenen Markerproteinen, sobald sowohl RGD- als auch BMP-2-Peptide aus dem 

Knochenmorphogenetischen Protein-2 vorhanden sind. [170] Die Kombination aus Integrin- und 

Syndekan-Bindemotiven soll neben Zellen auch EZM-Komponenten, wie Proteoglykane und 
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Zytokine binden, um Biomaterialien eine komplexere Mikrostrukturierung zu geben. [48] 

Oberflächenstrukturen (z.B. Rillen) können mit RGD, YIGSR oder Kollagen funktionalisiert 

werden, damit der adhäsive Ligand die Anheftung und das Wachstum und die Topographie die 

Morphologie und die Ausrichtung der Zellen reguliert. [58, 165d, 171] Ferner kann eine verbesserte 

Endothelialisierung und Vaskularisierung durch die Adhäsion und Elongation von Zellen auf 

Fasern mit biochemischen Liganden (z.B. RGD oder VEGF) erreicht werden. [172] Auch die 

Änderung der mechanischen Eigenschaften eines Materials bei gleichzeitiger Modifikation mit 

Kollagen, Fibronektin, BMP-2 oder RGD führt zu unterschiedlicher Zelldifferenzierung. [173] 

Die Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen wird beispielsweise synergistisch durch 

die Substrat-Steifheit, dessen Topographie und die Zell-Zell-Kontakte beeinflusst. [174] Da im 

natürlichen System Gradienten wichtig sind, ermöglichen lineare, orthogonale oder 

entgegengesetzte biochemische Signalgradienten eine räumliche Verteilung dieser 

stimulierenden Faktoren. [60e, 175] So können biochemische Gradienten zusätzlich mit 

mechanischen Gradienten kombiniert werden, da Gewebe auch verschiedene mechanische 

Eigenschaften aufweisen. [60c, 60d] Säugetierzellen zeigen entlang von Steifheitsgradienten eine 

verstärkte Migration von weicheren zu steiferen Substratbereichen. [176]  

 

Abbildung 8: Multifunktionale Zellkulturgerüste kombinieren biochemische Liganden, wie 

EZM-Proteine, Wachstumsfaktoren und funktionale Peptidsequenzen, mit biophysikalischen 

Modifikationen, wie Oberflächenstrukturen oder veränderter Mechanik.  

1.3.2.3. Signal- und Wirkstoff-modifizierte Gerüste  

Viele EZM-Gerüste werden mit Signalstoffen funktionalisiert, um Zellen diese potenten 

Stimulatoren gezielt zur Verfügung zu stellen und biomimetische Mikroumgebungen zu 

generieren. [53b, 70b, 177] Beispielsweise können dentale Implantate bei Osteoporose zusätzlich 
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mit bioaktiven Modifikationen ausgestattet werden, um die Osteointegration in den Knochen 

zu verbessern und den Knochenabbau zu verhindern. [178] Auch Wirkstoffsysteme, welche 

Therapeutika stabilisieren und gezielt am Wirkort freisetzen, zählen zu wichtigen bioaktiven 

Gerüsten in der regenerativen Medizin und Gewebezüchtung. [177c, 179] In der medizinischen 

Therapie zeigen jedoch viele Wirkstoffe und Protein-basierte Therapeutika Limitierungen, wie 

Aggregation, geringe Pharmakokinetik, suboptimale biologische Verteilung, begrenzte 

Permeabilität sowie mangelnde Stabilität gegenüber Hydrolyse oder enzymatischem Abbau. 

Aufgrund der kurzen Halbwertszeit kommt es daher zu häufigen Injektionen oder Infusionen, 

was die Wirksamkeit reduziert und Nebenwirkungen, Kosten sowie Risiken einer 

Folgeinfektion erhöht. [180] Der Einbau von löslichen Faktoren kann über nicht-kovalente, 

physikalische Interaktionen oder chemische, kovalente Bindungen erfolgen. [181] Dabei muss 

jedoch die Bioaktivität der Stimulatoren geprüft werden, da diese von den 

Immobilisierungsstrategien, der Konzentration und der Zugänglichkeit abhängt. [62] Die 

Modifikation mit Signalstoffen kann durch direkte Beladung, elektrostatische Interaktionen, 

kovalente Bindungen oder zusätzliche Trägerstoffe erfolgen. [179a] Das direkte Einbringen eines 

Faktors ist zwar einfach, jedoch ist die Freisetzung durch Diffusion aufgrund des 

Schwellverhaltens des Materials meist schnell, kann aber durch Komposition und 

Vernetzungsgrad beeinflusst werden. [179a, 179b] Da Wachstumsfaktoren normal an EZM-

Komponenten gebunden sind, ist eine elektrostatische Interaktion von Faktor und EZM-

Molekülen (z.B. Heparin) eine elegante und naturnahe Immobilisierungsstrategie. [179a] Die 

kovalente Bindung von Aminosäuren des Wachstumsfaktors an reaktive Gruppen der 

Biopolymermatrix ermöglicht eine feste und lokale Verankerung am Gerüst. [179a, 179b] Eine 

kontrollierte Freisetzung eines Signalstoffs kann simultan mit dem Abbau des Gerüsts, z.B. 

eines Hydrogels, erreicht werden. [177c, 182] Für eine langsame und kontinuierliche Freisetzung 

können zudem abbaubare und nicht abbaubare Trägerstoffe, die mit dem Faktor beladen sind, 

kombiniert werden. [179a, 179b, 183] Dadurch werden zeitliche und räumliche Gradienten erzeugt, 

die durch die physikochemischen und biologischen Eigenschaften der verwendeten Materialien 

beeinflusst werden. [179a, 184] Das Risiko, dass Signal- und Wirkstoffe denaturieren, degradieren 

oder an biologischer Aktivität verlieren wird jedoch höher, je mehr verarbeitende Prozesse und 

chemische Reaktionen nötig sind. [177c, 179a] Daher liegt eine Weiterentwicklung in Zell-

basierten Therapien, die Wirkstoff-produzierende Zellen in einer künstlichen 3D-Matrix 

kultivieren, um den Wirkstoff kontinuierlich am Wirkort freizusetzen. [185]  

 

1.3.2.4. Bioaktive, biomimetische 3D-Gerüste 

Die erfolgreiche Isolation und Kultivierung von Säugetierzellen, einschließlich diverser 

Stammzellen, war ein Meilenstein in der Forschung, um normale und krankhafte zelluläre 

Mechanismen aufzuklären, Zell- und Krankheitsmodelle zu entwickeln oder therapeutisch 

wichtige Substanzen (z.B. Antikörper) herzustellen. [186] Um die Zellkultur zu ermöglichen, 

wurde zunächst auf eine zweidimensionale (2D) Kultur zurückgegriffen, um dort wichtige 

Abläufe, wie die Herstellung von immortalisierten Zelllinien, zu etablieren. [186a] Da die 

Rezeptor-vermittelte Anhaftung in ihrer Umgebung für das Überleben und Wachstum von 

adhärenten Zellen essentiell ist [117-119], haben sich viele, auch großtechnische, Kultivierungs-

methoden entwickelt. [186b] Dennoch zeigen Studien, dass sich zelluläres Verhalten und 
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Gewebeentwicklung in einer 2D-Kultur deutlich von einer 3D-Kultur unterscheiden. [187] 2D-

Kulturplattformen spiegeln nicht die räumlichen Anforderungen der natürlichen, zellulären 

Mikroumgebung wieder, was zelluläre Interaktionen beeinflusst. [187a, 187c] So unterscheiden 

sich fokale und fibrilläre Adhäsionen auf 2D-Substraten im Vergleich zu einer 3D-Matrix in 

der Expression wichtiger Matrix-Adhäsionsmoleküle und Komponenten des Zytoskeletts. [107] 

Zusätzlich besteht der Verdacht, dass begrenzte oder unzureichende Zell-Zell-Kontakte zu 

einem veränderten zellulären Signaltransduktions-Verhalten führen können, was den Vergleich 

von 2D- und 3D-Daten enorm erschwert. [187a] Daher scheint eine 2D-Kultur nicht auszureichen 

und eine komplexere, multifunktionale 3D Umgebung nötig zu sein, um das in vivo beobachtete 

Zellverhalten auszulösen. [62, 188] Grundsätzlich ermöglichen biomimetische 2D-Gerüste ein 

generelles Grundverständnis und finden auch Anwendung bei Beschichtungen, die keine 3D-

Struktur brauchen. Um für die Gewebezüchtung jedoch ein biomimetisches Abbild der 

natürlichen zellulären Mikroumgebung zu generieren, müssen diese Erkenntnisse auf 3D-

basierte Systeme übertragen werden. [62, 189] Daher rückte die Entwicklung von bioaktiven, 

funktionalen und biomimetischen Gerüsten für die 3D-Zellkultur in den Fokus (Abbildung 9), 

um Zellen ein entsprechendes, möglichst natürliches 3D-Umfeld zu bieten. [62, 190] Im Hinblick 

auf die zelluläre EZM sind 3D-Hydrogel-Netzwerke aus natürlich vorkommenden oder 

künstlich hergestellten (Bio-) Polymeren vielversprechend, da sie Wasser aufnehmen können. 
[62, 191] Im Laufe der Zeit konnten Hydrogele mit angepasster Mechanik, Topographie, 

Abbaubarkeit sowie biochemischen Interaktionsliganden designt werden. [62, 191f, 192] Die Faser-

beeinflusste Mechanik führt im Gewebe zu zellulärer Kommunikation und Mechanotrans-

duktion, weswegen dieses komplexe und gleichzeitig dynamische Zusammenspiel zwischen 

Matrix- und Zell-Mechanik beim Design von künstlichen Gerüsten mit bedacht werden sollte. 
[62, 189, 193] Da die natürliche EZM einem ständigen Auf- und Abbau von Matrixkomponenten 

unterworfen ist, wurden künstliche Hydrogel-Systeme entwickelt, die auch einen 

enzymatischen, hydrolytischen oder photolytischen Abbau ermöglichen. [194] Zelladhäsive 

Liganden können durch natürliche Proteine mit intrinsischen Interaktionsstellen oder kurze 

Peptidsequenzen eingebracht werden. [192e] So werden IKVAV-modifizierte Hydrogele 

beispielsweise für Neurogenese und Stammzelldifferenzierung eingesetzt. [155a, 155c, 155e]  

1.3.3. Biofabrikation  

1.3.3.1. 3D-Biodruck-Entwicklung 

In den letzten Jahrzehnten hat sich das Feld der Druckverfahren durch die Entwicklung von 

formgebenden 3D-Drucktechnologien zur Herstellung komplexer, mehrlagiger 3D-Konstrukte 

erweitert und sich als eine wichtige Verarbeitungsmethode in verschiedenen Forschungs- und 

Industriezweigen etabliert. [148a, 195] Generell kann zwischen dem nicht-biologischen, 

klassischen 3D-Druck und dem daraus entwickelten 3D-Biodruck unterschieden werden. Die 

klassische 3D-Druck-Technologie ist eine vielseitige, additive Fertigungsmethode zum 

schichtweisen Aufbau eines 3D-Konstrukts für die diverse Materialien, wie Metalle [196], 

Keramiken [197], Polymere [148b, 198] und Komposite [199], verwendet werden. [195b, 195c] Im Laufe 

der Zeit haben sich auch Hybrid-Systeme aus kommerziellen und additiven Fertigungs-

methoden entwickelt, um komplexe, räumliche Konstrukte mit definierten Strukturen für die 
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Anwendung als Implantat oder Gewebematrix zu generieren. [148a, 200] Hybrid-Systeme 

ermöglichen die Herstellung von Gerüsten mit verschiedenen topographischen, mechanischen 

und teilweise (bio-) chemischen Modifikationen. Durch 3D-Druck und Elektrospinnen können 

beispielsweise gedruckte und Faser-Komponenten kombiniert werden. [148a, 200-201]  

 

Abbildung 9: Künstliche, biomimetische 3D-Zellkulturgerüste sollen an die zelluläre 

Mikroumgebung angepasst sein. Entscheidende Faktoren sind biochemische Stimulation durch 

Adhäsionsliganden und Wachstumsfaktoren, mechanische und topographische Eigenschaften, 

die biologische Abbaubarkeit und der Molekülaustausch.   

Da nicht-biologische Systeme auf Drucktechniken ohne Zellen basieren, werden oftmals Faser-

produzierende Technologien und (Bio-) Tinten-basierte 3D-Biodruck-Ansätze miteinander 



EINLEITUNG 

____________________________________________ 

31 

kombiniert. [200d, 202] Der generelle 3D-Druck-Prozess startet mit dem Erstellen eines 

Computer-basierten 3D-Modells. Dies erfolgt entweder durch Computer-gestützte Design- und 

Fertigungssoftware (CAD und CAM) und mathematischer Modellierung [203] oder anhand von 

Daten aus Bilderfassungstechnologien, wie der Computer- oder Magnetresonanztomographie. 
[148a, 195a] Die designten oder rekonstruierten 3D-Modelle werden in einem Computer-

gesteuerten Schneideprozess in 2D-Querschnitte zerlegt und in einem auf den Drucker 

angepassten 3D-Schicht-für-Schicht-Modell übereinander gelagert, um den schichtweisen 

Druck zu ermöglichen. [148a, 195a] Aufgrund des Fortschritts und der Komplexität der 3D-

Drucktechnologien sowie der Idee, personalisierte Implantate zu erzeugen, fand diese 

Verarbeitungsmethode auch Einzug im Bereich der regenerativen Medizin und 

Gewebezüchtung (Abbildung 10). [148a, 204] Im Vergleich zu kommerziellem, Zell-freiem 3D-

Druck, basiert die 3D-Biodruck-Technologie als Bottom-Up-Prozess auf der Erschaffung 

naturnaher, hierarchisch geordneter Nachbildungen (Biomimikry), die durch die autonome, 

zelluläre Selbstorganisation und dem Erschaffen von funktionalen Mini-Gewebebausteinen 

erreicht wird. [195a] Dabei werden biologische oder bioinspirierte Grundbausteine, wie lebende 

Zellen, (Bio-) Makromoleküle und Biomaterialien, kombiniert und verarbeitet, um komplexe, 

therapeutische, lebende oder nicht-lebende 3D-Konstrukte und Modelle zu entwickeln. [205] Der 

3D-Biodruck ist auch eine automatische, Computer-unterstütze Druckmethode, bei der es zu 

einem präzisen und schichtweisen Materialtransfer von biologisch relevanten Biomaterialien, 

Makromolekülen und Zellen kommt. Dadurch wird eine räumlich definierte, hierarchische 

Struktur generiert, um eine (oder mehrere) biologische Funktion(en) zu übernehmen. [206] Dabei 

müssen Parameter, wie Verarbeitungsmethode, Materialeigenschaften, Druck-Auflösung des 

Konstrukts sowie Effekte, die durch das Drucken auf die biologischen Materialien wirken, 

evaluiert werden, um ein funktionsfähiges 3D-Konstrukt zu erhalten. [206a]  

 

 

Abbildung 10: Rechnerunterstütze 3D-Biodruck-Verfahren verarbeiten Biotinten (bestehend 

aus einer Gelmatrix, Zellen und bioaktiven Substanzen) zu hierarchischen 3D-Konstrukten für 

den Gewebeersatz.   
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Beim 3D-Biodruck werden die drei Hauptmethoden Extrusions-, Tintenstrahl- (Inkjet) sowie 

laserunterstütztes Drucken unterschieden, die auch für nicht-biologische, azelluläre Zwecke 

verwendbar sind. [148a, 195a, 207] Neben den Druck-spezifischen Parametern, sind bei 

Biodrucktechnologien die Viskosität und die mechanischen Eigenschaften der Biotinte 

entscheidende Parameter für den anschließenden Druckerfolg. [148a, 207b] Beim laserunter-

stützten Biodruck liegt über einer Schicht aus Biotinte, eine Energie-absorbierende 

Opferschicht aus Polymer oder Metall. Durch die auftreffenden Laserpulse wird Energie 

übertragen und es bildet sich eine Hochdruckblase, die die Biotinte als Tröpfchen auf das 

Substrat befördert. [148a, 208] Da es sich beim laserunterstützten Biodruck um eine Nadel-freie, 

kontaktlose Drucktechnologie handelt, wirkt kaum mechanischer Stress auf die Zellen, was zu 

einer hohen Zellviabilität und Erhalt der Zellfunktionen führt und auch die Verwendung von 

hohen Zelldichten ermöglicht. [148a, 207b, 209] Beim Inkjet-Biodruck wird die Tinte, bestehend aus 

einem wenig viskosen Hydrogel-Vorläufer-Polymer und Zellen, durch eine Nadel 

tröpfchenweise, aber kontinuierlich als Schicht auf eine Oberfläche extrudiert und verfestigt 

sich. Die Tröpfchengröße wird dabei entweder thermisch oder Piezo-elektrisch gesteuert. [148a, 

195a, 207, 210] Der Extrusions-basierte Biodruck ist auch unter dem Begriff automatisch-

gesteuertes Dosieren („Robotic Dispensing“) bekannt und gilt aufgrund der Einfachheit und 

Kosteneffektivität gegenüber den anderen Techniken als am weitesten verbreitet. [211] Beim 

Extrusions-Biodruck werden hochviskose, scherverdünnende (Bio-) Tinten durch Druckkraft, 

die entweder pneumatisch oder mechanisch durch einen Kolben oder eine Schraube entsteht, 

als durchgängiges Filament durch eine Nadelöffnung extrudiert. Durch die Bewegung des 

Druckkopfes und/oder des Druckbetts dienen abgelegte Schichten auf der Substratoberfläche 

als Basis für die nächste extrudierte Schicht. [148a, 207b, 212] Ein wichtiger Vorteil dieser Methode 

ist die Verdruckbarkeit von (Bio-) Tinten aus unterschiedlichen Materialien und mit diversen 

rheologischen Eigenschaften. [148a, 195a, 207b, 212] Im Vergleich zum Inkjet-Druck mit niedrig-

viskosen Materialien, führen hochviskose (Bio-) Tinten bei Extrusions-basierten Druck-

technologien zwar zu stabileren Konstrukten, die Überlebensrate der Zellen ist aber aufgrund 

der rheologischen Tinteneigenschaften meistens niedriger. Dies wird bei kleiner werdendem 

Düsendurchmesser und steigendem, angelegtem Druck noch verstärkt. [148a, 195a, 213] Neben dem 

Tintenmaterial entscheiden Prozess-Parameter, wie der angelegte Druck, der Durchmesser und 

die Beschaffenheit der Extrusions-Düse, die Druckgeschwindigkeit und die Druckdauer, 

letztlich über den Erfolg beim Biodrucken. [213b, 213c, 214]  

1.3.3.2. Biotinten und Biofabrikation von 3D-Gerüsten  

Bereits in den 1980er Jahren wurde die Grundlage für heutige Biofabrikationsansätze durch 

Verarbeitung von lebenden Zellen in einer künstlichen Matrix geschaffen. Isolierte 

Langerhans’sche Inselzellen wurden in Alginat verkapselt, konnten über 15 Wochen in vitro 

kultiviert werden und zeigten auch in Ratten für zwei bis drei Wochen Aktivität. [215] Ein 

deutlicher Vorteil liegt in der verlängerten Zellaktivität, da eingekapselte Zellen ein Jahr 

Funktion im Rattenmodell zeigten, während nicht eingekapselte Zellen nur zwei Wochen aktiv 

waren. [216] Zell-Verkapselung ist in der zielgerichteten Therapie, bei chronischen und 

neurologischen Erkrankungen wichtig, um eine kontinuierliche Produktion und Freisetzung 

von Wirkstoffen zu gewährleisten. [217] Die Freisetzung stimulierender Faktoren kann dabei 
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auch für gerichtete Regeneration und Gewebewachstum (z.B. im zentralen Nervensystem[218]) 

eingesetzt werden. Auch hier sind die physikochemischen Eigenschaften und die daraus 

resultierende Bio- und Zellkompatibilität der umgebenden Biomaterialmatrix-Komponenten 

entscheidende Faktoren für den Erfolg der zielgerichteten und regenerativen Therapie. [26d] 

Diese Verkapselungsstudien waren wichtig für die Entwicklung von Biotinten für 

Biofabrikationsprozesse zur Erstellung von stabilen, formgebenden Gerüsten für lebende 

Zellen. [219] Dabei ist ein druckbares Biomaterial natürlichen oder synthetischen Ursprungs die 

Basis der Biotinte, welche die zelluläre Mikroumgebung im Gewebe nachahmen soll. [211b, 220] 

Zusätzlich muss noch zwischen azellulären Biomaterial-Tinten und Biotinten unterschieden 

werden: Biotinten sind per Definition Zell-beinhaltende Biomaterial-Tinten, die durch Mischen 

von lebenden Zellen und Biomaterial formuliert werden. [219a] Es gelten die gleichen 

Anforderungen eines künstlichen Gewebegerüsts, wie Biokompatibilität, Sterilisierbarkeit 

bzw. Keimfreiheit, Funktionalisierbarkeit und anpassbare physikalische Eigenschaften, wie 

Mechanik oder Degradationsverhalten. [148a, 207b, 211b, 220a] Da Biotinten den Zellen mechanische 

Stabilität geben, aber auch biologische Funktionen und zelluläre Antworten stimulieren sollen, 

müssen die verwendeten Komponenten milde Gelierungsbedingungen und passende 

rheologische Eigenschaften aufweisen. Zudem müssen sie bei zellkompatiblen Temperaturen 

druckbar sein, um eine vorzeitige Degradation der Biomakromoleküle und Zellsterben zu 

verhindern. [148a, 207b, 211b, 213c, 220] Die Scherkräfte während des Druckprozesses müssen 

ebenfalls kontrolliert werden, um ein Gleichgewicht zwischen einer guten Druck-Auflösung 

und einer hohen Überlebensrate der Zellen zu gewährleisten. [213b, 213c, 221] 

Biofabrikationsprozesse sollen daher zum Lösen einiger bekannter Fabrikations-bedingter 

Probleme, wie einer schlechten Überlebensrate von Zellen, einer fehlenden hierarchischen 

Strukturierung während der zellulären Selbstorganisation, einer fehlenden Vaskularisierung 

zur Nährstoff- und Sauerstoffversorgung und einer eingeschränkten Reifung der entstandenen 

Gewebekonstrukte, beitragen. [205a] Denn obwohl der 3D-Biodruck sehr viele Vorteile aufweist, 

muss an den Drucktechniken, der Auflösung, Skalierbarkeit und Druckgeschwindigkeit 

nachgerüstet werden und die 3D-druckbaren Materialien und deren Biokompatibilität weiter 

charakterisiert werden. [148a] 

Hydrogele aus natürlichen oder synthetischen Biopolymeren sind aufgrund ihrer 

Biokompatibilität, rheologischen Eigenschaften und Anpassbarkeit, perfekte Kandidaten für 

die Matrix-Komponente von Biotinten. [211b, 220, 222] Natürliche Matrix-Komponenten sind 

beispielsweise Kollagen-, Fibrin-, Agarose-, Alginat-, Hyaluronsäure-, Cellulose- und Seiden-

basierte Gele.[219c, 220] Daneben stellen auch rekombinante Seiden-, Elastin- oder Kollagen-

proteine geeignete Matrix-Komponenten dar, da sie auf die jeweiligen Anforderungen 

anpassbar sind. [222b] Etliche synthetische Polymere werden zwar als geeignetes Druck-Material 

für Biotinten gelistet, zeigen aber meistens keine gute Zellkompatibilität, weswegen sie in 

unmodifizierter Form eine untergeordnete Rolle für den 3D-Biodruck spielen. [220b] Viele der 

bisher entwickelten Biotinten müssen einen Kompromiss zwischen der Eignung für den 

Biofabrikationsprozess (Druckbarkeit, Auflösung) und der gewünschten biologischen 

Funktionen der eingekapselten Zellen finden. [223] Da sowohl die zelluläre Aktivität als auch 

die Formtreue des gedruckten Konstrukts erhalten bleiben soll, rücken vermehrt auch Stimuli-

responsive Materialien und der 4D-Druckprozess in den Fokus. [223-224] Die Biofabrikation stellt 
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somit eine Schnittstelle zwischen der Zell- und Entwicklungsbiologie, den (Bio-) 

Materialwissenschaften und der Verarbeitungstechnik dar und ist damit ein interdisziplinäres 

Forschungsfeld, welches Biologie, Biochemie, Physik, Chemie sowie Lebens- und 

Ingenieurswissenschaften miteinander verbindet. [205]  

1.4. Spinnenseide als Biomaterial 

1.4.1. Natürliche Spinnenseide als Vorbild 

Weibliche Radnetzspinnen sind in der Lage bis zu sechs verschiedene Seiden-Typen mit 

spezifischen Eigenschaften und Funktionen, sowie ein Seiden-ähnliches Protein mit 

Klebefunktion zu generieren. [225] Vor allem die Proteine des Abseilfadens der goldenen 

Seidenspinne (Trichonephila clavipes) und der europäischen Gartenkreuzspinne (Araneus 

diadematus) und deren Eigenschaften sind sehr gut charakterisiert. [225a-c, 226] Der Abseilfaden 

der Gartenkreuzspinne besteht aus mindestens zwei Proteinen, auch Spidroine genannt, dem 

Araneus diadematus Fibroin (ADF) 3 und 4. [226c, 227] Die mechanischen Eigenschaften der 

Spinnenseide gehen dabei auf die Komposition und Reihenfolge der Aminosäuren und damit 

auf die Gensequenz zurück. [228] Im natürlichen System ist eine repetitive Kern-Domäne von 

nicht-repetitiven N- und C-terminalen Domänen flankiert, die wichtig für die Lagerung der 

unstrukturierten Proteine in der Spinndrüse sind, aber auch die pH- und Salz-abhängige 

Faserassemblierung durch Zusammenlagerung initialisieren. [225d, 229] In der repetitiven 

Domäne finden sich Poly-Alanin-Bereiche, die in kristalline, β-Faltblatt-reiche Strukturen 

assemblieren. Diese sind wiederum in eine amorphe Matrix aus unstrukturierten, helikalen und 

Schleifen-reichen Sekundärstruktur-Bereichen eingebettet, die aus Glyzin-reichen Motiven, 

wie GPGXX, aufgebaut sind. [225b, 225d, 225f, 228b, 228c, 230] Die Anordnung dieser 

Sekundärstrukturen ist entscheidend für die mechanischen Eigenschaften der Spinnenseide, da 

die β-Faltblatt-reichen, kristallinen Bereiche für die Festigkeit und Stärke verantwortlich sind, 

während die amorphen Regionen die Elastizität, Dehnbarkeit und Kraftkompensation 

bewirken. [225b, 225d, 226b, 228b, 228c]  

Die Kombination ihrer einzigartigen Eigenschaften, wie der hohen Biokompatibilität, dem 

geringen entzündungsfördernden Verhalten, der langsamen Bioabbaubarkeit sowie der 

gleichzeitig auftretenden mechanischen Festigkeit und Elastizität, macht Spinnenseide zu 

einem interessanten Biomaterial für biomedizinische und gewebetechnische 

Anwendungen. [231] So konnten beispielsweise natürliche Spinnenseidenfäden von 

Trichonephila clavipes erfolgreich zu Netzstrukturen prozessiert werden und eigneten sich 

anschließend für die Kultivierung von NIH/3T3 Maus-Fibroblasten. [232] Solche Netzstrukturen 

wurden zudem zur Herstellung eines zweischichtigen Hautmodells aus embryonalen Maus-

Fibroblasten als Dermis und humanen HaCaT-Keratinozyten als Epidermis verwendet. [233] Die 

Zellinteraktion hängt dabei neben der chemischen Zusammensetzung auch von der 

präsentierten Topographie ab, da Säugetierzellen im Vergleich zu flachen Filmen eine 

verbesserte Ausrichtung auf Fasern aus prozessierter, natürlicher Spinnenseide aufweisen. [234]  
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1.4.2. Rekombinante Spinnenseidenproduktion  

Auch wenn natürliche Spinnenseide ein hervorragendes Biomaterial darstellt, können nur 

geringe Mengen aus Spinnen gewonnen werden und eine Zucht ist aufgrund des territorialen, 

kannibalistischen Verhaltens der Spinnen sowie der Kosten nicht möglich. [225b] Daher wurden 

verschiedene, rekombinante Produktionssysteme entwickelt, um Spinnenseidenproteine in 

hoher Menge und mit gleichbleibender Qualität biotechnologisch zu produzieren. [226c, 227, 235] 

Als Produktionssysteme werden Bakterien, Hefen, Insekten, Säugetierzellen oder transgene 

Tiere oder Pflanzen verwendet. [225f, 231a] Dabei diente der Abseilfaden von Trichonephila 

clavipes als Vorlage zum Design von rekombinanten Spinnenseidenproteinen (6mer und 

15mer), die durch sechs- oder fünfzehn-fache Wiederholung einer Konsensus-Sequenz 

entstanden sind. [236] Das rekombinante Spinnenseidenprotein 4RepCT konnte aus dem 

Abseilfaden von Euprosthenops australis entwickelt werden und besteht aus vier 

Wiederholungen eines Poly-Alanin- und eines Glycin-reichen Moduls sowie einer nicht-

repetitiven C-terminalen Domäne. [237] Das für die vorliegende Dissertation verwendete 

rekombinante Spinnenseiden-System basiert auf Proteinen aus dem Abseilfaden der 

Europäischen Gartenkreuzspinne Araneus diadematus. Die Aminosäuresequenz der beiden in 

dieser Seide natürlich vorkommenden Spidroine ADF3 und ADF4 [238] diente als Vorbild für 

die rekombinanten Varianten. Während sich die zwei Konsensus-Module A und Q im 

rekombinanten eADF3(AQ)12-Protein zwölf Mal alternierend wiederholen, wurde die 

eADF4(C16)-Variante aus 16 Wiederholungen einer Konsensus-Sequenz (C-Modul, Sequenz 

GSSAAAAAAAASGPGGYGPENQGPSGPGGYGPGGP) generiert. [226c, 227] Beide 

rekombinanten Proteine zählen zu den Prolin-reichen MaSp2-Proteinen (Major ampullate 

spidroin-2) und enthalten in ihren repetitiven Modulen einen Poly-Alanin-Bereich und Glyzin-

reiche Abschnitte. [226c, 227, 238] Mithilfe gentechnischer und molekularbiologischer Verfahren 

wurden Gensequenzen der beschriebenen, künstlichen Spinnenseiden-Varianten generiert, um 

eine rekombinante Proteinproduktion in Bakterien, wie Escherichia coli (E. coli), zu 

ermöglichen (Abbildung 11). [226c, 227, 236-237] Wie ihre natürlichen Vorbilder zeichnen sich 

rekombinante Proteine ebenfalls durch mechanische Belastbarkeit, niedrige 

Inflammationslevel und hohe Biokompatibilität aus. [235c, 239] 

1.4.3. Funktionalisierung rekombinanter Spinnenseidenproteine 

Die Verwendung von gentechnischen und molekularbiologischen Verfahren ermöglicht die 

Modifikation und Funktionalisierung rekombinanter Spinnenseidenproteine schon auf Gen-

Basis für Material-bezogene Anwendungen (Abbildung 11). [240] Auf diese Weise können 

spezifische Aminosäuren in den repetitiven Modulen ausgetauscht werden, um beispielsweise 

verschieden geladene Proteine zu erhalten. Im Fall von eADF4(C16) resultiert der Austausch 

der negativ geladenen Glutaminsäure gegen einen Lysin-Rest im positiven eADF4(κ16) [241], 

oder in der ungeladenen eADF4(Ω16)-Variante, wenn ein Glutamin verwendet wird [242]. 

Ferner können Modifikationen am N- oder C-terminalen Ende der Aminosäuresequenz 

platziert werden. So können weitere Module oder Peptide, beispielsweise mit einem Cystein-

Rest, eingefügt werden, um freie spezifische Schwefelreste für Kopplungsreaktionen zur 

Verfügung zu haben. Auf diese Weise sind eADF4(C16-C*) (C-terminale Modifikation) und 

eADF4(C*-C16) (N-terminale Modifikation) als Varianten mit zusätzlichem, modifiziertem 
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Modul entstanden. [243] Eine N-terminale Addition einer kurzen Peptidsequenz führte zu 

ntagCys-eADF4(C16) [243] und ntagCys-eADF4(κ16) [244]. Die freie Thiolgruppe konnte 

anschließend mit Gold-Nanopartikeln, Biotin oder β-Galaktosidase funktionalisiert werden, 

was die vielseitige Anwendbarkeit zeigt. [243-245] Die ntagCys-eADF4(C16) Variante wurde auch 

mit einem zyklischen RGD-Peptid funktionalisiert, um eine verbesserte Zellinteraktion mit 

Spinnenseidenfilmen zu erreichen. [246] 

 

Abbildung 11: Rekombinante Spinnenseidenproduktion am Beispiel des negativ geladenen 

eADF4(C16). Nach der Identifikation der Aminosäuresequenz der repetitiven Proteine 

(Spidroine) des Abseilfadens von Araneus diadematus, wird eine Konsensus-Sequenz (C-

Modul) entwickelt. Daraus wird ein Genkonstrukt generiert und in einen Plasmidvektor 

übertragen. Dieser ermöglicht die Fermentation zur Herstellung des Spinnenseidenproteins, 

das gereinigt werden muss. Dieses Klonierungssystem ermöglicht die Produktion modifizierter 

Spinnenseidenvarianten, beispielsweise der positiv geladenen eADF4(κ16)-Variante oder 

Peptid-funktionalisierter Varianten.  

Im Vergleich wurde eADF4(C16) auch auf genetischer Ebene am C-Terminus mit einem 

adhäsiven RGD-Peptid und einem RGE-Kontroll-Peptid funktionalisiert, um eine stabile 

Modifikation zu generieren (Abbildung 11). [246] Auf diese Weise konnten weitere Peptid-

modifizierte eADF4-Varianten generiert und prozessiert werden, um gerichtete 
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Zellinteraktion [247] oder kontrollierte Biomineralisation [248] zu ermöglichen. Enzymatische 

Proteaseschnittstellen für Cathepsine zwischen eADF4(C16) und einem Antigen-Peptid von 

Ovalbumin führten zu selektivem Schneiden. [249] Durch genetische Fusion wurden das grün 

fluoreszierende Protein (GFP) und das Enzym Esterase-2 N-terminal an eADF4(C16) 

gekoppelt. Beide Fusionsproteine konnten erfolgreich hergestellt und verarbeitet werden und 

behielten ihre fluoreszierenden beziehungsweise katalytischen Eigenschaften. [250] Zusätzlich 

wurden die beiden rekombinanten eADF3(AQ)12 und eADF4(C16) Spinnenseidenproteine mit 

nicht-repetitiven N- und C-terminalen Domänen modifiziert, um das natürliche System 

möglichst genau zu imitieren. [229e, 251] Obwohl die meisten, modifizierten Varianten eine 

ähnliche Prozessierbarkeit wie die unmodifizierten Spinnenseidenproteine zeigten, können 

Veränderungen der grundlegenden Protein-Nettoladung und stark gegenteilig geladene Peptid-

Sequenzen oder Domänen entscheidende Auswirkungen auf die Protein- oder 

Materialeigenschaften haben. [241, 247] 

1.4.4. Spinnenseidengerüste für regenerative und medizinische Anwendungen 

Die Modifikation von Spinnenseidengerüsten kann nicht nur auf genetischer Ebene erfolgen, 

sondern auch anhand von Verarbeitungsmethoden oder Kombination mit anderen Materialien. 

Rekombinante eADF4-Spinnenseidenproteine können in verschiedene Morphologien wie 

Filme, Beschichtungen, Partikel, Kapseln, Nanofibrillen, Hydrogele, Schäume, Einzelfasern 

und Vliese sowie Komposit-Materialien prozessiert werden. [225e] Da sich Spinnenseiden-

materialien durch hohe Biokompatibilität, gering immunologisches Verhalten, langsame 

Degradation sowie mechanischer Belastbarkeit auszeichnen, sind sie für biomedizinische und 

gewebetechnische Anwendungen interessant (Abbildung 12). [231a, 231b, 235c, 239] So zeigen 

rekombinante eADF4-basierte Spinnenseidenproteine in verarbeiteter Form (z.B. Filme, Vliese 

oder Partikel) einen langsameren biologischen Abbau durch Modell-Enzyme als in löslicher 

Form. [252] Eine gute in vivo Biokompatibilität konnte für eADF4(C16)-basierte Materialien 

ebenfalls nachgewiesen werden. [249, 253] Da positiv geladene eADF4(κ16)-Partikel, im 

Vergleich zu negativ geladenen eADF4(C16)-basierten und neutral geladenen (Misch-) 

Partikeln, eine abweichende Protein-Corona bilden und eine erhöhte Blutkoagulation 

aufweisen, scheint die Biokompatibilität dieser Variante jedoch schlechter zu sein. [254] 

1.4.4.1. Bioinerte und anti-adhäsive Spinnenseidenoberflächen 

Aufgrund der Aminosäuren-Zusammensetzung zeigt eADF4(C16) im Hinblick auf die 

Zellinteraktion inhärente, anti-adhäsive Eigenschaften, die sich gut für biomedizinische 

Kontakt- und Implantat-Materialien einsetzen lassen. [246, 255] So konnten medizinisch relevante 

Polymermaterialien für Katheter mit eADF4(C16) beschichtet werden (Abbildung 12). Die 

Filme zeigten eine gute Stabilität, langsame Degradation durch Modell-Enzyme, sowie geringe 

Zellinteraktion. [256] Dünne eADF4(C16)-Beschichtungen auf Silikonimplantaten fungierten 

auch im in vivo Rattenmodell als biologischer Schutzschild und zeigten eine exzellente 

Biokompatibilität und Immunverträglichkeit, da sie die pro-inflammatorische Körperreaktion 

mit Kapselfibrose verhinderten. [253b, 253c] Viele natürlich vorkommende Spinnenseiden zeigen 

Mikroben-abstoßende Eigenschaften. [257] Beschichtungen aus rekombinanten eADF4(C16) 

zeigten auf rostfreien Stahl- und Silikonoberflächen eine deutlich verringerte Anhaftung von 

(potentiell) pathogenen Bakterien. [258] Auch eADF4(C16)-basierte strukturierte Filme und 
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Hydrogele konnten nicht von Mikroben besiedelt werden. [242] Zusätzlich erlaubt die 

biotechnologische Herstellung auch die Funktionalisierung rekombinanter Spinnenseiden-

proteine mit antimikrobiellen Peptiden, um aktiv Mikroben-abtötende Materialien zu 

generieren. [257a, 259] 

 

Abbildung 12: Rekombinante Spinnenseidenproteine können in Morphologien wie Filme, 

Partikel, Hydrogele, Schäume oder Fasern verarbeitet werden. Dadurch finden sie Anwendung 

als Implantat-Beschichtung, Wirkstoffdepot oder Zellkultur-Gerüst.  

 

1.4.4.2. Spinnenseiden-basierte Gerüste für Gewebe- und Zellwachstum 

Obwohl eADF4(C16)-basierte Materialien aufgrund ihrer Aminosäuren-Zusammensetzung 

keine zelladhäsiven Motive beinhalten und die Zelladhäsion reduziert ist [246, 255b], kann eine 

Zellinteraktion durch topographische Strukturen (z.B. Fasern oder Vliese) erreicht 

werden. [253a, 255a] So unterstützten rekombinante eADF4(C16)-Fasern die Bildung neuer 

Blutgefäße in einem Arteriovenösen Loop in Ratten (Abbildung 12). [253a] Strukturierte Filme 

aus verschiedenen, rekombinanten Seidenproteinen sind ebenfalls eine Möglichkeit, die 

Zellausrichtung und Kontaktführung zu beeinflussen. [260] Der positive Einfluss der 

Oberflächentopographie auf die Zellausrichtung konnte auch auf prozessierter, natürlicher 

Seide nachgewiesen werden. [234] Im Vergleich mit eADF4(C16) ermöglicht die Veränderung 
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der Nettoladung durch Aminosäureaustausch eine Zellinteraktion mit positiv geladenen 

eADF4(κ16)-Oberflächen. [255b, 256, 261] Aufgrund der elektrostatischen Wechselwirkungen 

zwischen negativ geladenen, zellulären Oberflächenmolekülen und positiv geladenen 

Oberflächen ist die ladungsgesteuerte Zelladhäsion ein bekannter Modifikationsmechanismus 

in der Zellkultur [262], der auf eADF4(κ16) und eADF4(C16) übertragbar ist.  

Die genetische Modifikation mit zellstimulierenden Peptiden ermöglicht eine spezifische 

Interaktion mit Zellen. In diesem Kontext wurden eADF4-basierte rekombinante 

Spinnenseidenproteine mit dem zelladhäsiven RGD-Peptid funktionalisiert und zeigten 

deutlich verbesserte Zellinteraktion, unabhängig davon, ob Filme, Hydrogele oder Schäume 

verwendet wurden (Abbildung 12). [246, 261, 263] Die Modifikation eines anderen rekombinanten 

Spinnenseidenproteins (4RepCT, Euprosthenops australis) mit RGD-Sequenzen erhöhte 

ebenfalls die Zelladhäsion mit selbstassemblierten Filmen und Membranen. [264] Auf RGD-, 

IKVAV-, YIGSR- sowie RGE-funktionalisierten 4RepCT-Filmen zeigten Primär-Zellen nur 

bei der frühen Anhaftung entscheidende Unterschiede, während das generelle Zellwachstum 

auf allen Spinnenseidenvarianten verbessert war. [265] Pankreaszellen wiesen dagegen in RGD- 

und YIGSR-modifizierten 4RepCT-Schäumen eine gesteigerte Insulinproduktion auf, wobei 

die RGD-Variante in vivo in Mäusen die besten Ergebnisse erzielte. [266]  

1.4.4.3. Spinnenseiden-basierte Systeme für Wirkstofffreisetzung 

Wegen ihrer Eigenschaften eignen sich eADF4-basierte Spinnenseidenpartikel als System zur 

Freisetzung von Wirkstoffen, beispielsweise Peptid-Impfstoffen. [241, 249, 267] Aufgrund 

elektrostatischer Interaktionen zeigen negativ geladene eADF4(C16)- und positiv geladene 

eADF4(κ16)-Partikel eine bessere Ladungseffizienz und anschließende Freisetzung von 

Wirkstoffen, wenn die Substanzen entgegengesetzt geladen sind. [241, 267a] Zusätzlich ist die 

intrazelluläre Partikelaufnahme verbessert, wenn zellstimulierende Peptidmodifikationen 

angebracht sind. [247, 267d] Durch die Freisetzung der Modellsubstanzen Rinderserum-Albumin, 

Meerrettich-Peroxidase und Lysozym aus beladenen Hydrogelen beziehungsweise aus im 

Hydrogel-eingekapselten, beladenen Partikeln konnten eADF4(C16)-basierte Wirkstoff-

freisetzende Depots entwickelt werden (Abbildung 12). [268] Für eine spätere Anwendung in 

der Krebstherapie wurden zusätzlich ein pH-Wert- und ein Redox-sensitives Kopplungssystem 

aus rekombinanten eADF4-Spinnenseidenvarianten entwickelt, welches eine gezielte 

Wirkstofffreisetzung bei einem bestimmten pH-Wert oder unter reduzierenden Bedingungen 

ermöglicht. [269] Auch Kompositmaterialien bestehend aus eADF4(C16)-Filmen oder 

Hydrogelen mit Antibiotika- und Antimykotika-beladenen, mesoporösen Silikapartikeln 

zeigten eine langsame und antimikrobiell wirksame Freisetzung der beladenen Substanzen, 

dabei aber keine Zytotoxizität. [270]  

1.4.4.4. 3D-Spinnenseiden-Hydrogel-Gerüste und Biofabrikation 

Durch ihre Aminosäuresequenz können eADF4(C16)-basierte Spinnenseidenproteine über 

einen Nukleationskeim-abhängigen Selbstassemblierungsmechanismus in β-Faltblatt-reiche 

Nanofibrillen assemblieren. In einem ersten Schritt bilden unstrukturierte 

Spinnenseidenproteine durch intramolekulare Interaktionen der Poly-Alanin-Bereiche 

metastabile Nukleationskeime. An diese lagern sich weitere ungefaltete Proteine durch 
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intermolekulare Wechselwirkungen an und strukturieren sich um, wodurch es zum 

Fibrillenwachstum kommt. [271] Liegen ausreichend hohe Proteinkonzentrationen vor, sind 

eADF4(C16)-basierte Spinnenseidenvarianten daher in der Lage nur durch physikalische 

Interaktionen nano-fibrilläre Hydrogel-Netzwerke auszubilden. [272] Zudem zeigen die 

Hydrogele viskoelastisches und scherverdünnendes Verhalten, weswegen sie als Matrix-

material einer Biotinte für den 3D-Biodruck geeignet sind (Abbildung 12). [263b, 268, 270] 

Säugetierzellen sind ebenfalls in der Lage auf eADF4(C16)-RGD-Hydrogelen zu adhärieren 

und zu wachsen [263b, 270] Zusätzlich erlaubt der milde Gelierungsprozess bei 37 °C das 

Einkapseln von Säugetierzellen in einer 3D-Spinnenseidenmatrix ohne den Einsatz chemischer 

Quervernetzer, was die Druckbarkeit nicht nennenswert beeinflusst. [263b, 263c] Es ist außerdem 

möglich, Spinnenseidenhydrogele mit anderen Proteinen, wie Gelatine, zu mischen und als 

Biotinte in der Biofabrikation einzusetzen. [263c] Die Vielzahl der Studien, in denen 

funktionalisierte rekombinante Spinnenseide für die Gewebezüchtung verwendet wurde, 

bestätigt die große Bedeutung und Eignung von Materialien auf Basis von Spinnenseiden-

proteinen in diesem Bereich.  
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2. Zielsetzung 

Biomaterialgerüste sind essentielle Bestandteile der Gewebezucht und regenerativen Medizin, 

weil sie eine stabilisierende Kultivierungsmatrix für die eingebrachten Zellen darstellen, bis 

diese ihre eigene Mikroumgebung aufgebaut haben. Da das Ziel in der Unterstützung und der 

Regeneration von verletztem oder funktionslosem Ursprungsgewebe liegt, sollen diese 

Gewebegerüste eine erfolgreiche Zellantwort gewährleisten. In diesem Zusammenhang sind 

die Adhäsion, das Wachstum, die Migration und die Differenzierung von Zellen entscheidende 

Voraussetzungen, damit die vollständige Funktion wiederhergestellt werden kann. Zusätzlich 

ist die natürliche, zelluläre Mikroumgebung sehr komplex und Gewebe-spezifisch, weswegen 

ein besonderer Forschungsfokus auf dem Design und der Entwicklung von funktionalisierten 

und justierbaren Biomaterialgerüsten liegt. Es gibt daher eine ganze Reihe von Anforderungen 

(Abbildung 13), die von einem anpassbaren Gewebegerüst erfüllt werden sollten.  

 

 

Abbildung 13: Anforderungen an künstliche Gewebegerüste, welche durch anpassbare, 

rekombinante Spinnenseidengerüste weitestgehend erfüllt werden sollen. 

 

Aufgrund ihrer guten Biokompatibilität, langsamen Bioabbaubarkeit und den justierbaren, 

mechanischen Eigenschaften erfüllen Materialien auf Basis rekombinanter Spinnenseiden-

proteine bereits einige Anforderungen von künstlichen Gewebegerüsten. Außerdem ermöglicht 

die rekombinante Herstellung die Funktionalisierung und Anpassbarkeit der Proteine auf 
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genetischem Level und stellt die Produktion des Ausgangsmaterials in ausreichender Menge 

mit gleichbleibender Qualität sicher, was für die Reproduzierbarkeit ein entscheidender Faktor 

ist. Das Ziel dieser Dissertation war daher die Herstellung und Charakterisierung von 

funktionalisierten Spinnenseidengerüsten für die Gewebezüchtung. 

Basierend auf dem natürlichen ADF4-Protein des Abseilfadens der Gartenkreuzspinne 

(Araneus diadematus), dienten die negativ geladene eADF4(C16)-, die positiv geladene 

eADF4(κ16)- und die modifizierte eADF4(C16)-RGD-Spinnenseidenvariante als Ausgangs-

material dieser Arbeit. Erste Modifikationen sollten auf genetischem Level erfolgen, indem 

zum einen das ungeladene eADF4(Ω16)-Spinnenseidenprotein durch Aminosäureaustausch 

und zum anderen funktionalisierte, zelladhäsive Varianten durch die Fusion mit kurzen 

bioaktiven Peptidsequenzen generiert und rekombinant hergestellt werden sollten. Der Einfluss 

dieser Peptide auf das Zellverhalten sollte mit verschiedenen Zelllinien untersucht werden, um 

selektive Varianten zu identifizieren. In diesem Kontext sollte zudem die Selbstassemblierung 

von rekombinanten Spinnenseidenproteinen in Nanofibrillen und Gele in Abhängigkeit von 

der Ladung, dem Lösungsmittel, den Peptidmodifikationen und anwesenden Zellen näher 

untersucht werden. Dies sollte die Entwicklung neuartiger Wirkstoffdepots zur 

kontinuierlichen Freisetzung hydrophiler und hydrophober Substanzen und der biochemischen 

Stimulation von Zellen ermöglichen. Eine gerichtete Zellinteraktion sollte aber auch durch 

variierende Prozessierungstechniken erreicht werden, um neben biochemischen Stimulatoren 

auch mechanische und topographische Effekte in die Gerüste einzubringen. Dabei sollten 

prozessierte Gradientenfilme natürliche Struktur- und Signalgradienten imitieren, um deren 

Einfluss auf Zellen zu analysieren. Die Oberflächentopographie sollte dabei die Adhäsion und 

die Ausrichtung der Zellen unterstützen und zur Identifikation von zellspezifischen Faktoren 

beitragen. Da rekombinante Spinnenseidenproteine auch in Anwesenheit von Säugetierzellen 

in mechanisch anpassbare und druckbare 3D-Netzwerke assemblieren können, sollten in dieser 

Arbeit auch Kompositionen und Eigenschaften von Biotinten näher charakterisiert werden. 

Dadurch sollte die Biofabrikation von komplexen Strukturen durch 3D-Extrusionsdruck 

optimiert werden. Gerade im Hinblick auf eine spätere Anwendung im menschlichen Körper, 

sollte zudem die Biokompatibilität von rekombinanten Spinnenseidengerüsten bezüglich 

Mikrobeninteraktion, Adsorption von Blutplasmaproteinen, Blutkoagulation und 

Immunantwort, sowie die biologische Abbaubarkeit in vitro evaluiert werden. Eine zusätzliche 

Untersuchung rekombinanter, eADF4(C16)-basierter Hydrogele im Rattenmodell sollte die 

Analyse der in vivo Immunantwort, Biodegradation und Vaskularisierbarkeit von 

Spinnenseidengerüsten komplettieren, um die Gewebeneubildung mit dem Aufbau neuer EZM 

bei simultanem Abbau der provisorischen Matrix zu verifizieren.   
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3. Synopsis 

Die vorliegende Dissertation umfasst zwölf Teilarbeiten [57b, 242, 261, 273], die in Kapitel 7 

vorgestellt werden. Es handelt sich dabei um zehn Daten-basierte Originalarbeiten und zwei 

Übersichts-Artikel, wovon acht als Erstautorin verfasst wurden. Die Schnittstelle dieser 

Teilarbeiten liegt in der Funktionalisierung, Fabrikation und Charakterisierung von bioaktiven, 

rekombinanten Spinnenseidengerüsten für die Anwendung in der Gewebezüchtung. Generell 

kann die vorliegende Arbeit in die drei großen Teilbereiche „Entwicklung, Herstellung und 

Charakterisierung funktionalisierter Spinnenseidenvarianten“, „Analyse der Assemblierung 

von Spinnenseidenproteinen und deren Verarbeitung in hierarchische Strukturen“ und 

„Biologische Evaluation von rekombinanten Spinnenseidengerüsten für die Gewebezüchtung“ 

gegliedert werden. Abbildung 14 veranschaulicht, welche Fragestellungen und Anforderungen 

an ein bioaktives Gerüst im Rahmen dieser Dissertation betrachtet und welche Methoden und 

Prozesse dafür verwendet wurden. Die dabei untersuchten Parameter wurden mit den 

Fragestellungen und Anforderungen in Relation gesetzt. Zudem werden sie durch die 

Farbabstufung den drei großen Teilbereichen (Pfeile in verschiedenen Grüntönen) zugeordnet 

und im Folgenden näher betrachtet.   

Teilbereich I: Entwicklung, Herstellung und Charakterisierung funktionalisierter 

Spinnenseidenvarianten  

Der erste Teilbereich dieser Dissertation fokussierte sich auf die Entwicklung, Herstellung und 

Charakterisierung neuer rekombinanter eADF4-Spinnenseidenvarianten im Hinblick auf deren 

potentiellen Einsatz in der Gewebezüchtung. Dabei entstand die ungeladene eADF4(Ω16)-

Variante als Ergänzung zum negativ geladenen eADF4(C16) und positiv geladenen 

eADF4(κ16), die in sechs Teilarbeiten (Teilarbeiten I, II, III, IV, V und VI) zum Einsatz 

kam. Aufgrund der geringen Zelladhäsion auf eADF4(C16) wurde bereits vor Jahren das 

Integrin-bindende eADF4(C16)-RGD generiert, um eine gesteuerte Zellinteraktion zu 

ermöglichen [246]. In dieser Arbeit wurden eADF4(C16), eADF4(κ16) und eADF4(Ω16) mit 

weiteren kurzen, Zell-bindenden Peptiden aus natürlich vorkommenden EZM-Proteinen 

funktionalisiert, um eine zellspezifische Interaktion auszulösen. Eine selektive Anheftung 

bestimmter Zellen ist für die hierarchische Entwicklung von Geweben enorm wichtig und wird 

von der stark zellbindenden (zytophilen), jedoch zellunspezifischen RGD-Sequenz nicht 

gewährleistet (Teilarbeiten I, II, XI und XII). 

Teilbereich II: Analyse der Assemblierung von Spinnenseidenproteinen und deren 

Verarbeitung in hierarchische Strukturen  

Die Charakterisierung der Selbstassemblierung sowie die Verarbeitung rekombinanter 

Spinnenseidenproteine in Morphologien mit verschiedenen hierarchischen Strukturebenen sind 

weitere Bausteine zum Erstellen bioaktiver (Zellkultur-) Gerüste. In diesem Kontext ist hervor-

zuheben, dass sich Filme sehr gut als Substrat für diverse Basischarakterisierungen eignen, da 

sie einfach und schnell unter Verwendung einer geringen Proteinmenge herstellbar sind. Neben 

den charakteristischen Filmeigenschaften, wie Benetzbarkeit oder Protein-Sekundärstruktur, 

können auch potentielle Zellinteraktionen mit verschiedenen Seidenvarianten in 

Hochdurchsatz-Ansätzen analysiert werden (Teilarbeiten I, II, III, IV und V). 
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Abbildung 14: Übersicht über die in dieser Dissertation betrachteten Anforderungen und 

Fragestellungen (braun) zur Herstellung bioaktiver Spinnenseidengerüste sowie die dafür 

verwendeten Methoden und Prozesse (grau) und die untersuchten Parameter, die den drei 

großen Teilbereichen „Proteinherstellung“, „hierarchische Strukturen“ und „biologische 

Evaluation“ zugeordnet werden können (verschiedene Grüntöne).  

Da Gradientenfilme eine gerichtete Zellanheftung ermöglichen können (Teilarbeiten II, VII 

und XI), wurden in dieser Arbeit Filmoberflächen mit biochemischen Signalgradienten aus 

zellbindenden (zytophilen) und zellabweisenden (zytophoben) Spinnenseidenvarianten 
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(Teilarbeit II) und Größengradienten mit diversen topographischen Oberflächenstrukturen 

generiert (Teilarbeit VII). Dennoch ist die Entwicklung einer 3D-Struktur für die Gewebe-

züchtung unerlässlich, um die natürliche Umgebung nachzuahmen. Durch intra- und inter-

molekulare Wechselwirkungen können eADF4(C16)-Varianten in Nano-Fibrillen [271a] und 

(zellbeladene) 3D Hydrogel-Netzwerke assemblieren [263b, 263c, 272a]. In dieser Dissertation 

wurde das Selbstassemblierungs- und Gelierungsverhalten rekombinanter eADF4-Varianten in 

Abhängigkeit von der Ladung, dem Lösungsmittel, zusätzlich angebrachten Peptidsequenzen 

und vorhandenen Zellen weiter analysiert (Teilarbeiten IV, V, VI, VIII und IX). Aufgrund 

ihrer rheologischen Eigenschaften eignen sich Seiden-Gele als azelluläre Tinten und Zell-

beladene Biotinten für den 3D-Biodruck [263b, 263c, 274]. In dieser Arbeit konnten Spinnenseiden-

basierte Hydrogele sowie Gele aus binären wässrig-organischen Mischungen in komplexe 

Strukturen verdruckt werden (Teilarbeiten VI und VIII). Zudem konnten druckbare 

Spinnenseiden-Biotinten mit verschiedenen Zellmengen generiert werden (Teilarbeiten VIII 

und IX).  

Teilbereich III: Biologische Evaluation von rekombinanten Spinnenseidengerüsten für 

die Gewebezüchtung 

Aufgrund der verschiedenen Kompositionen und Funktionen diverser Gewebe sind die 

biologischen und zellulären Anforderungen an ein bioaktives Gerüst für die Gewebezüchtung 

sehr vielfältig. Der wichtigste Parameter ist dabei sicherlich die Biokompatibilität eines 

Materials. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Biokompatibilität verschiedener Spinnenseiden-

materialien einerseits in vitro anhand der Adsorption spezifischer Serumproteine (Teilarbeiten 

II und III), der Aktivierung der Blutkoagulation (Teilarbeit III) und der Interaktion 

verschiedener Mikroben (Teilarbeiten IV und V) untersucht. Anderseits konnte die exzellente 

Biokompatibilität von Spinnenseidenhydrogelen auch in vivo in einem Rattenmodell anhand 

der ausbleibenden Inflammations- und Immunantwort (Teilarbeit X) bestätigt werden.  

Neben der Biokompatibilität spielt die gezielte Interaktion von Zellen mit dem eingebrachten 

Material eine entscheidende Rolle in der Gewebezüchtung. Durch die Fusion von Integrin-

bindenden RGD-Peptiden konnte eine Interaktion von Zellen mit Spinnenseidengerüsten durch 

biochemische Stimulation gewährleistet werden (Teilarbeiten I, II, IV, V, VIII, IX, X und 

XII). Neben der erfolgreichen Zelladhäsion (Teilarbeiten I und II) waren auch Zellüberleben 

(Teilarbeiten I, IV, V, VIII und IX), Zellwachstum (Teilarbeiten II, IV, V, IX und X) und 

spezifische Zellfunktionen (Teilarbeiten I, IX und X) nachweisbar. Weiterhin konnten die im 

Rahmen dieser Doktorarbeit hergestellten Peptid-modifizierten Spinnenseidenvarianten für die 

selektive Anheftung ausgewählter Zelltypen genutzt werden, was eine Grundvoraussetzung für 

den Aufbau strukturierter Gewebe darstellt (Teilarbeit II). In diesem Kontext war auch die 

gerichtete Zellinteraktion durch einen biochemischen Signalgradienten (Teilarbeit II) und 

einen Größengradienten diverser Oberflächenstrukturen erfolgreich (Teilarbeit VII). 

Im Hinblick auf die spätere Anwendung im Körper ist eine langsame, simultan zum Gewebe-

aufbau angepasste Biodegradation der Gerüstmaterialien essentiell. Diese Gerüste bieten den 

Zellen zuerst Interaktionsstellen sowie die nötige Stabilität und werden nach der Gewebe-

Rekonstruktion komplett durch körpereigene EZM ersetzt. Zusätzlich zu einer in vitro Abbau-

Studie von fünf Spinnenseidenproteinen mit zwei Modell-Enzym-Mischungen (Teilarbeit III) 
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konnte eine langsame Biodegradation eADF4(C16)-basierter Hydrogele mit gleichzeitiger 

Gewebe-Neubildung in einem Rattenmodell nachgewiesen werden (Teilarbeit X).   

Für einige medizinische Anwendungen ist eine gezielte Freisetzung bioaktiver, stimulierender 

Substanzen nötig. Diese Anforderung wurde in der vorliegenden Dissertation durch einen 

chemischen und einen Zell-basierten Weg gelöst (Teilarbeiten VI und IX). Einerseits wurde 

die Formulierung und Freisetzung von wasserunlöslichen, bioaktiven Stoffen mithilfe einer 

neu entwickelten Gel-Herstellungsmethode basierend auf wässrig-organischen Mischungen 

erreicht (Teilarbeit VI). Andererseits ermöglichte das Einkapseln modifizierter Produktions-

zellen in Spinnenseiden-Biotinten die kontinuierliche Produktion und Freisetzung eines 

bioaktiven, wasserlöslichen Faktors über einen längeren Zeitraum (Teilarbeit IX). Da die freie 

Diffusionsgrenze von Substanzen in Geweben bei etwa 200 µm liegt [275], ist die Ausbildung 

eines gut strukturierten Blutgefäßsystems innerhalb künstlicher Gewebe-Konstrukte essentiell 

für die Versorgung mit Nährstoffen und Sauerstoff und dem Abtransport von 

Stoffwechselprodukten und Kohlenstoffdioxid [276]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die 

erfolgreiche Vaskularisierung eADF4(C16)-basierter Hydrogele in einem in vivo Rattenmodell 

gezeigt, was entscheidend für die spätere Anwendung in der Gewebezucht ist (Teilarbeit X).  

3.1. Entwicklung, Herstellung und Charakterisierung funktionalisierter 

Spinnenseidenvarianten  

Um rekombinante Spinnenseidengerüste zu modifizieren, können Funktionalisierungen bereits 

in das entsprechende Genkonstrukt mittels molekularbiologischer Methoden eingebracht 

werden. [240] Nach der rekombinanten Herstellung liegt eine spezifische Proteinvariante vor, 

die eine nachträgliche, chemische Modifikation überflüssig macht. Auf diese Weise können 

bestimmte Aminosäuren gezielt ausgetauscht oder Peptidsequenzen innerhalb des Proteins 

eingebaut werden. Etablierte, molekularbiologische Techniken [227, 241, 246-247] wurden im 

Rahmen der vorliegenden Dissertation genutzt, um das Portfolio an neuartigen, modifizierten 

Spinnenseidenproteinen mittels rekombinanter Produktion zu erweitern (Abbildung 15).  

 

3.1.1. eADF4(Ω16) als ungeladene Variante  

Durch den gezielten Austausch der negativ geladenen Glutaminsäure (E) durch das ungeladene 

Glutamin (Q) in der repetitiven Einheit wurde das ungeladene eADF4(Ω16) generiert. Diese 

Variante erweiterte das Portfolio von negativ geladenen eADF4(C16)- und positiv geladenen 

eADF4(κ16)- Varianten und ermöglichte die Charakterisierung grundlegender Mechanismen 

und Eigenschaften von eADF4-basierten Spinnenseidenproteinen in Abhängigkeit von der 

Ladung. In den Teilarbeiten IV und V konnte eADF4(Ω16) dazu beitragen, den generellen 

Mechanismus der Mikrobenabstoßung von eADF4(C16)- und eADF3(AQ)-basierten Gerüsten 

auf molekularer Ebene aufzuklären und ein Modell zur Mikrobenadhäsion zu entwickeln 

(siehe 3.3.1.2.). Die Verwendung von eADF4(Ω16)-Beschichtungen ermöglichte in Teilarbeit 

III eine direkte und grundlegende Charakterisierung von ADF3- und ADF4-basierten Spinnen-

seidenproteinen basierend auf der Proteinladung und der zugrundeliegenden Proteinsequenz 

im Hinblick auf deren potentielle Anwendungen in der Biomedizin (siehe 3.3.1.1., 3.3.2.1. und 

3.3.3.1). In den Teilarbeiten IV, V und VI wurde mittels eADF4(Ω16) das Assemblierungs-
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verhalten eADF4-basierter Proteine in wässriger Umgebung oder in Anwesenheit von 

Kaliumphosphat oder organischem Co-Lösungsmittel in Abhängigkeit von der Proteinladung 

charakterisiert (siehe 3.2.1.1. und 3.2.1.2.). Außerdem zeigte sich in den Teilarbeiten I, II und 

III unabhängig voneinander, dass Materialien aus ungeladenem eADF4(Ω16) als 

zellabweisend (zytophob) eingestuft werden können (siehe 3.3.1.1. und 3.3.2.1.). 

  

Abbildung 15: Übersicht eADF4-basierter rekombinanter Spinnenseidenproteine. Der negativ 

geladene Glutaminsäure-Rest (E) im ursprünglichen C-Modul wurde im κ-Modul durch einen 

positiv geladenen Lysin- (K) und im Ω-Modul durch einen ungeladenen Glutamin-Rest (Q) 

ersetzt. Durch 16-fache Wiederholung entstanden die rekombinanten Spinnenseidenproteine 

eADF4(C16), eADF4(κ16) und eADF4(Ω16). Durch genetische Fusion an das DNA-

Konstrukt wurden diese Proteine mit kurzen Peptidsequenzen modifiziert, um eine gerichtete 

Zellinteraktion zu ermöglichen. Die mit einem * markierten Proteine wurden im Rahmen dieser 

Doktorarbeit designt und hergestellt. Modifiziert nach [273b] und reproduziert mit freundlicher 

Genehmigung des Verlags John Wiley & Sons (© 2023 The Authors. Advanced Healthcare 

Materials published by Wiley‐VCH GmbH).  

3.1.2. Peptid-modifizierte Spinnenseidenproteine 

Die gerichtete Interaktion von Zellen mit Spinnenseidengerüsten stellte einen wichtigen Teil 

dieser Doktorarbeit dar. Infolgedessen wurden kurze, potentiell zelladhäsive Peptidsequenzen 

aus EZM-Proteinen an eADF4(C16), eADF4(κ16) und eADF4(Ω16) fusioniert, um eine 

Wechselwirkung mit zellulären Oberflächenrezeptoren zu erreichen. In Teilarbeit I wurden 

RGD-modifizierte eADF4(C16)-, eADF4(κ16)- und eADF4(Ω16)-Oberflächen als geeignete 

Interaktionsmatrizes für Stammzell-induzierte Kardiomyozyten identifiziert, welche zudem die 

Ausbildung zellspezifischer Funktionen unterstützten (siehe 3.3.2.3.). Die Funktionalisierung 

rekombinanter Spinnenseide mit weiteren Zellbindemotiven ermöglichte in Teilarbeit II 

außerdem eine selektive Adhäsion von speziellen Zelltypen (siehe 3.3.2.3.).  
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3.2. Analyse der Assemblierung von Spinnenseidenproteinen und deren 

Verarbeitung in hierarchische Strukturen 

3.2.1. Charakterisierung der Selbstassemblierung von Spinnenseidenproteinen  

Eine Grundanforderung eines erfolgreichen Gerüsts für die Gewebezucht liegt darin, Zellen 

eine 3D Umgebung für Interaktionen zu bieten. Von löslichen eADF4(C16)-basierten Spinnen-

seidenproteinen ist bereits bekannt, dass sie mittels eines Nukleationskeim-abhängigen 

Mechanismus aus einem intrinsisch unstrukturierten Zustand in β-Faltblatt-reiche Nano-

fibrillen assemblieren [271a]. Bei entsprechend hoher Proteinkonzentration, kann sich nur durch 

physikalische Wechselwirkungen und ohne zusätzliche Quervernetzer ein nanofibrilläres 3D 

Hydrogel-Netzwerk ausbilden [272a]. Diese Selbstassemblierung wird durch geladene Ionen, vor 

allem Phosphat-Ionen, unterstützt [263c, 271a, 274]. Außerdem beschleunigt das an eADF4(C16) 

fusionierte RGD-Peptid die Selbstassemblierung und Gelbildung [263c]. Daher wurde in dieser 

Dissertation das Selbstassemblierungsverhalten von eADF4-basierten rekombinanten 

Spinnenseidenproteinen weiter charakterisiert und ein Hauptaugenmerk auf den Einfluss von 

Proteinladung, Lösungsmittel, Fusionspeptiden und beigemengten Zellen gelegt. Die 

beobachteten Ergebnisse und daraus geschlussfolgerten Mechanismen wurden in Tabelle 1 

zusammengefasst. Es können auch mehrere Effekte gleichzeitig auftreten.  

 

3.2.1.1. Einfluss der Proteinladung 

Durch eADF4(Ω16) lag neben den bei physiologischem pH-Wert negativ geladenen 

eADF4(C16)- und positiv geladenen eADF4(κ16)-Proteinen eine ungeladene eADF4-Variante 

vor, weswegen die Selbstassemblierung in Abhängigkeit von der Proteinladung untersucht 

wurde. In den Teilarbeiten IV, V und VI stellte sich heraus, dass alle drei Spinnenseiden-

proteine in wässriger Umgebung grundsätzlich in der Lage waren, Nanofibrillen zu bilden. Das 

negativ geladene eADF4(C16) zeigte eine bekannte, langsame Assemblierung, bei der sich 

lösliche Proteine zu β-Faltblatt-reichen Nukleationskeimen zusammenlagern, mit denen 

lösliche Monomere interagieren, sich umstrukturieren und zum Fibrillenwachstum beitragen 
[271a]. Im Vergleich mit eADF4(C16) ist die positiv geladene eADF4(κ16)-Variante aufgrund 

von unkontrollierten Protein-Protein-Wechselwirkungen anfälliger für Proteinaggregation. Da 

eine Temperaturreduktion die Aggregation verstärkte, musste die Zeit-abhängige Aggregation 

durch verkürzte Dialyse bei RT verringert werden. Dabei konnte ein stabilisierender Effekt von 

noch vorhandenem Denaturierungsmittel (chaotropes Guanidiniumthiocyanat) festgestellt 

werden. Die ionischen Interaktionen mit eADF4(κ16) hielten das Protein in Lösung, 

verlangsamten die Aggregation und förderten die kontrollierte Selbstassemblierung durch 

intra- und inter-molekulare Wechselwirkungen (Teilarbeit VI). Das ungeladene eADF4(Ω16) 

ist ebenfalls anfällig für Proteinaggregation. Im Gegensatz zu eADF4(C16) und eADF4(κ16) 

wurde eADF4(Ω16) zunächst bei 4 °C dialysiert, um eine vorwiegend Temperatur-gesteuerte 

Aggregation zu verlangsamen. Diese war bei eADF4(Ω16) aufgrund der vielen hydrophoben 

Bereiche in der Proteinsequenz verstärkt, da vermehrt unkontrollierte Protein-Protein-

Interaktionen anstelle stabilisierender Protein-Lösungsmittel-Wechselwirkungen auftraten. 

Zeit-abhängige Aggregation spielte dagegen eine eher untergeordnete Rolle.  
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Tabelle 1: Einfluss und Effekt von Proteinladung, Lösungsmittel, Fusionspeptiden und 

beigemengten Zellen auf das Selbstassemblierungsverhalten von rekombinanten eADF4-

basierten Spinnenseidenvarianten in Nanofibrillen. Abkürzungen: DMSO: Dimethylsulfoxid, 

SA: Selbstassemblierung, KPi: Kaliumphosphat, (0) direkte Zellzugabe, (+) Zellzugabe 

während des Fibrillen-Wachstums, (-) nicht vorhanden.   

Parameter Protein Ladung Peptid 
Lösungs-

mittel 
Zellen Effekt 

Protein-

ladung 

eADF4(C16) 
 

Negativ 
 

- Puffer - Langsame SA  

eADF4(κ16) Positiv - Puffer - 
Schnelle, durch stabilisierende 

Ionen kontrollierte SA  

eADF4(Ω16) Ungeladen - Puffer - 
Sehr schnelle, teilweise 

unkontrollierte SA 
 

Lösungs-

mittel 

(KPi) 

eADF4(C16) Negativ - 
Puffer &  

150 mM KPi 
- 

Beschleunigte SA und stabile 

Gelbildung 

eADF4(κ16) Positiv - 
Puffer & 

150 mM KPi 
- 

Beeinträchtigung der SA und 

instabilere Gele 

eADF4(Ω16) Ungeladen - 
Puffer & 

150 mM KPi 
- 

Beschleunigte SA in Fibrillen 

und Ausfällen von Partikeln 
 

Lösungs-

mittel 

(DMSO) 

eADF4(C16) Negativ - 
Puffer & 
DMSO 

- 
Gleichbleibende SA und stabile 

Gele unabhängig von DMSO 

eADF4(κ16) Positiv - 
Puffer & 

DMSO 
- 

Langsamere SA und instabilere 

Gele mit steigendem DMSO  

eADF4(Ω16) Ungeladen - 
Puffer & 

DMSO 
- 

Langsamere SA und stabilere 

Gele mit steigendem DMSO 
 

Fusions-

peptid 

eADF4(C16) 
 

Negativ 
 

Ja Puffer - Beschleunigung der SA 

eADF4(κ16) 
 

Positiv 
 

Ja Puffer - Stabilisierung der SA 

eADF4(Ω16) 
 

Ungeladen 
 

Ja Puffer - Stabilisierung der SA 
 

Zellen 

eADF4(C16) Negativ - 
Puffer & 

Medium 
Ja 

0) Beschleunigte SA  

+) Verlangsamte SA   

eADF4(C16) Negativ RGD 
Puffer & 

Medium 
Ja 

0) Gleichbleibende SA 

+) Gleichbleibende SA  

eADF4(C16) Negativ RGE 
Puffer & 

Medium 
Ja 

0) Verlangsamte SA 

+) Verlangsamte SA 

 

Nach der Dialyse konnten sich dann die spezifischen hydrophoben Wechselwirkungen 

zwischen den Poly-Alanin-Bereichen ausbilden, welche zur Bildung von β-Faltblatt-reichen 

Nanofibrillen führten. Die Geschwindigkeit der bereits bekannten Nukleationskeim-

abhängigen Assemblierung [271a] war bei eADF4(κ16) und eADF4(Ω16) jedoch stark 

beschleunigt (Teilarbeit VI). Anhand von zeitabhängigen Trübungsmessungen 

(Gelierungskinetiken, Abbildung 16) zeigte sich, dass die Fibrillenbildung bei eADF4(κ16) 

nach etwa drei Stunden und bei eADF4(Ω16) nach einer Stunde abgeschlossen war, während 

bei eADF4(C16) einige Stunden (mindestens 16-20 h) benötigt wurden. Die erfolgreiche 

Bildung von Nanofibrillen konnte für eADF4(C16)-, eADF4(κ16)- und eADF4(Ω16)-

Varianten außerdem mittels Transmissions-Elektronenmikroskopie (TEM) bestätigt werden 

(Abbildung 17). In Teilarbeit VI bildete eADF4(κ16) unter den beschriebenen 

stabilisierenden Bedingungen bei einer Proteinkonzentration von 20 mg/ml ein Hydrogel  
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(Abbildung 16 (II)). Eine Konzentration von 10 mg/ml führte bei eADF4(Ω16) zu viskosen 

Lösungen, aber noch zu keinem stabilen Hydrogel (Abbildung 16 (III)). Eine vollständige 

Hydrogel-Assemblierung konnte in den Teilarbeiten IV und V ab einer Konzentration von 

20 mg/ml nachgewiesen werden.  

 

 

Abbildung 16: Zeit-abhängige Trübungsmessungen und Stereomikroskopieaufnahmen 

zeigen, wie Proteinladung, kosmotropes Kaliumphosphat (KPi) und organisches Lösungsmittel 

(DMSO) die Selbstassemblierung und Gelstabiliät von eADF4(C16), eADF4(κ16) und 

eADF4(Ω16) im wässrigen System beeinflussen. Modifiziert nach [273f] und reproduziert mit 

freundlicher Genehmigung des Verlags John Wiley and Sons (© 2021 The Authors. 

Angewandte Chemie International Edition published by Wiley-VCH GmbH).  
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3.2.1.2. Einfluss des Lösungsmittels 

Bisher wurde die fibrilläre Selbstassemblierung von eADF4(C16)-basierten, rekombinanten 

Spinnenseidenproteinen in wässriger Pufferumgebung in An- oder Abwesenheit von 

verschiedenen Ionen und Komponenten aus Zellkulturmedien (Serumproteine (FCS), Zucker, 

Salze,…) analysiert [263c, 271a, 277]. Dabei konnte festgestellt werden, dass vor allem ionische 

Komponenten des Zellkulturmediums, wie Ca2+ [277a] oder kosmotropes Kaliumphosphat 

(KPi) [271a, 277b], die Fibrillisierung beschleunigten. In Teilarbeit VI wurde der KPi-induzierte 

Assemblierungsmechanismus von Seidenproteinen zu Nanofibrillen und Partikeln weiter 

charakterisiert. Für eADF4(C16) war bekannt, dass KPi bis zu einer Konzentration von 

300 mM zu einer kontrollierten Nanofibrillen-Formation führt. Eine alleinige Präzipitation von 

Partikeln (ohne Fibrillenbildung) erfolgte erst bei KPi-Konzentrationen über 400 mM, was in 

der erhöhten Interaktion von eADF4(C16) mit Ionen des wässrigen Puffersystems begründet 

ist [271b]. Daher ermöglichte die Zugabe von 150 mM KPi zu eADF4(C16) eine schnellere 

Fibrillen-[271a] und Gelbildung (Abbildung 16 (IV)). Im Gegensatz dazu führte die 

Anwesenheit von KPi beim positiv geladenen, Aggregations-anfälligen eADF4(κ16) zu einer 

Beeinträchtigung der Fibrillenbildung und zu instabileren Gelen (Abbildung 16 (V)). Dies 

kann möglicherweise auf die Beschleunigung von unkontrollierten Proteininteraktionen 

zurückgeführt werden, bedarf jedoch weiterer Untersuchung. Beim ungeladenen eADF4(Ω16) 

bewirkte KPi eine verringerte Interaktion mit der wässrigen Pufferumgebung, weswegen 

Protein-Protein-Wechselwirkungen begünstigt waren. Folglich wurden Partikel schon bei 

niedrigerer KPi-Konzentration (ca. 150 mM) gebildet (Abbildung 16 (VI)). Die 

Übergangsphase von Fibrillen zu Partikeln lag für eADF4(Ω16) zwischen 100 und 200  mM 

KPi, während sie bei eADF4(C16) zwischen 300 und 400 mM KPi zu finden war [271b]. Diese 

Verschiebung zu niedrigeren Partikel-Präzipitations-Konzentrationen wurde durch TEM-

Aufnahmen und einem geringeren Ammoniumsulfat-Verbrauch bei der Reinigung bestätigt.    

Weiterhin wurde in Teilarbeit VI der Einfluss von binären wässrig-organischen Mischungen 

auf das Selbstassemblierungsverhalten von eADF4-basierten Proteinen untersucht, um den 

Einbau und die stetige Freisetzung wasserunlöslicher Substanzen aus Spinnenseidengelen zu 

ermöglichen (siehe 3.3.4.). Dafür wurden wässrige Proteinlösungen anteilsmäßig mit dem 

amphiphilen, organischen Lösungsmittel Dimethylsulfoxid (5 %, 15 % und 30 % (v/v) DMSO) 

versetzt. Es wurden sowohl die Assemblierungskinetiken der Proteine anhand von 

Trübungsmessungen UV-Vis-spektroskopisch analysiert als auch die resultierenden, gelartigen 

Konstrukte auf ihre Stabilität geprüft und mittels Stereomikroskopie visualisiert (Abbildung 

16). Dabei offenbarten sich sehr deutliche, von der Proteinladung abhängige Unterschiede. 

Während die negativ geladene eADF4(C16)-Variante unabhängig von beigemengten DMSO 

in einer ähnlichen Geschwindigkeit in gleichbleibend stabile, transparente Gele assemblierte 

(Abbildung 16 (I, VII, X, XIII)), wurden die Gele der positiv geladenen eADF4(κ16)-Variante 

mit steigendem DMSO-Anteil instabiler und viskoser (Abbildung 16 (II, VIII, XI, XIV)). Da 

die Beimengung von DMSO zusätzlich zu einer Verdünnung der Proteinkonzentration und 

einer deutlichen Verlangsamung der Assemblierung führte, könnten sich diese Änderungen 

ebenfalls negativ beeinflussen und zu der verringerten Gelstabilität geführt haben. 

Interessanterweise zeigte die ungeladene eADF4(Ω16)-Variante genau entgegengesetzte 
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Eigenschaften. Mit steigender Menge an DMSO und gleichzeitiger Reduktion der 

Proteinkonzentration wurden die resultierenden „Gele“ stabiler  (Abbildung 16 (III, IX, XII, 

XV)). Anhand der Trübungsmessungen wurde ersichtlich, dass mit zunehmender DMSO-

Konzentration die Selbstassemblierung von eADF4(Ω16) langsamer ablief. Diese Ergebnisse 

zeigten deutlich, dass das amphiphile DMSO gut mit hydrophoben Bereichen in eADF4-

basierten Proteinen interagieren kann. Vor allem bei eADF4(Ω16) unterstützt DMSO die 

Selbstassemblierung durch verbesserte Proteininteraktionen gegenüber Aggregation, sodass 

sogar bei geringerer Proteinkonzentration stabilere Gele entstehen.  

3.2.1.3. Einfluss von Fusionspeptiden 

Mit der Entwicklung der zelladhäsiven eADF4(C16)-RGD Variante [246] konnte der Selbst-

assemblierungsmechanismus Peptid-funktionalisierter Seidenvarianten analysiert werden. Die 

Anwesenheit des kurzen RGD-Fusionspeptids führte dabei zu einer schnelleren Assemblierung 

im Vergleich zu eADF4(C16) [277a]. Daher wurde die Selbstassemblierung Peptid-modifizierter 

Spinnenseidenvarianten im Rahmen dieser Arbeit weiter charakterisiert (Teilarbeiten VIII 

und IX). Die beschleunigte Fibrillen-Bildung eADF4(C16)-basierter Proteine durch ein 

Fusionspeptid konnte in Teilarbeit VIII anhand von Trübungsmessungen mit eADF4(C16)-

RGD und der eADF4(C16)-RGE Kontrollvariante bestätigt werden (rote Kurven in Abbildung 

17B). Sie konnte exemplarisch auch für eADF4(C16)-KGD, eADF4(C16)-IKVAV und 

eADF4(C16)-QHREDGS nachgewiesen werden. Zusätzlich ermöglichte das RGD-

Fusionspeptid, dass eADF4(κ16) in fibrilläre Strukturen assemblierte (Abbildung 17A). Im 

Fall des ungeladenen, schnell assemblierenden eADF4(Ω16)-Proteins verlangsamte die RGD-

Modifikation dagegen die Selbstassemblierungsgeschwindigkeit. Da das RGD-Peptid mit 

Arginin (R) und Asparaginsäure (D) zwei geladene Aminosäurereste beinhaltet, wird die 

Interaktion RGD-modifizierter Varianten mit der wässrigen Pufferumgebung erhöht. Der 

beobachtete Effekt kann auf andere, modifizierte Spinnenseidenvarianten übertragen werden, 

da die Fusionspeptide ebenfalls geladene Aminosäurereste beinhalten. Diese haben vor allem 

in Kombination mit den Aggregations-anfälligen eADF4(κ16)- und eADF4(Ω16)- 

Seidenproteinen eine stabilisierende Wirkung und ermöglichen eine kontrollierte 

Assemblierung basierend auf gerichteten inter- und intramolekularen Wechselwirkungen.  

3.2.1.4. Einfluss von Zellen 

Abschließend wurde die Selbstassemblierung von eADF4(C16)-basierten Seidenproteinen in 

Anwesenheit von Zellen untersucht. Es ist zwar bekannt, dass Säugetierzellen in eADF4(C16)- 

und eADF4(C16)-RGD-Hydrogele eingekapselt werden können [263b, 263c], jedoch wurde der 

zelluläre Einfluss auf deren Assemblierungsverhalten nicht näher charakterisiert. Daher wurde 

in Teilarbeit VIII der Effekt von Zellen direkt zu Beginn der Assemblierung, aber auch 

während des exponentiellen Fibrillen-Wachstums nach der Entstehung erster Nukleations-

keime analysiert. Dafür wurden neben eADF4(C16) auch die zelladhäsive eADF4(C16)-RGD- 

und die nicht-zellbindende eADF4(C16)-RGE-Variante untersucht. Diese beiden Varianten 

eigneten sich gut zur Detektion möglicher zellulärer Unterschiede, da genau eine für die 

Zellinterkation essentielle Aminosäure ausgetauscht ist.  
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Abbildung 17: Einfluss von Peptidmodifikationen (A, B) und eingebrachten Zellen (B) auf 

die Fibrillen-und Gel-Bildung eADF4-basierter Spinnenseidenproteine. (A) TEM-Aufnahmen 

zeigen Nanofibrillen für RGD-modifizierte eADF4(C16)-, eADF4(κ16)- und eADF4(Ω16)- 

Seidenproteine. (B) Der Einfluss von BxPC3-Zellen auf das Selbstassemblierungsverhalten 

von eADF4(C16), eADF4(C16)-RGD und eADF4(C16)-RGE wurde anhand von Zeit-

abhängigen Trübungsmessungen untersucht. Das + zeigt die Zugabe der Zellen während der 

Fibrillen-Elongationsphase an, während der Pfeil die Umstrukturierung des bereits gebildeten 

Nanofibrillen-Netzwerk kennzeichnet. Modifiziert nach [273d] und reproduziert mit freundlicher 

Genehmigung des Verlags John Wiley and Sons (© 2021 The Authors. Macromolecular 

Bioscience published by Wiley‐VCH GmbH).  
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Es zeigte sich, dass die Zugabe von Zellen, sowohl von Beginn an als auch während der 

exponentiellen Fibrillen-Elongation, die Assemblierung von eADF4(C16)-RGD zunächst 

nicht beeinflusste, während bei eADF4(C16) und eADF4(C16)-RGE Unterschiede 

detektierbar waren (Abbildung 17B). Dabei schien die direkte Zellzugabe bei eADF4(C16) 

eine beschleunigende und bei eADF4(C16)-RGE eine verlangsamende Wirkung auf die 

Bildung von Nukleationskeimen zu haben (grüne Kurven in Abbildung 17B). 

Interessanterweise führte eine spätere Zellzugabe während der exponentiellen Fibrillen-

Wachstumsphase (blaue Kurven und (+) in Abbildung 17B) bei diesen beiden Varianten zu 

einer Stagnation der Fibrillen-Elongation. Dies war auf die kurzfristige Zerstörung des bereits 

aufgebauten Fibrillen-Netzwerkes durch die Zellzugabe zurückzuführen. Die negativen 

Effekte, die zur verlangsamten Assemblierung führen, traten sicherlich auch bei der RGD-

modifizierten Variante auf. Aufgrund der vorhandenen RGD-Interaktionsstellen für die Zellen, 

kam es aber zu einer zellgesteuerten Vernetzung von Proteinen und Fibrillen, welche die 

verlangsamenden Effekte ausgleichen konnte. Generell konnte in Anwesenheit von Zellen für 

alle Varianten ein intermediäres Plateau detektiert werden, welches ein Indikator für ein bereits 

gebildetes Hydrogel war (Pfeil in Abbildung 17B). Der nachfolgende, zweite Trübungsanstieg 

war ein Effekt der Neustrukturierung und Umlagerung des bereits geformten Fibrillen-

Netzwerkes um die Zellen herum, was zu einem dichter gepackten, untereinander verbundenen 

Hydrogel führte. Diese erlangten Erkenntnisse konnten wiederum in Teilarbeit IX zur 

Vorgelierung von Spinnenseidenlösungen genutzt werden, um eine homogene Zellverteilung 

in den Hydrogelen zu erreichen.  

3.2.2. Herstellung von Spinnenseidengerüsten  

Rekombinante Spinnenseidenproteine können aufgrund ihres Selbstassemblierungsverhaltens 

und mithilfe diverser Prozessierungstechniken in anwendungsbezogene Morphologien 

verarbeitet werden. In dieser Arbeit lag der Fokus auf der Prozessierung und Charakterisierung 

von Filmen (Abbildung 18) und in der Analyse von nanofibrillären Gelen und deren Potential 

für die Biofabrikation zur Herstellung hierarchischer Strukturen (Abbildung 19).  

3.2.2.1. (Gradienten-) Filme 

Flache und strukturierte Filme können einfach durch Aufbringen („Gießen“) einer 

Proteinlösung auf einem geeigneten Substrat und dem anschließenden Verdampfen des 

Lösungsmittels hergestellt werden (Abbildung 18) [260, 278]. Die Filmdicke wird dabei durch 

die initiale Proteinkonzentration und die aufgebrachte Volumenmenge definiert [279]. In den 

Teilarbeiten I, II, III, IV, V und VII wurde dieses Gieß-Verfahren genutzt, um ohne hohen 

Materialverbrauch geeignete Oberflächen für anschließende physikalische und biologische 

Charakterisierungen (siehe 3.3.1.1., 3.3.1.2., 3.3.2. und 3.3.3.1.) zu generieren. Die 

beschriebene Film-Herstellungstechnik wurde in den Teilarbeiten II und VII noch erweitert, 

um verschiedene Arten von Gradientenfilmen für die Zellkultur zu prozessieren (siehe 3.3.2.2. 

und 3.3.2.3.). In Teilarbeit II erlaubte ein optimiertes Spritzenpumpen-Setup [248] das graduelle 

Mischen von eADF4(C16) und eADF4(C16)-RGD zur Herstellung eines entgegengesetzten, 

linearen Signalgradienten im resultierenden Film. Im Gegensatz dazu wurden in Teilarbeit 

VII topographische Struktur-Gradienten mittels Photolithographie erstellt, die als Negativ-
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Abdruck für einen Stempel aus Polydimethylsiloxan (PDMS) dienten. Die hergestellten 

Stempel wurden auf Spinnenseidenlösungen aufgebracht, wodurch nach dem Verdampfen des 

Lösungsmittels ein Spinnenseidenfilm mit Oberflächen-Strukturgradienten geschaffen war.  

Im Hinblick auf die anschließenden Analysen und Anwendungen war eine hohe Stabilität 

gegenüber Flüssigkeiten nötig, was durch die zusätzliche Nachbehandlung mit primären 

Alkoholen sichergestellt wurde [278]. Die Umstrukturierung ungeordneter und α-helikaler zu 

kristallinen, β-Faltblatt-reichen Proteinbereichen wurde anhand von Fourier-Transformations-

Infrarot-Spektroskopie-Messungen (FTIR) und anschließender Fourier-Selbst-Dekonvolution 

(FSD) der Amid-I-Bande gezeigt (Teilarbeiten I und III). Rasterkraftmikroskopie-

Aufnahmen zeigten, dass die Spinnenseidenfilme eine geringe Oberflächenrauheit aufwiesen, 

sich jedoch gemäß ihrer hydrophilen und hydrophoben Aminosäurebereiche ausrichteten 

(Teilarbeiten I, III und VII). Da die Kontaktwinkel von Wasser auf allen an der Luft 

getrockneten, eADF4-basierten Spinnenseidenfilmen unter 90° lagen, wurden sie als 

hydrophile Oberflächen eingestuft (Teilarbeiten I, II, III und VII). Einzig eADF4(C16)-

Filme, die mit einem PDMS-Stempel hergestellt wurden, hatten aufgrund der Trocknung an 

der PDMS- anstelle der Luft-Grenzfläche einen deutlich hydrophoberen Charakter (Teilarbeit 

VII). Wie in den Teilarbeiten IV, V und VII gezeigt, konnten Oberflächenstrukturen sehr gut 

mittels Rasterkraft- und Rasterelektronenmikroskopie (REM) visualisiert werden. Die 

tatsächlichen Dimensionen des Strukturgradienten stimmten mit den ursprünglich designten 

überein (Teilarbeit VII). 

 

Abbildung 18: Übersicht der prozessierten, funktionalisierten Spinnenseidenfilme als 

potentielle Interaktionsoberflächen. 

 

3.2.2.2. Hydrogele, Biotinten und Biofabrikation mittels 3D Extrusions-Biodruck 

Aufgrund des bereits erwähnten Selbstassemblierungsprozesses rekombinanter Spinnen-

seidenproteine [271a] bilden sich bei geeigneter Proteinkonzentration, ohne den Einsatz 

chemischer Vernetzer, stabile, nanofibrilläre 3D Hydrogel-Netzwerke [272a] (siehe 3.2.1.). Das 

Vorhandensein eines binären organischen Lösungsmittelgemisches führte bei eADF4(C16) 
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zwar zu einer veränderten Fibrillenbildung, dennoch waren Selbstassemblierung und 

Gelformation in Gegenwart von DMSO uneingeschränkt möglich (Teilarbeit VI). Diese 

Tatsache und die Option, Säugetierzellen schon während der Gelbildung gleichmäßig in das 

Netzwerk einzukapseln [263b, 263c], eröffnen neue Möglichkeiten für die Anpassung und 

Optimierung von Gelen und (Bio-) Tinten. Die Gelbildung eADF4-basierter Spinnenseiden-

varianten wurde anhand von Trübungsmessungen verfolgt und durch nachfolgende TEM-

Aufnahmen bestätigt (Teilarbeiten VI und VIII). Außerdem wurde die zugrundeliegende 

Umstrukturierung von löslichen, unstrukturierten Proteinen zu β-Faltblatt-reichen Nano-

Fibrillen anhand von FTIR-Messungen und anschließender FSD der relevanten Amid-I-Bande 

an vollständig gelierten Gelen nachgewiesen (Teilarbeiten VI und IX). Die entstandenen, 

porösen 3D-Gel-Matrices wurde zusätzlich mittels REM visualisiert. Dabei zeigten eADF4-

basierte Hydrogele unabhängig von der verwendeten Variante (eADF4(C16), eADF4(C16)-

RGD, eADF4(C16)-RGE, eADF4(Ω16)) eine Waben-ähnliche Struktur (Teilarbeiten IV, V, 

VI und IX). Zudem weisen Spinnenseiden-basierte Gele und Biotinten scherverdünnendes, 

viskoelastisches Verhalten, gute Formstabilität und Stresskompensation („Erholung“) auf, 

weswegen sie für den 3D-Biodruck verwendet werden können [263b, 263c, 268, 274]. In der 

vorliegenden Arbeit wurden die viskoelastischen, scherverdünnenden und stress-

kompensierenden Eigenschaften weiterer Spinnenseiden-basierter Gele und Biotinten anhand 

von rheologischen Untersuchungen bestätigt (Teilarbeiten VI, VIII und IX). Zusätzlich 

konnte gezeigt werden, dass Spinnenseidenproteine, abhängig von der Formulierung und der 

genutzten Variante, zwischen 20 und 40 mg/ml zu stabilen, druckbaren (Bio-) Tinten 

assemblieren können und dadurch die mechanischen Eigenschaften angepasst werden können 

(Teilarbeiten VI, VIII und IX). Hervorzuheben ist dabei, dass diese für den Biodruck 

entscheidenden mechanischen Eigenschaften auch durch das Einbringen höherer Zelldichten 

bestehen blieben (Teilarbeiten VIII und IX). 

Beim 3D-Biodruck mit Mikroventilen wird die Menge an extrudiertem Material neben dem 

angelegten Druck zusätzlich durch die Öffnungs- und Schließzeit des Mikroventils beeinflusst, 

wodurch punktuell extrudiert werden kann. Gedruckte Spinnenseidenfilamente und die daraus 

entstandenen Gitter-Konstrukte zeigen aufgrund der intermolekularen Wechselwirkungen und 

physikalischen Vernetzung eine hohe Formtreue. [263b, 263c] Spinnenseiden-basierte Gele können 

jedoch auch mittels pneumatischen Extrusionsdruck in formstabile Konstrukte verarbeitet 

werden [268]. Dabei wird die (Bio-)Tinte alleine durch den angelegten Druck extrudiert, was bei 

gut eingestellten Druckparametern zu einem durchgehenden Filament führt. In dieser Arbeit 

wurde der pneumatische 3D-Extrusionsdruck von rekombinanten Spinnenseidengelen und 

Biotinten für Biofabrikations-Anwendungen weiter analysiert (Abbildung 19, Teilarbeiten 

VI, VIII und IX). Sowohl eADF4(C16)-basierte Hydrogele als auch Gele aus wässrig-

organischen Mischphasen bildeten wegen ihrer guten physikalischen Vernetzung im 3D-

Extrusionsdruck durchgehende Filamente aus (Teilarbeiten VI und VIII). Außerdem konnten 

diese azellulären Tinten in formstabile, mehrlagige Konstrukte, wie das Miniatur-Modell einer 

menschlichen Aortenklappe (Teilarbeit VIII) oder Spinne (Teilarbeit VI), gedruckt werden 

(Abbildung 19). Aufgrund der viskoelastischen Eigenschaften und internen Vernetzung 

konnten Überhänge und kurze Verbindungen ohne Verwendung einer Stützstruktur oder Kolla-

bieren des Konstrukts gedruckt werden. (Abbildung 19 (Pfeil), Teilarbeiten VI und VIII).  
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Abbildung 19: Übersicht der für die Biofabrikation hergestellten und mittels 3D-

Extrusionsdruck prozessierten, Spinnenseiden-basierten Gele und Biotinten. Modifiziert nach 
[273d] und [273f] und reproduziert mit freundlicher Genehmigung des Verlags John Wiley and 

Sons (© 2021 The Authors. Macromolecular Bioscience published by Wiley‐VCH GmbH, © 

2021 The Authors. Angewandte Chemie International Edition published by Wiley-VCH 

GmbH). 
 

Im Hinblick auf die Geweberegeneration ist die Verteilung und das Wachstum von Zellen in 

künstlichen Konstrukten ein entscheidender Faktor. In Vorarbeiten wurde eine Million Zellen 

pro Milliliter Seidenhydrogel eingebettet [263b, 263c]. In dieser Arbeit wurden drei eADF4(C16)-

basierte Biotinten optimiert, verarbeitet und charakterisiert (Teilarbeiten VIII und IX). Neben 

eADF4(C16) wurden die Integrin-Bindesequenz-tragende eADF4(C16)-RGD- und die nicht-

zelladhäsive eADF4(C16)-RGE-Variante analysiert. Dabei konnten höhere Zellmengen (fünf 

und zehn Millionen Zellen pro Milliliter finale Biotinte) homogen in den verschiedenen 

eADF4(C16)-Gelmatrizes verteilt werden (Teilarbeiten VIII und IX) ohne die Gelierung zu 

stören (Abbildung 17, Teilarbeit VIII). Während die eADF4(C16)- und die eADF4(C16)-

RGD-basierten Biotinten auch mit hoher Zellzahl mit gleichbleibender Qualität verdruckt 

werden konnten, kam es bei der eADF4(C16)-RGE Biotinte durch die Zugabe von Medium 

und Zellen zu einer Verschlechterung der Tinten-Performance (Abbildung 19, Teilarbeiten 

VIII und IX). Selbst mit zehn Millionen Zellen pro Milliliter Tinte konnten die extrudierten 

Filamente von eADF4(C16) und eADF4(C16)-RGD einen Abstand von 16 mm überbrücken. 

Die intermolekularen Wechselwirkungen und die physikalische Vernetzung führten zu 
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ausreichend stabilen Druckfilamenten, um diese Distanz freihängend zu überwinden. Bei 

eADF4(C16)-RGE musste ein höherer Druck angelegt werden, um überhaupt ein 

zusammenhängendes Filament extrudieren zu können, was jedoch eine Überbrückung der 

16 mm Distanz unmöglich machte (Abbildung 19, Teilarbeit VIII).  

3.3. Biologische Evaluation von rekombinanten Spinnenseidengerüsten für 

die Gewebezüchtung 

3.3.1. Biokompatibilität von Spinnenseidengerüsten 

Biokompatibilität ist die Grundvoraussetzung eines Biomaterials für dessen späteren Einsatz 

in der Biomedizin, denn diese Materialien und deren Abbauprodukte dürfen keine Immun-, 

Entzündungs- und Abstoßungsreaktionen im Körper auslösen. Da eADF4(C16) als 

Beschichtung eines Silikonimplantats und als Impfstoffträger eine gute Biokompatibilität 

beschieden wurde [249, 253b, 253c], wurden in dieser Arbeit weitere Spinnenseiden-Varianten und 

Gerüste im Hinblick auf entscheidende Biokompatibilitäts-Parameter untersucht. Dazu zählen 

Adsorption von Blutplasmaproteinen und Aktivierung der Blutkoagulation (Teilarbeit III), 

Mikrobeninteraktion (Teilarbeiten IV und V) und die Rekrutierung von Immunzellen in 

einem in vivo Rattenmodell (Teilarbeit X).  

3.3.1.1. Spezifische Adsorption von Blutplasmaproteinen und Blutkoagulation 

Die Adsorption und Umstrukturierung von Proteinen auf Materialoberflächen nach Kontakt 

mit Köperflüssigkeiten, wie Blut oder Urin, ist entscheidend für die körpereigene 

Immunantwort mit potentiellen Entzündungs- oder Abstoßungsreaktionen und somit ein 

essentieller, zu untersuchender Parameter eines Biomaterials [22a]. Mit der ungeladenen 

eADF4(Ω16)-Variante konnte in Teilarbeit III eine ladungsabhängige Charakterisierung von 

eADF4-basierten Spinnenseidenfilmen hinsichtlich der Adsorption von Blutplasmaproteinen 

und der Aktivierung der Blutkoagulation erfolgen. Dazu wurde die Interaktion von 

Spinnenseidenoberflächen mit drei Proteinkomponenten aus dem Blutplasma (Albumin 

(HSA), Immunglobulin G (IgG), Fibrinogen) sowie menschlichem Blut untersucht. Die 

Adsorption der Blutplasma-Proteine HSA, IgG und Fibrinogen auf eADF4(C16)-, 

eADF4(κ16)- und eADF4(Ω16)-Oberflächen wurde anhand von Quarz-Mikrowaagen-

Messungen (QCM-D) analysiert (Abbildung 20). Da weitere Körperreaktionen wie die 

Blutkoagulation stark von der Umstrukturierung von Fibrinogen abhängen, wurde ein Enzym-

vermittelter Immuntest (ELISA) durchgeführt (Abbildung 20). Hierbei bindet ein spezifischer 

Antikörper an eine Peptidsequenz der γ-Kette des Fibrinogens, die nur im umstrukturierten 

Zustand, nicht aber im nativen Fibrinogen zugänglich ist. Abschließend wurde die Blutkoagu-

lation und Ausbildung eines Fibrinnetzwerkes auf den Spinnenseidenfilmen mittels REM und  

konfokaler Lasermikroskopie (CLSM) nach Immunfärbung charakterisiert (Abbildung 20). 

Dabei zeigte sich sehr deutlich, dass auf der positiv geladenen eADF4(κ16)-Oberfläche eine 

erhöhte Proteinadsorption, Fibrinogen-Umstrukturierung und Blutkoagulation mit Ausbildung 

eines Fibrinnetzwerkes auftrat. Da sich diese Effekte auf den ungeladenen eADF4(Ω16)- und 

negativ geladenen eADF4(C16)-Filmen nicht zeigten, konnte von einer primär ladungs-

gesteuerten, und gering Aminosäuresequenz-abhängigen Reaktion ausgegangen werden.  
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Abbildung 20: Ladungsabhängige Adsorption von Blutplasmaproteinen (Fibrinogen, IgG, 

HSA), Umstrukturierung von Fibrinogen und Blutkoagulation auf eADF4(C16)-, 

eADF4(κ16)- und eADF4(Ω16)-Filmen. Die Proteinadsorption von Fibrinogen, IgG und 

Albumin (HSA) wurde mittels QCM-D quantifiziert, während die Umstrukturierung von 

Fibrinogen mittels ELISA mit einem selektiven anti-γ-Antikörper detektiert wurde. Die 

Blutkoagulation und Ausbildung eines Fibrinnetzwerkes wurden mithilfe von REM- und 

CLSM-Aufnahmen visualisiert. Modifiziert nach [273h] und reproduziert mit freundlicher 

Genehmigung des Verlags American Chemical Society (Copyright © 2022, American 

Chemical Society). 
 

3.3.1.2. Interaktion von Mikroben mit Spinnenseidengerüsten 

Im Hinblick auf einen Einsatz in der Gewebezüchtung ist Mikrobenbefall von Implantaten ein 

Risikofaktor [280], da eine Biofilm-Bildung von pathogenen, multi-resistenten Stämmen 

schwerwiegende Entzündungen und Abstoßungsreaktionen zur Folge haben kann. [36a, 280a] 

Daher müssen bioselektive Gerüste entwickelt werden, die die Anheftung von Mikroben auf 

Materialoberflächen unterbinden, aber das Wachstum von Säugetierzellen ermöglichen. [281] 

Ein während dieser Dissertation verfasster Übersichtsartikel (Teilarbeit XII) betrachtet 

natürliche und rekombinante Spinnenseidenmaterialien, die eine Mikrobenanheftung 

unterbinden und selektive Zellinteraktionen ermöglichen. Zudem konnte in den Teilarbeiten 

IV und V mithilfe der ungeladenen eADF4(Ω16)-Spinnenseidenvariante der mikrobielle 

Abstoßungsmechanismus von rekombinanten eADF4(C16)- und eADF3(AQ)12-basierten 

Gerüsten entschlüsselt werden. Die Interaktion mit Seidenmaterialien wurde mit Bakterien (E. 

coli, Staphylococcus aureus und Streptococcus mutans) und (Hefe-) Pilzen (Pichia pastoris 
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und Candida albicans) getestet. Anhand von Viabilitätsmessungen, Einzel-Zell-Adhäsions-

Kraftmessungen und Adhäsionsstudien mit anschließenden REM-Aufnahmen wurde ein 

molekulares Struktur-Modell für die mikrobielle Interaktion mit (rekombinanten) 

Seidenmaterialien erstellt (Abbildung 21). Dieses basiert auf der Verteilung von hydrophoben, 

kristallinen und β-Faltblatt-reichen Proteinbereichen der Seidengerüste, die als potentielle 

Interaktionsstellen für Mikroben dienen. 

 

Abbildung 21: Die Proteinsequenz-abhängige Assemblierung von Seidenproteinen führt zur 

Ausbildung von hydrophoben, β-Faltblatt-reichen Bereichen mit unterschiedlicher Größe und 

Verteilung in Seidengerüsten (flacher und strukturierter Film, Hydrogel), was eine Interaktion 

von Mikroben (E. coli (Bakterien), Pichia pastoris (Hefepilze)) unterbinden oder fördern kann. 

Die großen hydrophoben Bereiche in Bombyx mori Seide und die dichte Anordnung kleiner 

Bereiche in eADF4(Ω16) stellen Anheftungspunkte dar, während die gleichmäßig verteilten, 

hydrophoben Bereiche in eADF4(C16)-basierten Proteinen keine Interaktion zulassen. Eine 

RGD-Modifikation ermöglicht gleichzeitig eine selektive Adhäsion von Säugetierzellen. Die 

Pfeile zeigen Mikroben in 3D-Hydrogelen. Maßstab entspricht 2 µm. Modifiziert nach [242a] 

und reproduziert mit freundlicher Genehmigung des Verlags Elsevier (© 2020 The Author(s). 

Published by Elsevier Ltd.). 
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Im Vergleich zu Spinnenseide sind die β-Faltblatt-reichen Bereiche bei Bombyx mori Seide 

größer und anders orientiert [282]. Diese großen, hydrophoben Bereiche sind der Grund für die 

enorme Mikrobenbesiedelung von Fibroin-Gerüsten (Abbildung 21). Die kleineren Bereiche 

der rekombinanten Spinnenseide erlauben keine Interaktion mit Mikroben, können aber 

aufgrund ihrer Verteilung während der Assemblierung, basierend auf der primären 

Aminosäuresequenz, zu Anheftungspunkten werden. Verglichen mit eADF3-Varianten haben 

eADF4-basierte Spinnenseidenproteine einen längeren, hydrophoben poly-Alanin-Bereich und 

einen kürzeren, amorphen Sequenzabschnitt im repetitiven Modul [227]. Daher tritt bei eADF3-

basierten Proteinen ein Volumeneffekt der amorphen Bereiche auf, wodurch die kleinen, 

hydrophoben Bereiche gleichmäßig in die umgebende amorphe Matrix eingebettet sind. Da 

sich die repetitiven Module von eADF4(C16) und eADF4(Ω16) nur durch eine (geladene) 

Aminosäure unterscheiden, liegt der Grund für die unterschiedliche Assemblierung der 

hydrophoben Bereiche in der elektrostatischen Abstoßung. Bei eADF4(C16) tragen die negativ 

geladenen Glutaminsäure-Reste zur Abstoßung innerhalb des Proteins bei, wodurch kleine, 

gleichmäßig verteilte, hydrophobe Bereiche assemblieren (Abbildung 21). Die Fusion des 

RGD-Peptids beeinflusst diese Strukturierung nicht, weswegen eine bioselektive Adhäsion von 

Säugetierzellen möglich ist. Da bei eADF4(Ω16) aber keine Ladungseffekte auftreten, können 

sich die hydrophoben, β-kristallinen Bereiche viel dichter und ungleichmäßiger verteilt 

arrangieren und zu größeren hydrophoben Bereichen werden, wodurch Anheftungspunkte für 

Mikroben entstehen (Abbildung 21, Teilarbeiten IV und V).  

3.3.1.3. In vivo Biokompatibilität von Seidenhydrogelen 

Implantationsmaterialien für die Gewebezüchtung sowie deren Abbauprodukte dürfen keine 

Immun-, Entzündungs- und Abstoßungsreaktionen im Körper auslösen. In Teilarbeit X wurde 

die ausgezeichnete Biokompatibilität von eADF4(C16) und eADF4(C16)-RGD-Hydrogelen in 

vivo im Rattenmodell bestätigt. Vier Wochen nach der Implantation in einem Arteriovenösen 

Loop konnten im neu gebildeten Gewebe zwar Makrophagen, aber keine für die Immun- und 

Abstoßungsreaktion entscheidenden mehrkernigen Riesenzellen nachgewiesen werden. Eine 

spezifische Färbung von pro- und anti-inflammatorischen Makrophagen zeigte eine 

gleichmäßige Verteilung beider Zelltypen, was die hohe Biokompatibilität und das niedrige 

Stimulationsniveau der Entzündungs- und Immunantwort zeigte.  

3.3.2. Gesteuerte Interaktion von Zellen mit Spinnenseidengerüsten   

In dieser Dissertation stand die Funktionalisierung von Spinnenseidengerüsten im Fokus, um 

Interaktionen zwischen Material und Zellen zu unterstützen. Entscheidende Faktoren für eine 

erfolgreiche Gewebezüchtung sind eine gute Anheftung und ein kontinuierliches Wachstum 

der Zellen. Da Zellen in ihrer natürlichen EZM biochemischen, topographischen und 

mechanischen Reizen ausgesetzt sind, wurden zwei Übersichtsartikel (Teilarbeiten XI und 

XII) zu dieser Thematik verfasst. Teilarbeit XI befasste sich mit Modifikationsstrategien 

multifunktionaler Biomaterialien und deren (synergistischen) Effekte auf das Zellverhalten. In 

Teilarbeit XII wurden Spinnenseiden-basierte Materialien fokussiert, die die bioselektive 

Anheftung von Säugetierzellen bei gleichzeitiger Abstoßung von Mikroben zulassen.  
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3.3.2.1. Ladungsabhängige Zellinteraktion 

Eine ladungsabhängige Analyse von eADF4(C16), eADF4(κ16) und eADF4(Ω16) im Hinblick 

auf deren Effekt auf das Zellverhalten erfolgte in den Teilarbeiten I, II und III. Eine 

Schlussfolgerung aus den drei Studien war, dass positiv geladene eADF4(κ16)-Oberflächen 

bei vielen Zelltypen zelluläre Antworten stimulieren konnten. Im Gegensatz dazu, zeigte die 

ungeladene eADF4(Ω16)-Variante keine zellstimulierende Wirkung, während das negative 

eADF4(C16) Zelltyp-abhängig geringe Zellinteraktionen ermöglichte. In Teilarbeit I konnten 

humane Stammzell-induzierte (hiPSC) Kardiomyozyten auf eADF4(κ16)-Filmen adhärieren 

und über 14 Tage kultiviert werden. Die Zellen zeigten im Vergleich zu RGD-modifizierten 

Varianten (siehe 3.3.2.3.) jedoch eine geringere Zellgröße und eine teilweise diffusere 

Expression der Kardiomyozyten-spezifischen Markerproteine (sarkomerisches α-Aktinin, 

kardiäres Troponin I und Connexin 43) sowie unregelmäßiges Schlagverhalten. Auf 

eADF4(C16) und eADF4(Ω16)-Oberflächen konnten die Zellen dagegen nicht anhaften. In 

Teilarbeit III unterstützte die positive Ladung von eADF4(κ16)-Beschichtungen zwar die 

Adhäsion von humanen BJ Haut-Fibroblasten, humanen HaCaT-Keratinozyten und neuronalen 

B50 Rattenzellen nach vier Stunden, ein Zellwachstum über sieben Tage war jedoch auf keiner 

der drei untersuchten Spinnenseidenvarianten besser als auf der Kontrolle (behandeltes 

Polystyrol). Durch die systematische Interaktionsanalyse von elf unterschiedlichen Zelltypen 

mit eADF4(C16), eADF4(κ16) und eADF4(Ω16) in Teilarbeit II wurde deutlich, dass das 

ungeladene eADF4(Ω16) als durchgehend zellabweisend (zytophob) eingestuft werden kann, 

da keiner der untersuchten Zelltypen gut auf dieser Variante anhaften konnte. Da auf positiv 

geladenen eADF4(κ16)-Filmen fast alle untersuchten Zelltypen, mit Ausnahme von humanen 

MG63 Knochen-Fibroblasten, eine moderate bis sehr gute Adhäsion und gutes Spreitverhalten 

zeigten, wurde diese Variante als zellbindend (zytophil) eingeordnet. Wie in Vorarbeiten 

bereits beschrieben [246, 255a, 256], wurden negativ geladene eADF4(C16)-Oberflächen per se als 

zytophob eingestuft, da die adhärenten Zellen eine runde Morphologie mit wenig F-Aktin-

Expression aufwiesen.  

3.3.2.2. Topographie-abhängige Zelladhäsion 

Da Zellen in der natürlichen EZM durch Topographie stimuliert werden, können entsprechende 

Modifikationen zu einer verbesserten Zellinteraktion mit künstlichen Zellkulturgerüsten führen 
[283]. In Teilarbeit VII wurden zytophobe eADF4(C16)-Filme mit Oberflächenstruktur-

gradienten, bestehend aus acht unterschiedlichen geometrischen Formen im Größenbereich 

von 40 µm bis 100 µm, modifiziert, um Zellinteraktionsstellen zu schaffen. Durch die 

Verwendung dieses Größengradienten und die systematische Analyse von acht Zelllinien aus 

verschiedenen Ursprungsgeweben zeigte sich, dass Zellen sehr unterschiedlich auf 

topographische Strukturen reagierten. In den CLSM-Aufnahmen (Abbildung 22) ist deutlich 

erkennbar, dass humane BJ Haut-Fibroblasten sehr stark durch Oberflächentopographie 

stimuliert werden, weil sie fast ausschließlich in den Vertiefungen anhafteten und ihre Zellform 

gemäß der vorgegebenen Form ausrichteten („Kontaktführung“). Da humane HaCaT-

Keratinozyten auf flachen und strukturierten Filmen ähnlich anhafteten, wurden sie nicht durch 

die Topographie beeinflusst. Durch den Größengradienten konnte zudem ein Zusammenhang 

zwischen Zell- und Struktur-Größe im Adhäsionsverhalten ausgewählter Zellen gezeigt 
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werden. Humane BJ Haut-Fibroblasten und RN22 Ratten-Schwann-Zellen adhärierten 

unabhängig von der Größe in allen Vertiefungen, während kleinere Oberflächenstrukturen die 

Ausrichtung von humanen MG63 Knochen- und neuronalen B50 Ratten-Zellen mit geringerer 

Zellkörpergröße förderten (Teilarbeit VII).  

 

 

Abbildung 22: CLSM-Aufnahmen von acht Zelllinien (humane BJ-Haut-Fibroblasten, 

embryonale Balb 3T3 Maus-Fibroblasten, humane MG63 Knochen-Fibroblasten, B50 

neuronale Ratten-Zellen, neuronale NG108 Hybrid-Zellen, RN22 Ratten-Schwann-Zellen, 

C2C12 Maus-Myoblasten und humane HaCaT-Keratinozyten) auf strukturierten eADF4(C16)-

Filmen nach vier Stunden und Färben des F-Aktin-Zytoskeletts (Phalloidin-Rhodamin) und des 

Zellkerns (4‘6-Diamidin-2-Phenylindol (DAPI)). DAPI interagiert auch mit dem Spinnen-

seidenprotein, weswegen die Oberflächen-Vertiefungen auch angefärbt sind. Modifiziert nach 
[273g] und reproduziert mit freundlicher Genehmigung des Verlags John Wiley and Sons (© 

2022 The Authors. Advanced Materials Interfaces published by Wiley‐VCH GmbH). 

Selektive Adhäsion aufgrund der Oberflächentopographie 
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3.3.2.3. Gerichtete Zellstimulation durch Fusionspeptide 

Generell sind eine gute Adhäsion und kontinuierliches Wachstum von Zellen essentiell für die 

erfolgreiche Bildung und Regeneration von Geweben. Dabei sind die selektive Anhaftung und 

Proliferation von ausgewählten Zelltypen notwendig. In den letzten Jahrzehnten konnten viele 

zelluläre Bindemotive in EZM-Molekülen identifiziert werden [55c, 112c, 284]. In Vorarbeiten 

wurde die zelladhäsive eADF4(C16)-RGD-Variante entwickelt. [246] In dieser Dissertation 

wurden eADF4(C16), eADF4(κ16) und eADF4(Ω16) neben RGD mit fünf weiteren potentiell 

zelladhäsiven Fusionspeptiden aus natürlichen EZM-Proteinen modifiziert, um eine gerichtete 

Interaktion mit Zellrezeptoren zu induzieren. Dabei bestätigte sich, dass RGD-modifizierte 

Spinnenseidenfilme unabhängig von der Ladung der Seidenvariante Adhäsion und Wachstum 

von Zellen ermöglichten (Teilarbeiten I und II). In Teilarbeit I konnten hiPSC-

Kardiomyozyten auf RGD-funktionalisierten Seidenfilmen anheften, kontrahieren sowie auf 

Medikamenten-Behandlung reagieren. Außerdem waren in Teilarbeit II alle elf untersuchten 

Säugetierzelllinien in der Lage in hoher Anzahl auf den RGD-modifizierten Seidenfilmen zu 

adhärieren (Abbildung 23). Zusätzlich zeigte ein Gradientenfilm aus eADF4(C16) und 

eADF4(C16)-RGD, dass die Zelladhäsion von embryonalen Balb 3T3 Maus-Fibroblasten mit 

steigender RGD-Konzentration zunahm. Zudem bestätigte die stetige Proliferation 

ausgewählter Zelllinien über sieben Tage die gerichtete Zellinteraktion mit den RGD-Peptiden 

(Teilarbeit II).  

In Teilarbeit II offenbarte sich außerdem, dass die fusionierte KGD-Sequenz eine sehr 

selektive Adhäsion von C2C12 murinen Myoblasten auf Seidenoberflächen ermöglichte 

(Abbildung 23). Da die anderen zehn analysierten Zelltypen nicht bzw. wesentlich schwächer 

auf der eADF4(C16)-KGD Variante adhärieren konnten, wurde von einer spezifischen 

Wechselwirkung zwischen C2C12-Oberflächenrezeptoren und Oberflächen-exponierten 

KGD-Peptiden ausgegangen. Zusätzlich bestätigte ein Co-Kultur Experiment mit C2C12 

Maus-Myoblasten und neuronalen B50 Ratten-Zellen die selektive Anheftung der 

Muskelzellen auf KGD-modifizierten Oberflächen. Zellbindende eADF4(C16)-RGD 

Oberflächen dienten dabei als Kontrolle, da beide Zelltypen bereits nach zwei Stunden 

Inkubationszeit auf dieser Seidenvariante adhärieren konnten (Abbildung 23).  

3.3.3. Biologische Abbaubarkeit von Spinnenseidengerüsten 

Die Biodegradation eines Biomaterials sollte an das jeweilige biomedizinische Anwendungs-

gebiet angepasst sein. Dementsprechend wird zwischen Langzeit-stabilen Materialien mit 

geringen Abbauraten und hoher Verschleißbeständigkeit, wie Implantat-Beschichtungen, und 

schnell abbaubaren Materialien, wie Medikamententrägern und Depots, unterschieden. 

Dazwischen finden sich noch Materialien für die Regeneration und den Aufbau von Geweben, 

bei denen die Biodegradation simultan mit dem Aufbau einer neuen EZM einhergeht.[285] In 

dieser Arbeit wurde zum einen ein enzymatischer in vitro Abbau von eADF3- und eADF4-

basierten Beschichtungen (Teilarbeit III) und zum anderen der in vivo Abbau eADF4(C16)-

basierter Hydrogele in einem Rattenmodell analysiert (Teilarbeit X).  
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Abbildung 23: Im Vergleich der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen von Filmen mit 

dem zellbindenden RGD-Peptid ermöglicht das KGD-Peptid eine selektive Interaktion von 

C2C12-Maus-Myoblasten, während andere Zelltypen gar nicht oder wesentlich schwächer 

interagieren (Aktin-Zytoskelett (Phalloidin-Rhodamin), Zellkern (DAPI)). Interaktionen 

aufgrund von unspezifischer Proteinadsorption von Serumkomponenten sind vernachlässigbar. 

In einer Co-Kultur von murinen C2C12-Myoblasten (grün, SYTO-Grün) und neuronalen B50 

Rattenzellen (rot, Zell-Tracker-Rot) konnten C2C12-Moyblasten nach vier Stunden anhaften 

und spreiten, während nicht-adhärente B50-Zellen rund vorlagen und von den eADF4(C16)-

KGD-Oberflächen abgewaschen werden konnten. Modifiziert nach [273b] und reproduziert mit 

freundlicher Genehmigung des Verlags John Wiley & Sons (© 2023 The Authors. Advanced 

Healthcare Materials published by Wiley‐VCH GmbH). 
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3.3.3.1. Spinnenseidenprotein-abhängige in vitro Degradation  

In Teilarbeit III wurde der Abbau von verschiedenen Spinnenseidenbeschichtungen mit dem 

Protease Mix PXIV aus Streptomyces griseus (Typ XIV, unspezifische Degradation) und dem 

Kollagenase Mix CHC aus Clostridium histolyticum (Typ IA, Schnittstelle -/P/X↓G/P/-, wobei 

X eine neutrale Aminosäure darstellt) über 15 Tage charakterisiert. Während eADF3-basierte 

Beschichtungen durch beide Enzym-Mischungen innerhalb von zwei Tagen vollständig 

abgebaut waren, zeigten sich bei den eADF4-Varianten ladungsspezifische Unterschiede. Die 

ungeladene eADF4(Ω16)- und die negativ geladene eADF4(C16)-Variante wiesen eine 

langsame Degradation auf, während positiv geladene eADF4(κ16)-Filme deutlich schneller 

durch den Protease Mix abgebaut wurden. Aufgrund des schnellen Degradationsverhaltens 

können eADF3-Varianten als Träger oder Depots für schnell freizusetzende Medikamente 

fungieren. Wenngleich Ladungs-abhängige Leistungsunterschiede auftraten, eignen sich die 

proteolytisch stabileren eADF4-Varianten für biomedizinische Anwendungen, zum Beispiel 

als Implantat-Beschichtung.  

3.3.3.2. Langsame in vivo Biodegradation im Rattenmodell 

Um die Stabilität und die biologische Abbaubarkeit von eADF4(C16)-basierten Morphologien 

näher zu untersuchen, wurde in Teilarbeit X die in vivo Biodegradation von eADF4(C16)- und 

eADF4(C16)-RGD-Hydrogelen nach Implantation in einem Arteriovenösen-Loop-Modell 

analysiert. Für den natürlichen Abbau sind Matrix-Metallo-Proteasen (MMP) verantwortlich 
[286]. Nach vier Wochen zeigte eine spezifische MMP-3-Färbung beider Seidengel-Varianten 

ein erhöhtes Vorkommen dieses Abbau-Enzyms. Da MMP-3 vorwiegend im neu gebildeten, 

vaskularisierten Gewebe der jeweiligen Konstrukte nachgewiesen wurde, ist davon 

auszugehen, dass der biologische Abbau der Seidenmatrix simultan mit der Entwicklung von 

neuer EZM und funktionalem Gewebe einhergeht. Der langsame Abbau eADF4(C16)-basierter 

Varianten konnte anhand von zwei und vier Wochen lang implantierten Hydrogelen bestätigt 

werden, weil sowohl die Größe als auch das Gewicht der Konstrukte über die Zeit abnahm. 

3.3.4. Gezielte Freisetzung bioaktiver Substanzen aus Spinnenseidengerüsten 

In der Krebstherapie werden Wirkstoffdepots zur Freisetzung bioaktiver Substanzen genutzt, 

um erkrankte Zellen gezielt zu bekämpfen und zu töten [287]. Diverse Einschränkungen, wie 

suboptimale biologische Verteilung sowie mangelnde und zeitlich begrenzte Stabilität, 

erschweren jedoch die Verwendung von Arzneistoffen [180d, 180f, 180g]. In dieser Dissertation 

konnte gezeigt werden, dass sich Spinnenseiden-basierte Gel-Systeme zur kontinuierlichen 

Freisetzung hydrophober und hydrophiler Wirkstoffe eignen (Abbildung 24). Um den Einbau 

und die stetige Freisetzung wasserunlöslicher, hydrophober Substanzen zu ermöglichen, 

wurden in Teilarbeit VI eADF4(C16)-Gele aus binären wässrig-organischen Mischungen als 

Wirkstoffdepots getestet. Durch die anteilige Verwendung (ein Drittel) des amphiphilen 

organischen Lösungsmittels DMSO konnte das schlecht wasserlösliche Krebsmedikament 6-

Mercaptopurin [288] gleichmäßig in den Spinnenseidengelen verteilt werden, während der 

Wirkstoff in reinen Hydrogelen aggregierte. Der nicht-kovalente Einbau in der organischen 

Phase der Gele erlaubte anschließend eine kontinuierliche Freisetzung des hydrophoben 

Wirkstoffs aus dem Geldepot (Gel aus binären Mischungen, Abbildung 24). In Teilarbeit IX 
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wurden hingegen Spinnenseiden-basierte Biotinten zur stetigen Freisetzung eines Wirkstoffes 

(TNFR2-Fc-GpL, basierend auf Etanercept zur Behandlung von rheumatischen Erkrankungen 

und Psoriasis [289]) für die zielgerichtete Therapie entwickelt (Biotinte, Abbildung 24). Es 

zeigte sich, dass sowohl Biotinten aus eADF4(C16) als auch eADF4(C16)-RGD das Wachstum 

von HEK293 Produktionszellen förderten. Zudem konnte die kontinuierliche Produktion und 

Freisetzung des wasserlöslichen TNFR2-Fc-GpL Reporter-Fusionsproteins über einen 

Zeitraum von 14 Tagen anhand der angebrachten Luziferase aus Gaussia princeps (GpL) 

verfolgt werden. Die biologische Aktivität der extrazellulären TNFR2-Domäne wurde anhand 

der Interleukin-8 (IL-8) Produktion von HeLa-Zellen verifiziert. Normalerweise regt die 

Bindung des Tumor-Nekrose-Faktors (TNF) mit HeLa-Oberflächenrezeptoren (TNFR2) die 

pro-inflammatorische IL-8-Produktion an. In Anwesenheit des Fusionsproteins interagieren 

dessen TNFR2-Ligandenbindungsdomänen mit TNF, was eine Stimulation und IL-8-

Produktion der HeLa-Zellen verhindert, und somit zu geringeren Entzündungsreaktionen führt 

(Abbildung 24).  

 

Abbildung 24: eADF4(C16)-basierte 3D-Spinnenseidenmatrizes als potentielle Wirkstoff-

freisetzende Depots. Während in Hydrogele wasserlösliche, hydrophile Substanzen eingebaut 

werden, können hydrophobe Wirkstoffe in Gele aus binären Mischungen (Wasser/DMSO) 

formuliert und kontinuierlich freigesetzt werden. Zusätzlich können Produktionszellen in 

Spinnenseiden-Biotinten eingekapselt werden, um stetig ein wasserlösliches, therapeutisches 

Reporter-Fusionsprotein (TNFR2-Fc-GpL) zu produzieren und freizusetzen. TNFR2-Fc-GpL 

fängt den pro-inflammatorisch wirkenden TNF ab, wodurch eine Entzündungsreaktion (IL-

Produktion) verhindert oder eingedämmt wird.  
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3.3.5. Vaskularisierbarkeit von Spinnenseidengerüsten 

Da die freie Diffusionsgrenze von Substanzen in einem Konstrukt/Gewebe etwa 200 µm 

beträgt, ist die Vaskularisierung von künstlichen Gewebegerüsten durch Ausbildung neuer 

Blutgefäße eine Grundvoraussetzung für die Versorgung mit Sauerstoff und Nährstoffen sowie 

den Abtransport von Stoffwechselprodukten nach der Implantation [276]. In Teilarbeit X wurde 

analysiert, wie eADF4(C16)- und eADF4(C16)-RGD-Hydrogele in einem Arteriovenösen-

Loop-Modell in vivo nach der (subkutanen) Implantation in Ratten vaskularisiert werden. Das 

Augenmerk lag dabei auf der Bildung von neuem Gewebe, besonders von Blutgefäßen im 

Rahmen der Angiogenese, auf möglichen Inflammations- und Immunreaktionen (siehe 

3.3.1.3.) und der Bioabbaubarkeit (siehe 3.3.3.2.) nach zwei bzw. vier Wochen. Anhand einer 

µ-Computertomographischen (µCT) Analyse konnten der ursprüngliche Loop und die davon 

abzweigenden, neu gebildeten Blutgefäße innerhalb beider Hydrogel-Spezies visualisiert 

werden. Dabei unterstützten eADF4(C16)-RGD-Hydrogele die Absprossung und Bildung 

neuer Blutgefäße deutlich stärker als die eADF4(C16)-Variante (Abbildung 25). 

 

Abbildung 25:. Die Vaskularisierung von eADF4(C16)- und eADF4(C16)-RGD-Hydrogelen 

wurde in vivo in einem Arteriovenösen-Loop-Modell in der Ratte untersucht. Die Bildung 

neuer Blutgefäße (Angiogenese) wurde nach vier Wochen anhand von µCT-Aufnahmen sowie 

spezifischer α-SMA- und vWF-Färbung histologischer Querschnitte gezeigt. Modifiziert nach 
[273c] und reproduziert mit freundlicher Genehmigung des Verlags IOP Publishing (© 2021 The 

Author(s). Published by IOP Publishing Ltd).  

Histologische, Hämatoxylin/Eosin-gefärbte Querschnitte der Konstrukte bestätigten ebenfalls 

die Bildung von neuem Vaskulargewebe in der Umgebung des Loops. In beiden Hydrogel-

Varianten zeigte die spezifische Färbung von Glattmuskel-Aktin (α-SMA) die neu gebildeten 
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Blutgefäße, während die Immun-Färbung des von-Willebrand-Faktors (vWF) das 

Vorhandensein von Endothelzellen an den Blutgefäßwänden  verdeutlichte (Abbildung 25). 

Generell waren eADF4(C16)-RGD-Konstrukte im Vergleich mit eADF4(C16)-Gerüsten 

stabiler und wiesen eine deutlich höhere Anzahl an neuen Blutgefäßen auf. Die Ergebnisse aus 

Teilarbeit X bestätigten somit, dass sich eADF4(C16)-basierte Spinnenseiden-Hydrogele sehr 

gut für die Gewebezucht eignen und eine Modifikation mit dem Integrin-bindenden RGD-

Peptid die Neubildung von Gewebe entscheidend fördert. 

 

3.4. Fazit und Ausblick 

Diese Dissertation konnte zeigen, dass rekombinante Spinnenseidengerüste aufgrund ihrer 

intrinsischen Eigenschaften (z.B. Biokompatibilität, Mikrobenabstoßung, Abbaubarkeit) 

vielfältig in der Gewebezüchtung eingesetzt werden können. Die vielseitige Prozessierbarkeit 

und diverse Funktionalisierungsmethoden ermöglichen die Herstellung angepasster Gerüste für 

spezifische Anwendungen. Die hier gewonnen Erkenntnisse können in Zukunft beispielsweise 

genutzt werden, um Implantatoberflächen gewebespezifisch zu modifizieren. Die Freisetzung 

bioaktiver Wirkstoffe kann genutzt werden, um gewünschte Zell-Interaktionen zu induzieren. 

Zusätzlich können anhand der identifizierten, selektiven Materialien hierarchisch strukturierte 

Gewebe entwickelt werden, die aus verschiedenen Zelltypen, Morphologien, Signalstoffen und 

Gradienten bestehen.  
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Die Ergebnisse dieser Studie wurden bereits im Journal Materials Today veröffentlicht und 

werden hier mit freundlicher Genehmigung des Verlags Elsevier reproduziert (© 2020 The 

Author(s). Published by Elsevier Ltd.).  

Kumari, S.*; Lang, G.*; DeSimone, E.; Spengler, C.; Trossmann, V. T.; Lücker, S.; Hudel, 

M.; Jacobs, K.; Krämer, N. & Scheibel, T. (2020) Engineered spider silk-based 2D and 3D 

materials prevent microbial infestation. Materials Today 41: 21. 

https://doi.org/10.1016/j.mattod.2020.06.009 

* gleichberechtigte Co-Autorenschaft 

Die Konzeption dieser Studie wurde von Sushma Kumari, Gregor Lang und Thomas Scheibel 

entwickelt. Sushma Kumari führte die in vitro Versuche zur Abstoßung von E. coli und P. 

pastoris sowie die Co-Kultur-Experimente mit Säugetierzellen auf Filmen und Hydrogelen 

durch. Gregor Lang bereitete flache und strukturierte Seidenoberflächen vor, führte die REM-

Messungen durch und analysierte die Daten. Elise DeSimone unterstützte die 3D-Co-Kultur-

Experimente. Das Gen-Design, die rekombinante Herstellung und die biochemische Analyse 

des ungeladenen eADF4(Ω16)-Spinnenseidenproteins erfolgte durch mich. Ferner assistierte 

ich Sushma Kumari bei der Vorbereitung und Handhabung der eADF4(Ω16)-Proben. Susanne 

Lücker, Martina Hudel und Norbert Krämer führten die in vitro Versuche mit S. mutans und 

C. albicans durch. Die Vorbereitung und anschließenden Kraft-Distanz-Messungen der Proben 

erfolgten durch Christian Spengler und Karin Jacobs. Nach wissenschaftlicher Diskussion der 

Ergebnisse mit allen Autoren wurde das Manuskript von Sushma Kumari und Gregor Lang 

verfasst. Elise DeSimone, Christian Spengler, Karin Jacobs, Thomas Scheibel und ich leisteten 

schriftliche Beiträge und editierten das Manuskript.  

 

Teilarbeit V 

Die Ergebnisse dieser Studie wurden bereits im Journal Data in Brief veröffentlicht und werden 

hier mit freundlicher Genehmigung des Verlags Elsevier reproduziert (© 2020 The Author(s). 

Published by Elsevier Inc.). 

 Kumari, S.*; Lang, G.*; DeSimone, E.; Spengler, C.; Trossmann, V. T.; Lücker, S.; Hudel, 

M.; Jacobs, K.; Krämer, N. & Scheibel, T. (2020) Data for microbe resistant engineered 

recombinant spider silk protein based 2D and 3D materials. Data in Brief 32: 106305. 

https://doi.org/10.1016/j.dib.2020.106305 

* gleichberechtigte Co-Autorenschaft 

Da Teilarbeit V ist als eigenständig publizierte Supporting Information mit weiteren Daten und 

Informationen zu Teilarbeit IV zu verstehen ist, decken sich die Autoren und die Beschreibung 

der Anteile (inkl. Eigenanteile) mit Teilarbeit IV. Daher wird auf die Beschreibung von 

Teilarbeit IV verwiesen.  
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Teilarbeit VI 

Die Ergebnisse dieser Studie wurden bereits im Journal Angewandte Chemie International 

Edition veröffentlicht und werden hier mit freundlicher Genehmigung des Verlags John Wiley 

and Sons reproduziert (© 2021 The Authors. Angewandte Chemie International Edition 

published by Wiley-VCH GmbH).  

Neubauer, V. J.; Trossmann, V. T.; Jacobi S.; Döbl, A. & Scheibel, T. (2021) Recombinant 

Spider Silk Gels Derived from Aqueous-Organic Solvents as Depots for Drugs. Angewandte 

Chemie International Edition 60: 11847. 

https://doi.org/10.1002/anie.202103147 

 

Deutsche Version 

Neben der englischen Version wurde auch eine deutschsprachige Variante im Journal 

Angewandte Chemie veröffentlicht und wird hier mit freundlicher Genehmigung des Verlags 

John Wiley and Sons reproduziert (© 2021 Die Autoren. Angewandte Chemie veröffentlicht 

von Wiley-VCH GmbH).  

Neubauer, V. J.; Trossmann, V. T.; Jacobi S.; Döbl, A. & Scheibel, T. (2021) Rekombinante 

Spinnenseidengele aus wässrig-organischen Mischphasen als Wirkstoffdepots. Angewandte 

Chemie 133: 11953.  

https://doi.org/10.1002/ange.202103147 

 

Das Konzept dieser Studie wurde von Vanessa J. Neubauer und Thomas Scheibel entworfen. 

Die Methode der Dialyse gegen ein organisches Lösungsmittel zur Herstellung von Gelen 

wurde von Vanessa J. Neubauer mit ihrer Forschungsstudentin Sofia Jacobi etabliert. Die 

Assemblierungskinetiken der Spinnenseidenproteine mit anschließender mikroskopischer 

Analyse wurden von mir durchgeführt. Sofia Jacobi erstellte das Freisetzungsprofil für 

Fluorescein und bereitete Proben für REM-Messungen mit Hendrik Bargel und TEM-

Aufnahmen mit Anika Winkler vor. Weiterhin unterstützte sie Vanessa J. Neubauer bei den 

rheologischen Messungen. Die Rheologie-Auswertung und die Sekundärstruktur-Bestimmung 

anhand von ATR-FTIR-Spektroskopie erfolgte durch Vanessa J. Neubauer. Die 3D-

Druckversuche und die Bildaufnahmen erfolgten in Zusammenarbeit von Vanessa J. Neubauer, 

Annika Lechner und mir. Annika Lechner erstellte zudem das Wirkstofffreisetzungs-Profil von 

β-Mercaptopurin. Die wissenschaftliche Diskussion der Ergebnisse durch Vanessa J. 

Neubauer, Thomas Scheibel und mich führte zur Entwicklung eines Assemblierungsmodells 

in Anwesenheit von organischem Co-Lösungsmittel. Das Manuskript wurde von Vanessa J. 

Neubauer verfasst und von allen Autoren editiert und vollendet.    
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Teilarbeit VII 

Die Ergebnisse dieses Projekts wurden bereits im Journal Advanced Materials Interfaces 

veröffentlich und werden hier mit freundlicher Genehmigung des Verlags John Wiley and Sons 

reproduziert (© 2022 The Authors. Advanced Materials Interfaces published by Wiley‐VCH 

GmbH).  

Lentz, S.*; Trossmann, V. T.* & Scheibel, T. (2022) Selective Topography Directed Cell 

Adhesion on Spider Silk Surfaces. Advanced Materials Interfaces 10: 2201936. 

https://doi.org/10.1002/admi.202201936 

* gleichberechtigte Co-Autorenschaft 

Das Projekt wurde von Sarah Lentz, Thomas Scheibel und mir konzeptioniert. Die Methodik 

zur Herstellung strukturierter Oberflächen-(Gradienten) mittels Photolithographie wurde von 

Sarah Lentz mit Unterstützung ihres Forschungsstudenten Marcel Höferth etabliert. Die 

strukturierten Spinnenseidenfilme wurden von Sarah Lentz und mir hergestellt. Sarah Lentz 

übernahm die Charakterisierung dieser Filme anhand von REM-Aufnahmen sowie AFM-, 

GATR-FTIR- und Wasser-Kontaktwinkelmessungen mit der entsprechenden Datenanalyse. 

Die Zellkulturexperimente mit anschließender Färbung sowie Licht- und Fluoreszenz-

mikroskopie wurden von mir in Zusammenarbeit mit Sarah Lentz durchgeführt. Während 

Sarah Lentz die Bildaufnahmen mittels REM übernahm, führte ich die konfokale 

Lasermikroskopie der Proben durch. Das Manuskript wurde von mir mit Unterstützung von 

Sarah Lentz verfasst und von Thomas Scheibel editiert.   

 

Teilarbeit VIII 

Die Ergebnisse dieser Studie wurden bereits im Journal Macromolecular Bioscience 

veröffentlicht und werden hier mit freundlicher Genehmigung des Verlags John Wiley and 

Sons reproduziert (© 2021 The Authors. Macromolecular Bioscience published by Wiley‐VCH 

GmbH).  

Lechner, A.*; Trossmann, V. T.* & Scheibel, T. (2021) Impact of Cell Loading of 

Recombinant Spider Silk Based Bioinks on Gelation and Printability. Macromolecular 

Bioscience 22: 2100390.   

https://doi.org/10.1002/mabi.202100390 

* gleichberechtigte Co-Autorenschaft 

Annika Lechner, Thomas Scheibel und ich entwarfen das Konzept dieser Studie. Annika 

Lechner stellte eADF4(C16)-Hydrogele her und führte den Druck-Vergleich anhand von 3D-

gedruckten Hydrogelen in Form von menschlichen Aortenklappen durch und etablierte den 

Filament-Kollaps-Test. Die rheologischen Messungen von Hydrogelen (Temperatur-abhängig) 

und von Biotinten mit anschließender Datenauswertung erfolgte durch Annika Lechner. Die 

Biotinten wurden von mir hergestellt. Die Aufnahme der Gelierungskinetiken erfolgte durch 

mich. Der Filament-Kollaps-Test verschiedener Spinnenseiden-Biotinten wurde von Annika 
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Lechner und mir durchgeführt und mikroskopisch von mir analysiert. Die Zellkultur und die 

Analyse der Viabilität erfolgten durch mich. Annika Lechner und ich werteten die Ergebnisse 

aus und diskutierten diese mit Thomas Scheibel. Annika Lechner und ich verfassten das 

Manuskript und stellten dieses nach dem Editieren durch Thomas Scheibel fertig. 

 

Teilarbeit IX 

Die Ergebnisse dieser Studie wurden bereits im Journal Biomacromolecules veröffentlicht und 

werden hier mit freundlicher Genehmigung des Verlags American Chemical Society 

reproduziert (Copyright © 2022, American Chemical Society). 

Trossmann, V. T.*; Heltmann-Meyer, S.*; Amouei, H; Wajant, H.; Horch, R. E.; Steiner, D.§ 

& Scheibel, T.§ (2022) Recombinant Spider Silk Bioinks for Continuous Protein Release by 

Encapsulated Producer Cells. Biomacromolecules 23: 4427. 

https://doi.org/10.1021/acs.biomac.2c00971 

* gleichberechtigte Co-Autorenschaft 

§ gleichberechtige korrespondierende Co-Autorenschaft 

Stefanie Heltmann-Meyer, Dominik Steiner, Thomas Scheibel und ich entwarfen das Konzept 

dieser Studie. Ich habe die Hydrogele und Biotinten prozessiert und die Sekundärstruktur 

anhand von GATR-FTIR-Spektroskopie sowie die mechanischen Eigenschaften mittels 

rheologischer Charakterisierung mit anschließender Datenauswertung ermittelt. Claudia 

Stemmann führte REM- und Anika Winkler TEM-Messungen durch. Weiterhin übernahm ich 

Zellfärbungen mit anschließender konfokaler Lasermikroskopie. Ich verarbeitete die Biotinten 

mittels 3D Biodruck und dokumentierte die gedruckten Konstrukte mittels Stereomikroskopie-

Aufnahmen. Stefanie Heltmann-Meyer führte den WST-8- und den Luziferase-Test durch und 

ermittelte die Freisetzung des Fusionsproteins mit entsprechender Datenanalyse. Die HEK293 

Produktionszellen wurden von Hanna Amouei hergestellt. Hanna Amouei führte zudem den 

Western Blot und das TNF-Neutralisierungs-Experiment zum Aktivitätsnachweis durch. Nach 

wissenschaftlicher Diskussion der Ergebnisse wurde das Manuskript von mir verfasst. Die 

anderen Autoren editierten das Manuskript, welches von Thomas Scheibel und mir fertig 

gestellt wurde.  

 

Teilarbeit X 

Die Ergebnisse dieser Studie wurden bereits im Journal Biofabrication veröffentlicht und 

werden hier mit freundlicher Genehmigung des Verlags IOP Publishing reproduziert (© 2021 

The Author(s). Published by IOP Publishing Ltd).  

Steiner, D.; Winkler, S.; Heltmann-Meyer, S.; Trossmann, V. T.; Fey, T.; Scheibel, T.; Horch, 

R. E. & Arkudas, A. (2021) Enhanced vascularization and de novo tissue formation in 

hydrogels made of engineered RGD-tagged spider silk proteins in the arteriovenous loop 

model. Biofabrication 13: 045003. 

https://doi.org/10.1088/1758-5090/ac0d9b 
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Das Konzept dieser Studie wurde von Stefanie Heltmann-Meyer, Dominik Steiner, Thomas 

Scheibel und mir erstellt. Die Spinnenseiden-Hydrogele wurden von mir unter sterilen 

Bedingungen hergestellt. Stefanie Heltmann-Meyer und Sophie Winkler führten die 

Implantations- und Explantations-Experimente durch und stellten die Versorgung der 

Versuchstiere sicher. Die µCT-Analysen wurden von Tobias Fey durchgeführt. Die 

Anfertigung histologischer Schnitte und Antikörper-Färbungen erfolgte durch Ilse Arnold-

Herberth, während Stefanie Heltmann-Meyer und Sophie Winkler die anschließenden 

Bildaufnahmen mit Auswertung durchführten. Nach wissenschaftlicher Diskussion der 

Ergebnisse mit allen Autoren wurde das Manuskript von Dominik Steiner verfasst, von allen 

Autoren editiert und fertig gestellt.  

 

Teilarbeit XI 

Dieser Übersichtsartikel wurde bereits im Journal ACS Applied Materials & Interfaces 

veröffentlicht und wird hier mit freundlicher Genehmigung des Verlags American Chemical 

Society reproduziert (Copyright © 2020, American Chemical Society).  

Mertgen, A.-S.*; Trossmann, V. T.*.; Guex, A. G.§; Maniura-Weber, K.; Scheibel, T. & 

Rottmar, M.§ (2020) Multifunctional Biomaterials: Combining Material Modification 

Strategies for Engineering of Cell-Contacting Surfaces. ACS Applied Materials & Interfaces 

12: 21342.  

https://doi.org/10.1021/acsami.0c01893 

* gleichberechtigte Co-Autorenschaft 

§ gleichberechtige korrespondierende Co-Autorenschaft 

Die Konzeptionierung dieses Übersichtsartikels begannen Anne-Sophie Mertgen und Markus 

Rottmar. Anne-Sophie Mertgen und ich führten Literaturrecherchen durch, formulierten 

Textabschnitte und gestalteten Abbildungen. An der Einleitung und am Fazit mit 

Zukunftsperspektive arbeiteten Anne-Sophie Mertgen und ich zu gleichen Teilen. Der 

Hauptteil, der sich auf den biologischen Effekt und die Herstellung und Charakterisierung von 

multifunktionalen Biomaterialien fokussierte, wurde aufgeteilt: Während sich Anne-Sophie 

Mertgen auf Kombinationen chemischer Oberflächenmodifikationen fokussierte, bestand mein 

Teil aus biochemischen Funktionalisierungen, die mit topographischen oder mechanischen 

Modifikationen kombiniert wurden. Das Manuskript wurde von Anne-Sophie und mir verfasst 

und von allen Autoren editiert und finalisiert.  

 

Teilarbeit XII 

Dieser Übersichtsartikel wurde bereits im Journal Beilstein Journal of Nanotechnology 

veröffentlicht und wird mit freundlicher Genehmigung des Beilstein Instituts gemäß dem Full 

Beilstein-Institut Open Access Licence Agreement 1.2 reproduziert (© 2022 Bargel et al.; 

licensee Beilstein-Institut) 
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Bargel, H.*; Trossmann, V. T.*; Sommer, C. & Scheibel, T. (2022) Bioselectivity of silk 

protein-based materials and their bio-inspired applications. Beilstein Journal of 

Nanotechnology 13: 902.  

https://doi.org/10.3762/bjnano.13.81 

* gleichberechtigte Co-Autorenschaft 

Das Konzept dieses Übersichtsartikels wurde von Hendrik Bargel, Christoph Sommer und 

Thomas Scheibel entworfen und editiert. Hendrik Bargel, Christoph Sommer und ich führten 

Literaturrecherchen durch und formulierten entsprechende Textabschnitte. Die Abbildungen 

für den Artikel wurden von mir erstellt und von Hendrik Bargel editiert. Die Aufteilung des 

Artikels wurde folgendermaßen gegliedert: Die Einleitung wurde von Hendrik Bargel und mir 

verfasst. Hendrik Bargel schrieb zusätzlich den Paragraphen über natürliche Seidenproteine. 

Während ich mich im Hauptteil auf den Abschnitt über rekombinante Spinnenseiden-

Technologien und zelladhäsive Spinnenseidenoberflächen fokussierte, bereiteten Christoph 

Sommer und Hendrik Bargel die Paragraphen über antimikrobielle und antiadhäsive Seiden-

basierte Oberflächen vor. Das Manuskript wurde von Thomas Scheibel editiert und von 

Hendrik Bargel und mir finalisiert.  

 



TEILARBEITEN 

____________________________________________ 

99 

7. Teilarbeiten 

7.1. Teilarbeit I 

 

Teilarbeit I wurde 2021 unter dem Titel „Designing of spider silk proteins for human induced 

pluripotent stem cell-based cardiac tissue engineering“ im Journal Materials Today Bio 

veröffentlicht.  

 

Esser, T. U.*; Trossmann, V. T.*; Lentz, S.; Engel, F. B.§ & Scheibel, T.§ (2021) Designing 

of spider silk proteins for human induced pluripotent stem cell-based cardiac tissue 

engineering. Materials Today Bio 11: 100114. 

https://doi.org/10.1016/j.mtbio.2021.100114 

* gleichberechtigte Co-Autorenschaft 

§ gleichberechtige korrespondierende Co-Autorenschaft 

 

Der folgende Nachdruck erfolgt mit freundlicher Genehmigung des Verlags Elsevier. Esser, T. 

U.*; Trossmann, V. T.*; Lentz, S.; Engel, F. B.§ & Scheibel, T.§ (2021) Designing of spider 

silk proteins for human induced pluripotent stem cell-based cardiac tissue engineering. 

Materials Today Bio 11: 100114. © 2021 The Author(s). Published by Elsevier Ltd. 

 

Reprinted with permission from Elsevier. Esser, T. U.*; Trossmann, V. T.*; Lentz, S.; Engel, 

F. B.§ & Scheibel, T.§ (2021) Designing of spider silk proteins for human induced pluripotent 

stem cell-based cardiac tissue engineering. Materials Today Bio 11: 100114. © 2021 The 

Author(s). Published by Elsevier Ltd. 
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7.2. Teilarbeit II 

 

Teilarbeit II wurde 2023 unter dem Titel „Design of Recombinant Spider Silk Proteins for Cell 

Type Specific Binding“ im Journal Advanced Healthcare Materials veröffentlicht.  

 

Trossmann, V. T. & Scheibel, T (2023) Design of Recombinant Spider Silk Proteins for Cell 

Type Specific Binding. Advanced Healthcare Materials 12: 2202660.  

https://doi.org/10.1002/adhm.202202660 

 

Der folgende Nachdruck erfolgt mit freundlicher Genehmigung des Verlags John Wiley & 

Sons. Trossmann, V. T. & Scheibel, T (2023) Design of Recombinant Spider Silk Proteins for 

Cell Type Specific Binding. Advanced Healthcare Materials 12: 2202660. © 2023 The 

Authors. Advanced Healthcare Materials published by Wiley‐VCH GmbH 

 

Reprinted with permission from John Wiley & Sons. Trossmann, V. T. & Scheibel, T (2023) 

Design of Recombinant Spider Silk Proteins for Cell Type Specific Binding. Advanced 

Healthcare Materials 12: 2202660. © 2023 The Authors. Advanced Healthcare Materials 

published by Wiley‐VCH GmbH.   
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7.3. Teilarbeit III 

 

Teilarbeit III wurde 2022 unter dem Titel „Structure-Property Relationship Based on the 

Amino Acid Composition of Recombinant Spider Silk Proteins for Potential Biomedical 

Applications“ im Journal ACS Applied Materials & Interfaces veröffentlicht.  

 

Lentz, S.*; Trossmann, V. T.*; Borkner, C. B.; Beyersdorfer, V.; Rottmar, M. & Scheibel, T. 

(2022) Structure-Property Relationship Based on the Amino Acid Composition of 

Recombinant Spider Silk Proteins for Potential Biomedical Applications. ACS Applied 

Materials & Interfaces 14: 31751. 

https://doi.org/10.1021/acsami.2c09590 

* gleichberechtigte Co-Autorenschaft 

 

Der folgende Nachdruck erfolgt mit freundlicher Genehmigung des Verlags American 

Chemical Society. Lentz, S.*; Trossmann, V. T.*; Borkner, C. B.; Beyersdorfer, V.; Rottmar, 

M. & Scheibel, T. (2022) Structure-Property Relationship Based on the Amino Acid 

Composition of Recombinant Spider Silk Proteins for Potential Biomedical Applications. ACS 

Applied Materials & Interfaces 14: 31751. Copyright © 2022, American Chemical Society.  

 

Reprinted with permission from American Chemical Society. Lentz, S.*; Trossmann, V. T.*; 

Borkner, C. B.; Beyersdorfer, V.; Rottmar, M. & Scheibel, T. (2022) Structure-Property 

Relationship Based on the Amino Acid Composition of Recombinant Spider Silk Proteins for 

Potential Biomedical Applications. ACS Applied Materials & Interfaces 14: 31751. Copyright 

© 2022, American Chemical Society.  
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7.4. Teilarbeit IV 

 

Teilarbeit IV wurde 2020 unter dem Titel „Engineered spider silk-based 2D and 3D materials 

prevent microbial infestation“ im Journal Materials Today veröffentlicht.  

 

Kumari, S.*; Lang, G.*; DeSimone, E.; Spengler, C.; Trossmann, V. T.; Lücker, S.; Hudel, 

M.; Jacobs, K.; Krämer, N. & Scheibel, T. (2020) Engineered spider silk-based 2D and 3D 

materials prevent microbial infestation. Materials Today 41: 21. 

https://doi.org/10.1016/j.mattod.2020.06.009 

* gleichberechtigte Co-Autorenschaft 

 

Der folgende Nachdruck erfolgt mit freundlicher Genehmigung des Verlags Elsevier. Kumari, 

S.*; Lang, G.*; DeSimone, E.; Spengler, C.; Trossmann, V. T.; Lücker, S.; Hudel, M.; Jacobs, 

K.; Krämer, N. & Scheibel, T. (2020) Engineered spider silk-based 2D and 3D materials 

prevent microbial infestation. Materials Today 41: 21. © 2020 The Author(s). Published by 

Elsevier Ltd. 

 

Reprinted with permission from Elsevier. Kumari, S.*; Lang, G.*; DeSimone, E.; Spengler, 

C.; Trossmann, V. T.; Lücker, S.; Hudel, M.; Jacobs, K.; Krämer, N. & Scheibel, T. (2020) 

Engineered spider silk-based 2D and 3D materials prevent microbial infestation. Materials 

Today 41: 21. © 2020 The Author(s). Published by Elsevier Ltd. 
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7.5. Teilarbeit V 

 

Teilarbeit V wurde 2020 unter dem Titel „Data for microbe resistant engineered recombinant 

spider silk protein based 2D and 3D materials“ im Journal Data in Brief veröffentlicht.  

 

Kumari, S.*; Lang, G.*; DeSimone, E.; Spengler, C.; Trossmann, V. T.; Lücker, S.; Hudel, 

M.; Jacobs, K.; Krämer, N. & Scheibel, T. (2020) Data for microbe resistant engineered 

recombinant spider silk protein based 2D and 3D materials. Data in Brief 32: 106305. 

https://doi.org/10.1016/j.dib.2020.106305 

* gleichberechtigte Co-Autorenschaft 

 

Teilarbeit V beinhaltet weitere Daten zu Teilarbeit IV (Kumari, S.*; Lang, G.*; DeSimone, E.; 

Spengler, C.; Trossmann, V. T.; Lücker, S.; Hudel, M.; Jacobs, K.; Krämer, N. & Scheibel, 

T. (2020) Engineered spider silk-based 2D and 3D materials prevent microbial infestation. 

Materials Today 41: 21.) und ist als zusätzlich publizierte Supporting Information zu verstehen. 

 

Der folgende Nachdruck erfolgt mit freundlicher Genehmigung des Verlags Elsevier. Kumari, 

S.*; Lang, G.*; DeSimone, E.; Spengler, C.; Trossmann, V. T.; Lücker, S.; Hudel, M.; Jacobs, 

K.; Krämer, N. & Scheibel, T. (2020) Data for microbe resistant engineered recombinant spider 

silk protein based 2D and 3D materials. Data in Brief 32: 106305. © 2020 The Author(s). 

Published by Elsevier Inc. 

 

Reprinted with permission from Elsevier. Kumari, S.*; Lang, G.*; DeSimone, E.; Spengler, 

C.; Trossmann, V. T.; Lücker, S.; Hudel, M.; Jacobs, K.; Krämer, N. & Scheibel, T. (2020) 

Data for microbe resistant engineered recombinant spider silk protein based 2D and 3D 

materials. Data in Brief 32: 106305. © 2020 The Author(s). Published by Elsevier Inc.  
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7.6. Teilarbeit VI 

 

Teilarbeit VI wurde 2021 unter dem Titel „Recombinant Spider Silk Gels Derived from 

Aqueous-Organic Solvents as Depots for Drugs“ im Journal Angewandte Chemie International 

Edition veröffentlicht.  

 

Neubauer, V. J.; Trossmann, V. T.; Jacobi S.; Döbl, A. & Scheibel, T. (2021) Recombinant 

Spider Silk Gels Derived from Aqueous-Organic Solvents as Depots for Drugs. Angewandte 

Chemie International Edition 60: 11847. 

https://doi.org/10.1002/anie.202103147 

 

Der folgende Nachdruck erfolgt mit freundlicher Genehmigung des Verlags John Wiley and 

Sons. Neubauer, V. J.; Trossmann, V. T.; Jacobi S.; Döbl, A. & Scheibel, T. (2021) 

Recombinant Spider Silk Gels Derived from Aqueous-Organic Solvents as Depots for Drugs. 

Angewandte Chemie International Edition 60: 11847. © 2021 The Authors. Angewandte 

Chemie International Edition published by Wiley-VCH GmbH.  

 

Reprinted with permission from John Wiley and Sons. Neubauer, V. J.; Trossmann, V. T.; 

Jacobi S.; Döbl, A. & Scheibel, T. (2021) Recombinant Spider Silk Gels Derived from 

Aqueous-Organic Solvents as Depots for Drugs. Angewandte Chemie International Edition 60: 

11847. © 2021 The Authors. Angewandte Chemie International Edition published by Wiley-

VCH GmbH. 

 

 

Eine deutsche Version von Teilarbeit VI wurde unter dem Titel „Rekombinante 

Spinnenseidengele aus wässrig-organischen Mischphasen als Wirkstoffdepots“ in Angewandte 

Chemie veröffentlicht. 

Neubauer, V. J.; Trossmann, V. T.; Jacobi S.; Döbl, A. & Scheibel, T. (2021) Rekombinante 

Spinnenseidengele aus wässrig-organischen Mischphasen als Wirkstoffdepots. Angewandte 

Chemie 133: 11953. 

https://doi.org/10.1002/ange.202103147 
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7.7. Teilarbeit VII 

 

Teilarbeit VII wurde 2022 unter dem Titel „Selective Topography Directed Cell Adhesion on 

Spider Silk Surfaces“ im Journal Advanced Materials Interfaces veröffentlicht.  

 

Lentz, S.*; Trossmann, V. T.* & Scheibel, T. (2022) Selective Topography Directed Cell 

Adhesion on Spider Silk Surfaces. Advanced Materials Interfaces 10: 2201936. 

https://doi.org/10.1002/admi.202201936 

* gleichberechtigte Co-Autorenschaft 

 

Der folgende Nachdruck erfolgte mit freundlicher Genehmigung des Verlags John Wiley and 

Sons. Lentz, S.*; Trossmann, V. T.* & Scheibel, T. (2022) Selective Topography Directed 

Cell Adhesion on Spider Silk Surfaces. Advanced Materials Interfaces 10: 2201936. © 2022 

The Authors. Advanced Materials Interfaces published by Wiley‐VCH GmbH. 

 

Reprinted with permission from John Wiley and Sons. Lentz, S.*; Trossmann, V. T.* & 

Scheibel, T. (2022) Selective Topography Directed Cell Adhesion on Spider Silk Surfaces. 

Advanced Materials Interfaces 10: 2201936. © 2022 The Authors. Advanced Materials 

Interfaces published by Wiley‐VCH GmbH. 
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7.8. Teilarbeit VIII 

 

Teilarbeit VIII wurde 2021 unter dem Titel „Impact of Cell Loading of Recombinant Spider 

Silk Based Bioinks on Gelation and Printability” im Journal Macromolecular Bioscience 

veröffentlicht.  

 

Lechner, A.*; Trossmann, V. T.* & Scheibel, T. (2021) Impact of Cell Loading of 

Recombinant Spider Silk Based Bioinks on Gelation and Printability. Macromolecular 

Bioscience 22: 2100390.   

https://doi.org/10.1002/mabi.202100390 

* gleichberechtigte Co-Autorenschaft 

 

Der folgende Nachdruck erfolgte mit freundlicher Genehmigung des Verlags John Wiley and 

Sons. Lechner, A.*; Trossmann, V. T.* & Scheibel, T. (2021) Impact of Cell Loading of 

Recombinant Spider Silk Based Bioinks on Gelation and Printability. Macromolecular 

Bioscience 22: 2100390. © 2021 The Authors. Macromolecular Bioscience published by 

Wiley‐VCH GmbH.  

 

Reprinted with permission from John Wiley and Sons. Lechner, A.*; Trossmann, V. T.* & 

Scheibel, T. (2021) Impact of Cell Loading of Recombinant Spider Silk Based Bioinks on 

Gelation and Printability. Macromolecular Bioscience 22: 2100390. © 2021 The Authors. 

Macromolecular Bioscience published by Wiley‐VCH GmbH.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



TEILARBEITEN 

____________________________________________ 

215 

 



TEILARBEITEN 

____________________________________________ 

216 

 



TEILARBEITEN 

____________________________________________ 

217 

 



TEILARBEITEN 

____________________________________________ 

218 

 



TEILARBEITEN 

____________________________________________ 

219 

 



TEILARBEITEN 

____________________________________________ 

220 

 



TEILARBEITEN 

____________________________________________ 

221 

 



TEILARBEITEN 

____________________________________________ 

222 

 



TEILARBEITEN 

____________________________________________ 

223 

 



TEILARBEITEN 

____________________________________________ 

224 



TEILARBEITEN 

____________________________________________ 

225 

 



TEILARBEITEN 

____________________________________________ 

226 



TEILARBEITEN 

____________________________________________ 

227 

 

 



TEILARBEITEN 

____________________________________________ 

228 

 

7.9. Teilarbeit IX 

 

Teilarbeit IX wurde 2022 unter dem Titel „Recombinant Spider Silk Bioinks for Continuous 

Protein Release by Encapsulated Producer Cells“ im Journal Biomacromolecules 

veröffentlicht.  

 

Trossmann, V. T.*; Heltmann-Meyer, S.*; Amouei, H; Wajant, H.; Horch, R. E.; Steiner, D.§ 

& Scheibel, T.§ (2022) Recombinant Spider Silk Bioinks for Continuous Protein Release by 

Encapsulated Producer Cells. Biomacromolecules 23: 4427. 

https://doi.org/10.1021/acs.biomac.2c00971 

* gleichberechtigte Co-Autorenschaft 

§ gleichberechtige korrespondierende Co-Autorenschaft 

 

 

Der folgende Nachdruck erfolgt mit freundlicher Genehmigung des Verlags American 

Chemical Society. Trossmann, V. T.*; Heltmann-Meyer, S.*; Amouei, H; Wajant, H.; Horch, 

R. E.; Steiner, D.§ & Scheibel, T.§ (2022) Recombinant Spider Silk Bioinks for Continuous 

Protein Release by Encapsulated Producer Cells. Biomacromolecules 23: 4427. Copyright © 

2022, American Chemical Society. 

 

Reprinted with permission from American Chemical Society. Trossmann, V. T.*; Heltmann-

Meyer, S.*; Amouei, H; Wajant, H.; Horch, R. E.; Steiner, D.§ & Scheibel, T.§ (2022) 

Recombinant Spider Silk Bioinks for Continuous Protein Release by Encapsulated Producer 

Cells. Biomacromolecules 23: 4427. Copyright © 2022, American Chemical Society. 
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7.10. Teilarbeit X 

 

Teilarbeit X wurde 2021 unter dem Titel „Enhanced vascularization and de novo tissue 

formation in hydrogels made of engineered RGD-tagged spider silk proteins in the 

arteriovenous loop model“ im Journal Biofabrication veröffentlicht.  

 

Steiner, D.; Winkler, S.; Heltmann-Meyer, S.; Trossmann, V. T.; Fey, T.; Scheibel, T.; Horch, 

R. E. & Arkudas, A. (2021) Enhanced vascularization and de novo tissue formation in 

hydrogels made of engineered RGD-tagged spider silk proteins in the arteriovenous loop 

model. Biofabrication 13: 045003. 

https://doi.org/10.1088/1758-5090/ac0d9b 

 

Der folgende Nachdruck erfolgt mit freundlicher Genehmigung des Verlags IOP Publishing. 

Steiner, D.; Winkler, S.; Heltmann-Meyer, S.; Trossmann, V. T.; Fey, T.; Scheibel, T.; Horch, 

R. E. & Arkudas, A. (2021) Enhanced vascularization and de novo tissue formation in 

hydrogels made of engineered RGD-tagged spider silk proteins in the arteriovenous loop 

model. Biofabrication 13: 045003. © 2021 The Author(s). Published by IOP Publishing Ltd.  

 

Reprinted with kind permission from IOP Publishing. Steiner, D.; Winkler, S.; Heltmann-

Meyer, S.; Trossmann, V. T.; Fey, T.; Scheibel, T.; Horch, R. E. & Arkudas, A. (2021) 

Enhanced vascularization and de novo tissue formation in hydrogels made of engineered RGD-

tagged spider silk proteins in the arteriovenous loop model. Biofabrication 13: 045003. © 2021 

The Author(s). Published by IOP Publishing Ltd.  
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7.11. Teilarbeit XI 

 

Teilarbeit XI wurde 2020 unter dem Titel „Multifunctional Biomaterials: Combining Material 

Modification Strategies for Engineering of Cell-Contacting Surfaces“ im Journal ACS Applied 

Materials & Interfaces veröffentlicht.  

 

Mertgen, A.-S.*; Trossmann, V. T.*.; Guex, A. G.§; Maniura-Weber, K.; Scheibel, T. & 

Rottmar, M.§ (2020) Multifunctional Biomaterials: Combining Material Modification 

Strategies for Engineering of Cell-Contacting Surfaces. ACS Applied Materials & Interfaces 

12: 21342.  

https://doi.org/10.1021/acsami.0c01893 

* gleichberechtigte Co-Autorenschaft 

§ gleichberechtige korrespondierende Co-Autorenschaft 

 

Der folgende Nachdruck erfolgt mit freundlicher Genehmigung des Verlags American 

Chemical Society. Mertgen, A.-S.*; Trossmann, V. T.*.; Guex, A. G.§; Maniura-Weber, K.; 

Scheibel, T. & Rottmar, M.§ (2020) Multifunctional Biomaterials: Combining Material 

Modification Strategies for Engineering of Cell-Contacting Surfaces. ACS Applied Materials 

& Interfaces 12: 21342. Copyright © 2020, American Chemical Society. 

 

Reprinted with kind permission from American Chemical Society. Mertgen, A.-S.*; 

Trossmann, V. T.*.; Guex, A. G.§; Maniura-Weber, K.; Scheibel, T. & Rottmar, M.§ (2020) 

Multifunctional Biomaterials: Combining Material Modification Strategies for Engineering of 

Cell-Contacting Surfaces. ACS Applied Materials & Interfaces 12: 21342. Copyright © 2020, 

American Chemical Society. 
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7.12. Teilarbeit XII 

 

Teilarbeit XII wurde 2022 unter dem Titel „Bioselectivity of silk protein-based materials and 

their bio-inspired applications“ im Journal Beilstein Journal of Nanotechnology veröffentlicht.  

 

Bargel, H.*; Trossmann, V. T.*; Sommer, C. & Scheibel, T. (2022) Bioselectivity of silk 

protein-based materials and their bio-inspired applications. Beilstein Journal of 

Nanotechnology 13: 902.  

* gleichberechtigte Co-Autorenschaft 

 

Der folgende Nachdruck erfolgt mit freundlicher Genehmigung des Beilstein Instituts gemäß 

dem Full Beilstein-Institut Open Access Licence Agreement 1.2. Bargel, H.*; Trossmann, V. 

T.*; Sommer, C. & Scheibel, T. (2022) Bioselectivity of silk protein-based materials and their 

bio-inspired applications. Beilstein Journal of Nanotechnology 13: 902. © 2022 Bargel et al.; 

licensee Beilstein-Institut.  

 

Reprinted with kind permission from the Beilstein Institut according to the Full Beilstein-

Institut Open Access Licence Agreement 1.2. Bargel, H.*; Trossmann, V. T.*; Sommer, C. & 

Scheibel, T. (2022) Bioselectivity of silk protein-based materials and their bio-inspired 

applications. Beilstein Journal of Nanotechnology 13: 902. © 2022 Bargel et al.; licensee 

Beilstein-Institut.  
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