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Zusammenfassung 

Die Übertragung von Prinzipien aus der Natur half dem Menschen in der 

Vergangenheit bei bahnbrechenden technischen und medizinischen Neuerungen, die nun 

unseren Alltag erleichtern. Eine genaue Studie der Vorgänge der Biomineralisation, wie sie 

in unser aller Knochen ablaufen, kann verschiedene Anwendungen enorm bereichern. Das 

Verständnis der zu Grunde liegenden Prozesse, wie die Interaktion von Zellen mit dem 

umliegenden mineralisierten Gewebe, die Steuerung der Kristallkeim- und Strukturbildung 

durch Proteintemplate oder der osmotischen Balance während der Mineralabscheidung aus 

übersättigter Lösung spielen dabei auch in ihrer Interaktion untereinander eine wichtige 

Rolle. Der Brückenschlag zwischen dem natürlichen Vorbild und der späteren Applikation 

findet dabei insbesondere bei biomedizinischen Anwendungen statt: Im biomedizinischen 

Anwendungsbereich gelten derzeit nach wie vor Implantation oder Transplantation als 

Goldstandardlösungen für den Ersatz von mineralisierten Geweben. Dabei stellen sich 

vermehrt Probleme wie die Knappheit an Spenderorganen, eine nachteilige Interaktion von 

Implantaten mit dem umliegenden Ersatzgewebe oder die Übertragung von Krankheiten aus 

tierischen Produkten dar. Um diese Hindernisse zu überwinden, können artifizielle Gewebe, 

die einer Biomineralisation des Materials unterliegen, geeignete Lösungen im Sinne des 

Tissue Engineering darstellen. In diesem Fabrikationsansatz werden personalisierte 

Ersatzgerüste erstellt und in den Patienten eingebracht. In technischen Anwendungen ist in 

Zeiten der Energiewende die möglichst effiziente Nutzung und klimafreundliche Erzeugung 

von Energie ein wichtiges Argument. Um die erneuerbare Energieerzeugung zu unterstützen 

und effizienter zu gestalten, kommen häufig keramische Katalysatoren zum Einsatz. So kann 

im Zuge der Wasserstoffwirtschaft die katalytische Spaltung von Wasser als Grundlage für 

die Gewinnung des Energieträgers Wasserstoff dienen. In ausgefeilten 

Mineralisationsprozessen können gerichtet Materialien entstehen, die diese Reaktion 

katalysieren und großtechnisch umsetzbar machen. 

Um diese unterschiedlichen Ziele miteinander zu verbinden und basierend auf einer 

gemeinsamen Grundlage individuell zu lösen, wurden in der vorliegenden Dissertation nach 

dem Vorbild der natürlich ablaufenden Biomineralisation Lösungsansätze erstellt. Als 

gemeinsame Ausgangsmaterialien wurden dafür rekombinante Spinnenseidenproteine 

gewählt. Basierend auf funktionellen Peptidmotiven der repetitiven Kerndomäne des 

Abseilfadens der Gartenkreuzspinne Araneus diadematus lag bereits das rekombinante 
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Spinnenseidenprotein eADF4(C16) vor, das biotechnologisch großtechnisch hergestellt 

werden kann. Es ermöglicht neben einer molekularbiologischen Modifikation des 

Ausgangsmaterials ein Maßschneidern von Morphologien für unterschiedliche 

Anwendungen. Anhand diesen flexiblen Materials als Grundlage wurden verschiedene 

Fragestellungen zum Themenkomplex Biomineralisation beleuchtet, im Speziellen darunter 

Ersatzmaterialien für den Sehnen-Knochen-Übergang, der Enthese. 

Der erste Teil dieser Arbeit fokussierte sich auf das Verständnis mechanistischer 

Vorgänge während der bioinspirierten Mineralisation von Mangancarbonat unter 

kontrollierten Bedingungen in Gegenwart von verschiedenen Additiven. Darüber hinaus 

wurde der Ladungseinfluss von zwei Spinnenseidenvarianten untersucht, die mit 

unterschiedlichen Peptid-Funktionalisierungen ausgestattet waren und als klassisches 

Proteintemplat fungierten. Weiterhin wurde die ebenfalls geladene, synthetische 

Polyacrylsäure in die Reaktion als Struktur-dirigierendes Polymer eingebracht. Dabei wurde 

herausgefunden, dass neben einem Ladungseinfluss der Komponenten auch die kolloidale 

Stabilität der eingebrachten Spinnenseidenpartikel das Mineralisationsergebnis beeinflusst. 

Eine Abweichung der gebildeten Spezies äußerte sich in unterschiedlich starker Interaktion 

der Spinnenseidenpartikel mit den unter diesen Bedingungen typischerweise gebildeten 

Mangancarbonat-Würfeln. Außerdem konnte eine Polymer-induzierte Flüssigphase ähnlich 

bereits beschriebener Strukturen in Gegenwart von Polyacrylsäure generiert werden. Somit 

konnten aus diesen Erkenntnissen Aussagen über das Mineralisationsgeschehen mit 

Spinnenseidenproteinen getroffen werden und eine Einschätzung der gebildeten Materialien 

für eine Anwendung als Katalysatormaterial abgeleitet werden. 

Im zweiten Teil wurden Antworten zu Fragestellungen zu mineralisiertem 

Gewebeersatz erarbeitet. Da Spinnenseide ein biokompatibles Biomaterial darstellt, das 

nicht-toxisch und bioabbaubar ist und keine Immunreaktion auslöst, eignet es sich für 

derartige biomedizinische Anwendungen. Im Falle des teilmineralisierten Gewebes des 

Sehnen-Knochen-Übergangs sind neben einer graduellen Mineralisation hin zur 

Knochenseite weitere Designkriterien wichtig, die die Mechanik des Gewebes zur 

Kraftübertragung und Zellbesiedlung betreffen.  

Es wurde eine biomimetische Biomineralisation von rekombinanten 

Spinnenseidenvarianten untersucht, die Mineralisierungs- und Kollagenbindemotive aus der 

Mineralisation im Knochen zu Grunde liegenden SIBLING Proteinen trugen. Eine 
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Materialstudie zeigte das Mineralisationsverhalten der Varianten und ihre 

Zellverträglichkeit. Durch eine Prozessierung in ein Gradientenmaterial wurde das 

unterschiedliche Zellverhalten von Osteoblasten mit einer Präferenz zu Gunsten des 

Kollagenbindemotivs sichtbar. Dies bestätigte eine Eignung für Materialanwendungen im 

graduellen Sehnenersatz an der Knochenseite. 

Ein weiterer Ansatz realisierte Spinnenseiden-Kompositmaterialien mit anorganischen 

Füllstoffen. Vorteil dieser Herangehensweise war das gerichtete Einbringen von Keramiken 

in ein Matrixmaterial, das dann zusätzlich mit Zellen angereichert wurde. Die Entwicklung 

eines neuartigen Verfahrens im 3D Druck erlaubte das einfache Verarbeiten dieser Biotinten 

in Gradientenmaterialien. Somit wurde erfolgreich nach Vorbild der Enthese ein 

rekombinantes Spinnenseidenhydrogel mit einem Gradienten, beladen an Zellen und 

Fluorapatit-Partikeln, gedruckt und eine Zellviabilität nach dem Prozess bestätigt. 

In einem dritten Teil wurde ein neuer Fabrikationsansatz für Spinnenseidengele 

entwickelt. Faltung und Selbstassemblierung von rekombinanten Spinnenseidenproteinen 

basierten in mischbaren, wässrig-organischen Zwischenphasen auf der Ausbildung von 

Wasserstoffbrücken und hydrophoben Effekten. Neben zu Grunde liegenden 

mechanistischen Betrachtungen wurde eine höhere Materialsteifigkeit der 

Spinnenseidengele in wässrig-organischen Mischphasen mit Dimethylsulfoxid erzielt. Sie 

eignen sich durch ihren organischen Lösungsmittelanteil als injizierbare oder druckbare 

Depots zur Formulierung von wasserunlöslichen Wirkstoffen. 
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Summary 

The transfer of principles occurring in nature to technical and biomedical revolutions, 

which facilitate daily life, was a benefit for humankind throughout history. A detailed study 

of biomineralization processes undergoing in our bones can therefore beneficially contribute 

to future fields of application. The understanding of underlying processes such as cell 

interaction in mineralized tissues, nucleation and structure-directing effects of protein 

templates or osmotic balance during mineral growth propagation from saturated solution, 

and their interaction among each other play a crucial role therein. Regarding this natural 

blueprint, typical applications lie in the biomedical field: In biomedical applications, the 

reconstruction of lost mineralized tissues is currently based on transplantation or 

implantation solutions. However, issues can occur with respect to donor organ shortage, 

improper implant-host tissue interaction and disease transmission from animal sources. 

Tissue engineering approaches can overcome these obstacles upon providing artificial 

tissues from intrinsic mineralized materials. This fabrication method yields personalized 

scaffolds, which are then implanted into patients. The technical application field concerns a 

climate-friendly generation and efficient energy consumption during energy revolution. 

Strategies for efficient renewable energy generation often involve ceramic catalyst 

technologies. Moreover, they can deliver catalytic water splitting to produce hydrogen as 

potential new energy carrier. Controlled mineralization processes yield catalyst materials, 

which enhance the water splitting reaction and allow an industry-scale production. 

This dissertation aims at solution approaches based on bioinspired biomineralization 

processes to combine the aforementioned aims and also to target them individually. 

Recombinant spider silk proteins served as common basis for these studies. The 

eADF4(C16) recombinant spider silk protein was previously designed based on functional 

peptide motives extracted from the repetitive core domain of the Araneus diadematus garden 

spider dragline silk and can be produced biotechnologically in large scale. Modifications of 

the material can be realized via molecular cloning and tailor-made processing into various 

morphologies. This flexible material allowed multidirectional approaches concerning 

biomineralization in general and among them specifically at the tendon-bone-insertion, the 

enthesis site.  

The first part of this thesis focussed on bioinspired mineralization mechanisms during 

manganese carbonate mineralization under controlled conditions and in the presence of 



SUMMARY 

_________________________________________________________________________ 

5 

 

various additives. Among them, two spider silk variants were studied concerning their 

peptide-tag charge influences as classical protein template. Moreover, the structure-

directing, charged synthetic polymer poly(acrylic acid) was added to the reaction. As a 

result, it was found that not only the components’ charge plays an important role but also 

the colloidal stability of the spider silk template particles influences the mineralization 

outcome. Cubic mineralized manganese carbonate species differed in their spider silk 

particle content depending on particle charge. Further, poly(acrylic acid) yielded the 

formation of a polymer induced liquid phase similar to reported structures. From these 

findings, the behaviour of spider silk proteins in mineralization setups could be translated. 

Their suitability as new catalyst materials could be estimated. 

The second thematic complex was related to mineralized tissue regeneration topics. 

Spider silk renders a biocompatible biomaterial for such applications, as it is non-toxic, 

biodegradable and shows no immune reaction. Other design criteria for only partially 

mineralized tissues at the tendon-bone interface, which transfers high loads, are gradual 

mineralization and cell population towards the bone. 

Biomimetic mineralization studies of recombinant spider silk hybrid variants with 

fusion peptides from mineralization and collagen binding sites of SIBLING proteins in bone 

were conducted. The material study enlightened their mineralization behaviour and their cell 

compatibility. Upon processing two variants into a gradient surface, a clear preference of 

osteoblast cells towards the collagen binding motive was visualized. This confirmed their 

suitability for gradual tendon to bone replacement applications. 

Further, a recombinant spider silk protein composite material with inorganic fillers 

was realized. The advantage of this method is the controlled composition of matrix and 

mineral, which allowed even the incorporation of cells. The development of a new break-

through 3D printing technique enabled the easy to handle processing of these bioinks into 

gradient materials. Therefore, recombinant spider silk hydrogels loaded with cells and 

fluorapatite particles could be gradient printed, mimicking the natural enthesis, and cell 

viability after the process was maintained. 

In the third part, a new fabrication route for spider silk gels was developed. Folding 

and self-assembly of recombinant spider silk proteins in miscible aqueous-organic 

interphases was based on hydrogen bonds and hydrophobic interactions. Besides unraveling 

the underlying mechanism of structure formation, also higher material stiffness for spider 
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silk gels was yielded in aqueous-organic interphases with dimethylsulfoxide. Due to their 

organic solvent content, they can be applied as injectable or printable depots for the 

formulation of water-insoluble drugs. 
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1 Einleitung 

1.1 Seide 

Seidenmaterialien werden überwiegend von Spinnen und Insekten zu 

unterschiedlichen Zwecken, wie unter anderem Beutefang, Hausbau oder Fortpflanzung, 

hergestellt.1 Trotz ihrer konvergenten evolutionären Entwicklung1-3 haben 

Seidenmaterialien gemein, dass sie aus Proteinen mit einer repetitiven Kerndomäne, 

flankiert von nicht-repetitiven Termini, bestehen.1 Betrachtet man ihre Größe und Struktur, 

finden sich diverse Unterschiede: Spinnenseidenproteine haben ein Molekulargewicht von 

bis zu 350 kDa4, 5, wohingegen Seidenspinnerseidenproteine bis zu 400 kDa2, 6, 7 aufweisen. 

Beide zeigen einen hohen Anteil an β-Faltblattstrukturen.1 Abweichend davon stellen sich 

Wespen- oder Bienenseidenproteine dar, die mit 30 kDa und überwiegend α-helikaler coiled 

coil Struktur herausstechen.1, 8 Die Florfliegenseide hingegen zeigt überwiegend cross-β-

Struktur mit Proteinen von 60 und 100 kDa.9, 10 Die mechanischen und biochemischen 

Eigenschaften von Seiden wurden vom Menschen schon vor langer Zeit für sich genutzt. 

Beispiele dafür sind edle Kleidungsstücke aus Seide des Seidenspinners bis hin zu 

Fischernetzen aus Spinnenseide.1 

 

1.1.1 Natürliche Spinnenseide 

Die weibliche Radnetzspinne (Araneae) kann bis zu sieben verschiedene Seidentypen 

ausbilden, die sich in ihrer Zugfestigkeit unterscheiden.11 Sie werden nach der jeweiligen 

Drüse, aus der sie stammen, benannt (Abbildung 1).11, 12 So ist die Seide der Großen und 

Kleinen Ampullendrüse am Aufbau des Netzes mit Ausbildung der Querfäden und der 

Hilfsspirale beteiligt.11 Die innere Netzspirale wird durch hoch elastische flagelliforme Seide 

gebildet, die den Insektenflug bremst,11 und ist mit klebriger Aggregat Seide ausgestattet.11 

Das Netz wird mit Pyriform Seide befestigt. Die beiden Seidenarten der Cylindriform Seide 

und Aciniform Seide stechen heraus, da sie nicht am Netz beteiligt sind. Erstere bildet die 

Kokonhülle, um die Spinneneier zu schützen. Letztere dient als weiche Innenschicht des 

Kokons und dem Einwickeln der Beute zum späteren Verzehr.4, 5 

Die außergewöhnlichen mechanischen Eigenschaften der Spinnenseide rühren aus 

ihrer natürlichen Funktion her, Insekten im Flug zu stoppen und im Netz zu fangen. 
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Seidenfasern können beispielsweise eine hohe Elastizität mit Ausdehnung von bis zu 450 % 

(Flagelliform Seide) und gleichzeitiger Zugfestigkeit (bis 1,5 GPa der Seide der Großen 

Ampullendrüse) bei Durchmessern im geringen Mikrometer-Bereich aufweisen.13 

 

Abbildung 1: Darstellung der verschiedenen Seidenarten, die von weiblichen 

Radnetzspinnen (Araneae) hergestellt werden können. Die jeweilige Funktion ist in rot 

dargestellt. Nachdruck unter Genehmigung modifiziert nach Heidebrecht, A.; Scheibel, T., 

Recombinant Production of Spider Silk Proteins. In Advances in Applied Microbiology, 

Sariaslani, S.; Gadd, G. M., Hrsg. Elsevier Academic Press Inc: San Diego, 2013, 82, 115-

153. Copyright (2013) Elsevier. 
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Den Fasern liegen Spinnenseidenproteine, auch Spidroine genannt, zu Grunde. Diese 

besitzen meist zwei globuläre, nicht-repetitive Domänen, die N- und C-terminal zu finden 

sind. Im Mittelteil der Proteine befindet sich meist eine repetitive Kerndomäne.12 Bisher 

konnten Struktur-Eigenschaftsbeziehungen besonders für Proteine der Großen 

Ampullendrüse schlüssig hergeleitet werden: Im Abseilfaden wurden bereits zwei Proteine 

dieser Drüse, das Spidroin 1 und 2 (Major Ampullate Spidroin 1 und 2, MaSp1 und MaSp2) 

identifiziert, die sich in ihrem Prolin-Gehalt und ihrer Hydrophobizität unterscheiden. Ihre 

Kerndomäne weist bis zu 100 Wiederholeinheiten von Sequenzmotiven mit 40-200 

Aminosäuren auf.4 Darunter ist beispielsweise das Motiv eines Polyalanin-Blocks, das über 

hydrophobe β-Faltblattstrukturen als kristalline Anteile für hohe Zugfestigkeit 

verantwortlich ist.4 Ein weiteres Motiv besteht aus Glycin-Glycin-X-Einheiten, wobei X 

Tyrosin, Leucin oder Glutamin darstellen kann. Sie bilden amorphe Strukturen zwischen den 

Teilkristallen.12 Ihre Dehnbarkeit erhält diese Spinnenseide durch Glycin-Prolin-Glycin-

XX-Motive, die meist elastische, helikale Strukturen bilden.4 

Die Faserherstellung aus MaSp-Proteinen erfolgt durch Sekretion ihrer löslichen 

Form. Diese wird in der Spinndrüse hoch konzentriert gelagert und liegt bei Konzentrationen 

von über 50 Gewichtsprozent in einer Flüssigkristallphase vor.12 Die nicht-repetitiven 

Domänen dienen der Stabilisierung der Proteine in Lösung.14 Während des Spinnprozesses 

werden entlang des Spinntrichters Ionen ausgetauscht, Wasser entzogen und der pH gesenkt. 

Kosmotrope Salze wie Kalium und Phosphat nehmen den Platz von chaotropen Salzen wie 

Natrium und Chlorid ein.12 Somit werden die gelösten Proteine durch chemische und 

mechanische Stimuli gefaltet und assembliert, indem sich ihre jeweiligen globulären 

Domänen aneinander anlagern und sich die repetitiven Kernsequenzen horizontal zur 

Spinnrichtung ausrichten. Die C-terminalen Domänen liegen bereits während der Lagerung 

parallel dimerisiert und über Disulfid-Brücken verbunden vor. Die N-terminalen Domänen 

hingegen lagern sich erst während des Spinnprozesses antiparallel an. Somit entsteht ein 

intrinsisch ausgerichtetes Konstrukt des Spinnenseidenfadens.4, 15, 16 Final wird aus der 

Spinndrüse, nach zunehmender Entwässerung und intra- und intermolekularen 

Wechselwirkungen, ein wasserunlöslicher Faden gesponnen,17 der erst durch die Scherkräfte 

eines enger werdenden Spinnkanals und durch Verstrecken mit Hilfe der hinteren 

Spinnenbeine seine mechanischen Eigenschaften durch Ausrichten der Proteine annimmt.12 

Die mechanischen Eigenschaften des Abseilfadens, der die Rettungsleine der Spinne 

darstellt, basieren außerdem auf seinem hierarchischen Aufbau (Abbildung 2).4 Der Kern 
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besteht aus Spinnenseidenfibrillen aus MaSp-Proteinen, die kristalline β-Faltblattstrukturen 

in einer amorphen Matrix bilden. Unter Luftfeuchtebedingungen über 60 % können solche 

Spinnenseidenfäden einer Superkontraktion unterliegen, bei der der Faden quillt und in 

seiner Länge entsprechend abnimmt. Das hat jedoch eine ungeordnete intrinsische 

Anordnung dieser kristallinen Regionen der Seidenproteine der Großen Ampullendrüse zur 

Folge und die mechanischen Eigenschaften verschlechtern sich.12 Die Hülle besteht aus 

Glykoproteinen und Seidenproteinen der Kleinen Ampullendrüse, die jedoch nur eine lose 

Schutzschicht für die innen liegenden Fibrillen darstellt.11 Eine Lipid-haltige, 10-20 nm 

dicke Schicht stellt die äußerste Hülle dar und kann ebenfalls Pheromone enthalten.11  

 

Abbildung 2: Modellhafte Darstellung des Kern-Hülle Aufbaus des Abseilfadens von 

Radnetzspinnen. Die innen liegenden Fibrillen werden von einer Hülle aus Seidenproteinen, 

Glykoproteinen und Lipiden umgeben. Die Fibrillen aus MaSp-Proteinen enthalten 

kristalline und amorphe Anteile. Nachdruck unter Genehmigung modifiziert nach 

Heidebrecht, A.; Scheibel, T., Recombinant Production of Spider Silk Proteins. In Advances 

in Applied Microbiology, Sariaslani, S.; Gadd, G. M., Hrsg. Elsevier Academic Press Inc: 

San Diego, 2013, 82, 115-153. Copyright (2013) Elsevier. 

 

1.1.2 Rekombinante Spinnenseide 

Auf Grund eines stark territorialen und kannibalistischen Verhaltens der meisten 

Spinnen ist eine Zucht ähnlich der des Seidenspinners zur Seidengewinnung in großem 
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Maßstab nicht möglich. Die Seidengewinnung wurde durch Melken von Spinnen mittels 

Abwickeln des Abseilfadens getestet,12 stellt aber Stress für das Tier dar, was die Qualität 

der Seide beeinflussen kann.4, 11 

Aus diesen Gründen wurde eine biotechnologische Herstellung mittels biomimetischer 

Spinnenseidengene etabliert. Dies ermöglicht eine Tier-unabhängige Produktion von 

rekombinanten Spinnenseidenproteinen in skalierbarem Maßstab und mit gleichbleibender 

Qualität.12 Grundlage für diese Art der Herstellung war die Identifikation von 

Aminosäuresequenzmotiven natürlicher Spinnenseidenproteine18, 19 und ihre Übersetzung in 

synthetische Gene unter Codon-Optimierung für den Wirtsorganismus.11 Diese Gene können 

dann über molekularbiologische Methoden in einen Vektor eingebracht und vervielfältigt 

werden, um ähnlich repetitive Sequenzen wie im natürlichen Vorbild zu erzeugen 

(Abbildung 3).20 

Als Expressionsorganismus können bei rekombinanter Herstellung verschiedene 

Wirte verwendet werden. Darunter befinden sich Bakterien, Pflanzenzellen, Hefen, 

Insektenzellen und transgene Tiere wie zum Beispiel Ziegen.11 Voraussetzung für die 

Eignung als Wirt sind eine genetische Stabilität der eingebrachten Gensequenzen und ein 

schneller Nachschub an häufig verbrauchter tRNA beziehungsweise deren Aminosäuren in 

den repetitiven Einheiten.5 In der Regel bietet sich aber Escherichia coli wegen seiner hohen 

Teilungsrate und schnellen Erzeugung von Biomasse an.4, 11 Jedoch kann es während der 

Produktion zu unerwünschten Effekten wie Verkürzung insbesondere bei repetitiven 

Zielproteinen kommen. Weiterer Nachteil ist, dass E. coli keine typischen eukaryotischen 

posttranslationalen Modifikationen ausführen kann.11 

Rekombinante Spinnenseidenproteine können nach der Fermentation gelöst im 

Zellplasma oder aggregiert in Einschlusskörperchen vorliegen. Nach etabliertem Protokoll 

schließen sich Reinigungsschritte wie Hitzefällung von restlichen E. coli-Proteinen bei 

gleichzeitig hitzestabilen Spinnenseidenproteinen und eine Ammoniumsulfat-Fällung des 

Zielproteins an.11 Die so gewonnenen Proteine sind wasserunlöslich und werden nach 

Waschschritten und Gefriertrocknen als Rohmaterial erhalten.20 Dieses kann dann in 

verschiedene Morphologien entsprechend der jeweiligen Anwendung prozessiert werden.4 

Für diese Herstellungsweise wurde bereits ein MaSp-Protein der Gartenkreuzspinne 

Araneus diadematus herangezogen.20 Die Konsensussequenz der Kerndomäne, das 

sogenannte C-Modul mit der Aminosäuresequenz im Einbuchstabencode von 
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GSSAAAAAAAASGPGGYGPENQGPSGPGGYGPGGP, wurde 16-mal wiederholt und 

als engineered Araneus diadematus Fibroin 4, kurz eADF4(C16), bezeichnet 

(Abbildung 3).20 Weitere rekombinante Varianten basieren zum Beispiel auf dem Fibroin 3 

der Großen Ampullendrüse (ADF3) der Gartenkreuzspinne.21 

 

Abbildung 3: Darstellung der Vorgehensweise von der natürlichen Spinnenseide des 

Abseilfadens der Gartenkreuzspinne bis hin zur Herstellung des rekombinanten 

Spinnenseidenproteins eADF4(C16): Nach DNA-Extraktion und Entschlüsseln der 

genetischen Information des natürlichen Vorbilds konnten Aminosäuremotive identifiziert 

werden. Deren Rückübersetzung folgte ein Gendesign hin zum synthetischen 

Spinnenseidengen. Mittels Fermentation und Reinigung wurden dann rekombinante 

Spinnenseidenproteine erhalten. (Eigene Darstellung) 

 

1.1.3 Funktionalisierung von rekombinanter Spinnenseide 

1.1.3.1 Modifikation der Proteinsequenz 

Molekularbiologische Techniken erlauben durch Klonieren das Maßschneidern von 

Proteinen. Eine gerichtete Erstellung von repetitiven Gensequenzen erlaubt so das 

rekombinante Darstellen von Proteinen ähnlich des natürlichen Vorbilds.22 Durch 
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enzymatisches Schneiden an strategisch sinnvollen Stellen können DNA-Sequenzen 

vervielfältigt oder neu kombiniert werden.20 

Schon kleine Veränderungen der repetitiven Einheiten gestalten Proteine mit 

unterschiedlichen Eigenschaften. Sie können sich hinsichtlich der Anzahl der 

Wiederholeinheiten unterscheiden, was Einfluss auf die mechanischen Eigenschaften der 

künstlichen Fasern aus diesen Materialien hat.23 Da das C-Modul nur eine geladene 

Aminosäure (Glutaminsäure) enthält und so in der Repetition das polyanionische 

eADF4(C16) Protein gestaltet, hat der Austausch dieser Aminosäure eine Veränderung der 

Nettoladung und des Verhaltens zur Folge, beispielsweise in Bezug auf 

Wirkstofffreisetzung24 oder mikrobieller Besiedelung25. 

Durch genetisch basierte oder chemisch konjugierte Anbindung von Peptiden oder 

Oligonukleotiden26 an C- und/oder N-terminaler Position von rekombinanten Proteinen 

können verschiedenartige Funktionen erzeugt werden. Eine klassische Anwendung ist die 

Funktionalisierung mit dem Arginin-Glycin-Asparaginsäure-Tripeptid (kurz RGD), das für 

die Vermittlung von Zelladhäsion auf Oberflächen über Integrinbindung ursächlich ist.27 

Dies ist für den Einsatz als Material in der Geweberegeneration essentiell. Auch lokalisierte 

Ladungen in Peptid-tags können spezifische Effekte mit sich bringen, zum Beispiel eine 

Corona-Bildung von Blutproteinen auf Spinnenseidenpartikeln, was für die Materialwahl für 

biomedizinische Produkte eine Rolle spielt.28 Auch in der technischen Anwendung, wie in 

der katalytischen Wasserstoffproduktion zur Energiegewinnung, können maßgeschneiderte 

Spinnenseidenproteine durch Bindung von Gold- und Titandioxid-Nanopartikeln zur 

Photokatalyse herangezogen werden.29 

Die Erstellung von chimären Fusionsproteinen zeigt zusätzliche Funktionalität. Zwei 

individuelle Proteine können miteinander verbunden werden und ihre jeweiligen 

Eigenschaften kombinieren, wie beispielsweise Spinnenseide in Fusion mit dem Green 

Fluorescent Protein (GFP).30 Das Fusionsprotein GFP-eADF4(C16) zeigte nach 

Elektrospinnen aus wässrigem Medium Fluoreszenzsignal, was eine Verarbeitung von 

Biomolekülen unter Erhalt ihrer Aktivität modellhaft zeigte.31 

Eine zukünftige Herangehensweise könnte gezielt Kernfunktionen auf 

Peptidsequenzen zurückführen und diese Bausteine für ein maßgeschneidertes 

Materialdesign heranziehen.22 
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1.1.3.2 Variationen der Proteinprozessierung 

Neben Modifikationen auf DNA-Ebene, die direkt bei der Herstellung unterschiedlich 

funktionalisierte Proteine liefert, können auch aus demselben Material verschiedene 

Morphologien entstehen („eines für alles“-Prinzip), die dann in unterschiedlichen Bereichen 

Anwendung finden (Abbildung 4). 

 

Abbildung 4: Darstellung verschiedenartiger Morphologien, die aus dem rekombinanten 

Spinnenseidenprotein eADF4(C16) hergestellt werden können. Nachdruck unter 

Genehmigung modifiziert nach Leal-Egana, A.; Scheibel, T., Silk-based materials for 

biomedical applications. Biotechnol. Appl. Biochem. 2010, 55, 155-167. Copyright (2010) 

John Wiley & Sons. 

Ähnlich ihrem natürlichen Vorbild sind auch die Strukturen rekombinant hergestellter 

Spinnenseidenproteine sensitiv gegenüber Salzen. Hohe Konzentrationen an Natriumchlorid 

unterdrücken die Aggregation und eignen sich zur Lagerung der Proteine („salting in“ 

Effekt), wo hingegen Kaliumphosphat Aussalzungseffekte hervorruft („salting out“ 

Effekt).14 Die aussalzende Wirkung von Kaliumphosphat auf gelöste Spinnenseidenproteine 

ist abhängig von der Salzkonzentration: Es wurde ein Übergangsbereich zwischen der 

Ausbildung von Fibrillen bei bis zu 300 mM und Mikrokugeln ab 400 mM beobachtet.32 

Diese Art der Mikrokugeln kann als Wirkstoffdepot für eine gezielte Verabreichung aktiver 

Moleküle an einem Wirkort herangezogen werden.33-35 
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Neben dem Einfluss von Salzen auf rekombinante Spinnenseidenproteine kann auch 

an der wässrig-organischen Grenzfläche eine Strukturausbildung durch Phasenseparations-

induzierte Selbstassemblierung beobachtet werden. Die dabei gebildeten Mikrokapseln 

besitzen eine dünne Außenhülle, die reich an β-Faltblattstrukturen ist.36 Sie kann als 

semipermeable Membran mit einer Molekulargewichtsgrenze von 27 kDa funktionieren.37 

Bei der Prozessierung von Spinnenseidenmaterialien liegt eine Faserherstellung nahe. 

Verschiedene Ansätze können mittlerweile sogar den natürlichen Spinnprozess 

nachempfinden und daraus mechanistische Aussagen ableiten.23 Im Gegensatz dazu stehen 

Prozesse wie das Nassspinnen oder Elektrospinnen industriell umsetzbaren Lösungen näher 

und können Fasern für technische Anwendungen liefern.38, 39 

Die einfachste Verarbeitung von Spinnenseidenproteinen ist das Gießen von Filmen 

als einfache 2D Morphologie. Dies ist aus wässriger Lösung, aber auch aus unverdünnter 

Ameisensäure oder 1,1,1,3,3,3-Hexafluoro-2-isopropanol realisierbar. Je nach 

Lösungsmittel nehmen die hergestellten Filme unterschiedliche Anteile an kristallinen 

Strukturen an.40 Eine Nachbehandlung mit Kaliumphosphat-Puffer oder primären Alkoholen 

wie Methanol oder Ethanol erhöht den β-Faltblattgehalt und liefert wasserunlösliche 

Filme.41, 42 

Biomedizinische Anwendungen, zum Beispiel für die Geweberekonstruktion, 

erfordern 3D Strukturen, die den Platz des ersetzten Gewebes einnehmen. Aus 

rekombinanten Spinnenseidenproteinen können Hydrogele hergestellt werden, die mit 

Zellen besiedelt die Grundlage für einen Gewebeersatz darstellen.43 Durch additive 

Verfahren wie den 3D Dispensdruck kann das Material in die gewünschte Form gebracht 

werden.44 Über Einstellung der Porengröße wird die Versorgung mit Nährstoffen und 

Metaboliten und eine Zellmigration ermöglicht.43 Dies ist ebenfalls mit mesoporösen 

Schäumen aus rekombinanten Spinnenseidenproteinen der Fall, bei denen Natriumchlorid-

Kristalle als Porogen die Porengröße vorgeben.45 
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1.2 Biomineralisation 

Der Prozess der Biomineralisation unterliegt in höherem Maße der Kontrolle einer 

gerichteten Mineralisierung als reine Oxidations- oder Präzipitationsprozesse, die ebenfalls 

in der Natur zu finden sind. Dies führt zu einer höheren Ordnung der gebildeten 

Mineralphase in Hinblick auf Polymorphismus, da hierbei der biogene Kristall als 

Kompositmaterial aus organischen und anorganischen Anteilen entsteht. Somit können sich 

diese Minerale von ihren aus geologischen Prozessen gebildeten Gegenstücken stark 

unterscheiden.46-48 

 

1.2.1 Biomineralisationsprozesse in der Natur 

Biomineralisation ist ein Prozess, der in der Natur zum Beispiel zur Ausbildung von 

Stützstrukturen, Exoskeletten oder Zähnen dient (Tabelle 1).  

Tabelle 1: Übersicht ausgewählter biomineralisierter Strukturen in Lebewesen. 

Mineralart Taxon Gewebe/ 

Vorkommen 

Funktion 

Calciumphosphat 

(Apatit)49, 50 

Vertebraten 

(Tetrapoden und 

Knochenfische) 

Knochen/Zähne Stütz- und 

Schutzfunktion, 

Lokomotion, 

Nahrungszerkleinerung 

Calciumcarbonat51, 52 Vertebraten Innenohr: Otokonien 

(Tetrapoden)/  

Otolithen (Fische) 

Gleichgewichtsorgan 

Calciumcarbonat53 Vertebraten 

(Vögel, Reptilien) 

Eierschale Schutz des Embryos 

Calciumcarbonat54 Mollusken Mantel Schutzfunktion 

Calciumcarbonat55 Mollusken 

(Tintenfisch) 

Schulp Auftriebsorgan 

Calciumcarbonat56 Echinodermaten 

(Seeigel) 

Exoskelett Schutz und 

Verteidigung 

Calciumcarbonat57 Kalkflagellaten 

(Coccolithophorida) 

Exoskelett Schutz 

Siliziumdioxid58 Kieselalgen 

(Diatomeen) 

Exoskelett Schutz 

Eisenoxid 

(Magnetit)59 

Bakterien 

(Magnetospirillum) 

Zellorganell 

(Magnetosom) 

Orientierung 

(Magnetotaxis) 
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Die zu Grunde liegenden Minerale sind hauptsächlich Calciumphosphat, 

Calciumcarbonat und Siliziumdioxid. Ferner können spezialisierte Organismen 

Magnetitpartikel für eine magnetotaktische Orientierung herstellen.59, 60 Ein interessanter 

Aspekt der Biomineralisationsprozesse ist deren Ablauf unter milden Bedingungen, das 

bedeutet in wässrigem Medium, unter Atmosphärendruck und Umgebungs- oder 

Körpertemperatur aus lokal übersättigten Lösungen.61 In der Regel bilden die beteiligten 

Zellen Membran-gebundene Matrixvesikel als Kompartimente aus, in denen die lokale 

Übersättigung stattfinden kann, ohne den Zellmetabolismus zu beeinträchtigen.62 

Calciumcarbonat findet sich als Materialbestandteil überwiegend bei aquatischen 

Organismen, eindrucksvoll demonstriert in Korallenriffen, ist aber auch mineralischer 

Bestandteil der Eierschalen von Vögeln und Reptilien.48, 53 In Mollusken sind gleich zwei 

Polymorphe an Calciumcarbonat nebeneinander vertreten, Calcit und Aragonit:63 In der 

inneren Schicht der Muschelschale befindet sich Perlmutt. Dieses besteht aus regelmäßigen 

Aragonitlagen, die durch interlamellare Matrixanteile aus β-Chitin und assoziierten aziden 

Glykoproteinen verbunden sind.64 Es trifft dann an der Grenzfläche zur weiter außen 

liegenden Prismenschicht auf Calcit.65 Im Tintenfischschulp zeigen sich mikrostrukturierte 

Lagen an diesen beiden Calciumcarbonat-Polymorphen mit einer Protein- und 

Polysaccharid-haltigen organischen Matrix.66 Die Mineralisationsprozesse beider Strukturen 

sind als Vesikel-gesteuerte extrazelluläre Mineralisation anzusehen.67 Der Stachel eines 

Seeigels hingegen gleicht einem Einkristall mit eingeschlossenen Proteinanteilen in einer 

amorphen Ungleichgewichtsphase.48, 56 Er wird typischerweise in einem vielzelligen 

Vesikel, einem Synzytium, gebildet und stellt den Übergang zwischen intra- und 

extrazellulärer Mineralisation dar.67 Es wird angenommen, dass sich kristalline Phasen eines 

biogenen Minerals aus amorphen Vorläuferphasen bilden.48 Diese unterliegen dann einer 

kinetischen Kaskade. Gerade amorphes Calciumcarbonat ist besser löslich als seine 

metastabilen Polymorphe Vaterit oder Aragonit, die sich dann wiederum in das 

thermodynamisch stabile Calcit umwandeln können.48 Die weniger stabilen 

Vorläuferphasen konnten in synthetischen Ansätzen durch Polymere oder Aminosäuren 

stabilisiert werden, was diese Hypothese stützt.68, 69 

Diatomeen sind einzellige Mikroalgen, die ihr komplex gestaltetes Außenskelett aus 

Siliziumdioxid, ähnlich der Schwämme, aufbauen.70 Die Diatomeenzellwand hat den 

prinzipiellen Aufbau einer Petrischale mit zwei unterschiedlich großen Teilen, die 

ineinander greifen.58 Neben einer sexuellen Vermehrung können sich Diatomeen auch 
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vegetativ durch Zellteilung fortpflanzen. Dabei muss auch der Neuaufbau der mineralisierten 

Zellwand garantiert werden. Dies geschieht durch eine Teilung der beiden Zellen, die anders 

als andere Zellen noch temporär zusammenbleiben, bis ihre neuen Zellwände mineralisiert 

sind.71 Auch diese Biomineralisation ist über Membran-gebundene Vesikel gesteuert, die 

Kieselsäure als lösliche Form von Silizium enthalten, in der Zelle transportiert werden und 

nach Exozytose mit der Zellwand, der Silicalemma, verschmelzen.58, 71 Eine 

Nanostrukturierung der Zellwand wird durch Silaffin-Proteine und langkettige Polyamine 

gesteuert, wobei nur die polykationischen Silaffine Silikatbildung fördern.58, 70, 71 

Um im Magnetfeld der Erde navigieren zu können, bilden magnetotaktische Bakterien 

sogenannte Magnetosomen aus.72 Es handelt sich in diesem Falle um rein intrazelluläre 

Mineralisation. Diese Organelle enthalten Magnetit-Nanopartikel, die ebenfalls von einer 

Membran kompartimentiert sind.59 Sie sind typischerweise aneinandergereiht im jeweiligen 

Individuum zu finden.72 Die Größe und Form der Nanopartikel ist genetisch programmiert 

und liegt bei dem Modellorganismus Magnetospirillum gryphiswaldense bei 

kuboktaedrischen Partikeln mit 35 nm Kantenlänge.73 Eine Beteiligung von Proteinen am 

Biomineralisationsprozess ist unbestritten. Jedoch konnte den 18 identifizierten Proteinen in 

der Magnetosomenmembran derzeit noch keine spezifische Funktion zugewiesen werden.73, 74 

Im Vergleich der Sequenzen zu Proteinen, die bei anderen Mineralisationsprozessen eine 

Rolle spielen, konnten diejenigen Mam-Proteine (Magnetosom-abundante 

Membranproteine) erkannt werden, die den Transport von Metallkationen steuern.73, 75 

Durch genetische Manipulation der Membran76 und der damit verbundenen 

Biomineralisation können neue Anwendungen der Magnetosomen wie zum Beispiel als 

Kontrastmittel77 in der Kernspintomographie entstehen.72 

 

1.2.2 Biomineralisationsprozesse in Vertebraten 

Die Ausbildung eines mit Calciumphosphat mineralisierten Gewebes von Vertebraten 

erfolgt durch die gewebespezifischen Zellen im umliegenden Gewebe.47, 78 Zu Beginn sind 

Vorläuferzellen beteiligt, die die Aufgabe der Initialisierung des Mineralisationsprozesses 

übernehmen:62 Dieser wird zunächst über Matrixvesikel vermittelt, die von der Prä-

Osteoblasten-Zellmembran abgelegt werden und akkumulierte Ionen enthalten.67 

Anschließend läuft der Prozess als extrazelluläre Mineralisation ab.62, 79 Erste Apatitphasen, 

die sich in den Matrixvesikeln bilden, werden an die Umgebung abgegeben und binden an 
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spezifische Proteintemplate. Diese zunächst amorphen Vorläuferphasen werden durch diese 

Proteine stabilisiert und ein gerichtetes Kristallwachstum von Hydroxylapatit 

(Ca5[(PO4)3OH]) findet an Kollagenfibrillen statt.79 

Durch matrixgesteuerte Differenzierung werden diese Templat-Proteine in 

konzertierten Mustern exprimiert, die für eine anabolistische, aber nicht final pathogene 

Mineralisierung notwendig sind.62 Es sind stark geladene Proteine der SIBLING (Small 

Integrin Binding Ligand N-Linked Glycoprotein) Familie,80 die auch für eine Stabilisierung 

der zunächst gebildeten amorphen Calciumphosphat-Phase verantwortlich sind.46 Darunter 

sind Osteopontin,81 Osteocalcin,82 Osteonectin83 und Sialoprotein,84 die die 

Biomineralisation im Knochen und Zahn steuern. Im speziellen Fall der 

Zahnmineralisierung sind ebenfalls Dentinmatrixprotein-1 und Dentinphosphophoryin 

involviert.85 Es ist zu erwähnen, dass diese Proteine durch post-translationale Modifikation 

oft stark phosphoryliert sind, was die Attraktion von Calciumionen unterstützt.80, 85 Die 

SIBLING-Proteine stellen Nukleierungszentren dar und exponieren in den meisten Fällen 

lokalisierte, negative Ladungen durch Peptidsequenzen reich an Glutaminsäure und 

Asparaginsäure.80, 86-89 Im Speziellen werden Osteopontin und Sialoprotein als Promotoren 

der Mineralisierung angesehen,90 wobei Arginin-haltige Proteine als Inhibitoren fungieren.91 

Generell findet die Kontrolle des Kristallwachstums oder Inhibierung über die Anteile an 

löslichen Proteinen statt, die Ionen komplexieren und der Mineralisation entziehen, und 

immobilisierten Proteinen, die die Mineralisierung voran treiben.80, 91 Peptidsequenzen der 

nicht-kollagenen Proteine können als Motive zur Mineralisierung oder Kollagenbindung für 

biomimetische Mineralisationsansätze genutzt werden oder entsprechend ihrer 

Ladungseigenschaften als Vorbild für geladene synthetische Polymeradditive in 

Mineralisationsprozessen dienen.92 

Diese nicht-kollagenen Proteine stellen jedoch nur bis zu 10 % der organischen Matrix 

des Knochenkomposits dar.80 Kollagen Typ I, das den Hauptbestandteil der organischen 

Matrix und entsprechend 20-30 % der Gesamtmasse ausmacht, mineralisiert selbst nicht.80 

Die Zahnmineralisierung gestaltet sich sogar noch komplexer, da dabei zwei mineralisierte 

Phasen vorliegen: Zum einen der Schmelz, der keinerlei Kollagen enthält, zum anderen das 

Zahnbein, das dem Knochenmaterial ähnelt.61 Außerdem ist im Zahnschmelz als weiteres 

Mineral Fluorapatit (Ca5[(PO4)3F]) vorhanden.93 Kollagen Typ I bildet eine tripel-helikale 

Struktur, die sich zu Fibrillen assembliert.80 Durch gleichzeitige Bindung der nicht-

kollagenen Proteine an die Kollagenfibrillen entsteht das organisch-anorganische Knochen-
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Verbundmaterial. Es ist dabei eine geordnete Struktur zu erkennen, da Mineralisation in den 

Stoßregionen der Kollagenfibrillen zueinander und untereinander stattfindet (Abbildung 5). 

Somit wachsen Hydroxylapatit-Minerale von dort aus parallel entlang der Kollagenfibrillen. 

Diese Organisation liefert ein hochstrukturiertes Nano-Verbundmaterial mit verbesserten 

mechanischen Eigenschaften.80 

 

Abbildung 5: Modell der gerichteten Mineralisation in den Stoßregionen der 

Kollagenfibrillen. Dort findet die Bindung der nicht-kollagenen Proteine statt, von denen 

aus die Hydroxylapatit-Plättchen mineralisieren. (Eigene Darstellung) 

Durch die starke Kontrolle des Mineralisierungsprozesses über Proteintemplate94 

bilden sich orientierte Mineralplättchen mit den Dimensionen 60-100 nm in der Länge, 30-

50 nm in der Breite und 2-6 nm in der Höhe aus. Dies macht sie zu den kleinsten biogen 

vorkommenden Mineralen.80 Die Bindung zwischen Kollagen und der mineralischen Phase 

ist noch nicht vollständig aufgeklärt, wird aber auf die Interaktion zwischen 

Aminosäureresten und Calciumionen zurückgeführt.80 Mit zunehmender Mineralisierung 

verdichtet sich die Matrix des Gewebes und eingeschlossene Osteoblasten können nur noch 

passiv durch Diffusion versorgt werden. Sie sind dann im Stadium von voll differenzierten 

Osteozyten angekommen.80 Da Diffusion von Sauerstoff und Metaboliten nur über eine 

begrenzte Wegstrecke (Mikro- bis Millimeter)95 in Geweben erfolgreich ist, muss auch im 

Knochen eine Vaskularisierung vorhanden sein, die sich im neuen Knochenmaterial aus 

Endothelzellen bilden kann.96 Da durch Wachstum eine flexible Anpassung des Skeletts an 

die Größe des jeweiligen Individuums von Nöten ist, übernehmen Osteoklasten die Aufgabe, 

Knochenmaterial stetig kontrolliert abzubauen.97 Die Folge daraus ist, dass sich das gesamte 

Skelett eines Menschen während seiner Lebensdauer dynamisch anpasst.61 Eine 
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altersbedingte Abnahme der Knochendichte ist im Normalfall auf ein vermehrtes Absterben 

von Osteozyten und Knochenumbau zurückzuführen.98 Osteoporose hingegen ist eine 

pathogene Ausprägung dieser Indikation in Form einer metabolischen Knochenstörung. Sie 

führt neben verringerter Knochendichte ebenfalls zu architektonischen Veränderungen der 

Knochenstruktur. Das Auftreten kann in fortschreitendem Alter oder hormonellen 

Veränderungen, besonders bei Frauen, begründet sein.98 Tritt solch eine Indikation auf, 

brechen Knochen bei Bewegung oder starker Last zunehmend schneller.99 Auch die 

gegenteilige Ausprägung einer Fremdmineralisation von weichen Geweben stellt ein 

Krankheitsbild dar.100 Eine Calcifizierung als Einlagerung von Calciumsalzen bis hin zur 

Ossifikation (Verknöcherung) wird in der Regel von regulatorischen Hormonen gesteuert.101 

In einer systemischen Störung stellt dies jedoch ein pathogenes Verhalten dar, das sich 

unkritisch äußern oder massive Beeinträchtigungen mit sich bringen kann.102 

 

1.2.3 Mineralisierte Gewebe 

Neben den vollständig mineralisierten Geweben der Knochen und der Zähne sind auch 

manche angrenzende Gewebe teilweise mineralisiert. Zu den teilmineralisierten Geweben 

zählen Knorpel, Bänder und Sehnen. Dies ist einem fließenden Übergang der zum Knochen 

hin angrenzenden Gewebe geschuldet, die weniger stark mechanisch belastet werden.103 

Zwischen Knorpel und subchrondralem Knochen zeigt sich eine calcifizierte 

Knorpelschicht, die als mechanische und biochemische Barriere funktioniert.104, 105 Der 

Knorpel weist so anstelle eines graduellen Übergangs zwei distinkte Schichten auf, die nicht-

mineralisierte und die Mineral-aufweisende Knorpelschicht.106 Dabei ist eine klare 

Abgrenzung der mineralisierten Anteile zum Knochen kaum zu treffen: Im Falle dieser 

Schicht zeigt sich die Ausbildung von dem Knochen ähnlich mineralisiertem Kollagen 

Typ II und Proteoglykanen als Hauptbestandteile des Knorpels.104 Studien indizieren eine 

stärkere Mineralisierung dieser Schicht als im Knochen selbst, was auf ihre Funktion als eine 

abrasive Opferschicht hindeutet.107, 108 Um diese Bedingungen in Ersatzgeweben 

wiederherzustellen, können Materialien mit distinkten Lagen109, 110 oder 

Gradientenmaterialien zum Einsatz kommen.106, 111 

Sehnen stellen das Bindeglied zwischen zwei stark unterschiedlichen Geweben, dem 

weichen Muskel und dem steifen Knochen, dar. Um eine Übertragung der Kräfte während 
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der Muskelkontraktion zu gewährleisten, muss die jeweilige Anbindung an den 

Gewebsübergängen graduell erfolgen, da sonst ein Ausriss der Sehne wahrscheinlich ist.103 

Der Mittelteil der Sehne besteht aus parallelen Kollagenfasern, die sich unter uniaxialem 

Zug strecken.103 In Zugrichtung des Muskels werden 0,4 GPa übertragen, zur Knochenseite 

hin 20 GPa.103 Der Übergangsbereich zwischen Sehnen und Knochen wird als Enthese 

bezeichnet.112 Dabei können drei Zonen des Übergangs charakterisiert werden: Neben dem 

ersten, klar der Sehne zugehörigen Bereich, schließt sich ein Bereich mit faserigen 

Knorpelanteilen an. Der letzte Bereich vor dem Knochen selbst ist ein mineralisierter 

Faserknorpel.103, 113 Generell lässt sich die Zunahme an Kollagenfibrillen-Desorientierung 

und Hydroxylapatitbildung zur Knochenseite hin beobachten (Abbildung 6).114 

 

Abbildung 6: Lichtmikroskopische Aufnahmen von longitudinalen murinen 

Sehnenschnitten mittels Lasermikrodissektion am Knochenübergang. Schematische 

Darstellung: Der Bereich der Sehne zeigt regelmäßige Anordnung der Kollagenfibrillen 

(blau), der Knochenbereich ist zunehmend ungeordnet und mineralisiert (grau). Nachdruck 

unter Genehmigung modifiziert nach Deymier, A. C. et al., Micro-mechanical properties of 

the tendon-to-bone attachment. Acta Biomater. 2017, 56, 25-35. Copyright (2017) Elsevier. 

Sehr ähnlich den Mineralisierungsprozessen im Knochen werden auch in der Sehne 

Matrixvesikel abgelegt, die für eine Mineralisierung notwendig sind. Da Sehnen aus 

longitudinalen Kollagenfibrillen bestehen, konnte die Verteilung dieser Vesikel 

mikroskopisch in Sehnenschnitten verfolgt werden.79 Entsprechend ihrer graduellen 

Mineralisierung sind auch die Vesikel entlang der Sehne verteilt. In stärker mineralisierten 
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Regionen erscheinen die Abstände zwischen den Kollagenfibrillen größer, da hier 

Mineralisation ebenfalls extravesikular stattfindet und Apatitkristalle eingelagert werden.79 

Auch hier sind SIBLING Proteine an der Mineralisation beteiligt.115 

Sollte durch zu hohe oder ruckartig auftretende Kräfte die Sehne, eventuell sogar samt 

Enthese, ausreißen, gestaltet sich eine natürliche Sehnenregeneration schwierig. Neben den 

mechanischen Eigenschaften, die auch in einer Rekonstruktion wiederherzustellen sind, 

weist das Gewebe nur wenige Blutgefäße und geringe Zellbesiedelung auf, welche für eine 

Gewebeheilung notwendig sind.112 Somit wird das Sehnengewebe durch Narbengewebe 

ersetzt, das den mechanischen Ansprüchen nicht genügt.103 Zwar reißen Sehnen seltener an 

der Enthese aus, jedoch ist eine möglichst narbenfreie Anbindung in das Muskel-Sehnen-

Knochen-Konstrukt essentiell für den Erfolg der Sehnenrekonstruktion.103, 113 In der Regel 

werden Sehnen aus anderen Körperregionen als Selbstspende verpflanzt.103 Weiterhin sind 

künstliche Sehnenersatzkonstrukte im Einsatz, die maßgeschneiderte Lösungen mit 

gesponnenen Faserkonstrukten bieten sollen.116-118 

Bänder verknüpfen weiche Gewebe oder Knochen je untereinander, indem sie diese 

lokal fixieren. Die Knochen-verbindenden Bänder sind ähnlich zu Sehnen aus parallelen 

Kollagenfaserbündeln aufgebaut und weisen dieselben Übergangsmechanismen hinsichtlich 

einer graduellen Mineralisation auf.119 Ohne die Positionierung der Knochen durch Bänder 

kommt es zunehmend zu Verschleiß der betroffenen Gelenke, der sich vor allem im Knie 

äußert.120, 121 
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1.3 Übertragung natürlicher Prinzipien auf bioinspirierte 

Fabrikationsansätze 

Seit jeher versucht der Mensch, Prinzipien aus der Natur zu verstehen, für sich zu 

nutzen und anwenden zu können. Eindrucksvoll zeigte sich dies beispielsweise im 

Erfindergeist Leonardo Da Vincis, was dessen Konstruktionszeichnungen zu Erfindungen 

wie der Flugmaschine, inspiriert durch den Vogelflug, belegen.122 Neben einem bloßen 

Nachbau natürlicher Materialien steht auch das Verständnis der zu Grunde liegenden 

Anforderungen an beispielsweise die Mechanik, Statik oder Materialverarbeitung im 

Fokus.122, 123 Diese Herangehensweise wird als design by analogy bezeichnet.124 Im Falle, 

dass die Vorbilder der Biologie entspringen, spricht man von Biomimikry oder 

Bioinspiration.124 Solche bioinspirierten Ansätze übertragen oft nur relevante Teilaspekte 

eines natürlichen Vorbilds auf einen neuen Fabrikationsansatz. Bekannte Anwendungen 

basierend auf Oberflächenstrukturierung sind unter anderem das Lotus-Prinzip125 für 

selbstreinigende Oberflächen oder das Gecko-Prinzip126 für kleberfreie Adhäsion.122 Auch 

hier sei das Beispiel des rekombinanten Spinnenseidenproteins genannt, das auf Basis seines 

natürlichen Vorgängerproteins designt wurde und nun für verschiedenste Anwendungen zur 

Verfügung steht.12 

 

1.3.1 Gradientenmaterialien 

1.3.1.1 Funktionsprinzip natürlicher Gradientenmaterialien 

Funktionelle Gradientenmaterialien sind in der Natur überall dort zu finden, wo zwei 

Materialien mit unterschiedlichen, meist mechanischen Eigenschaften miteinander 

verbunden werden. Eine graduelle Ausführung erlaubt dabei einen fließenden Übergang, der 

die lineare Ab- und Weiterleitung äußerer Kräfte von einer Materialseite zur anderen ohne 

Materialversagen ermöglicht. Treffen zwei ungleiche Materialien an einer Grenzfläche 

direkt aufeinander, wie es typischerweise in Kompositmaterialien der Fall ist, tritt 

Radialspannung auf und es kann zu einer „Sollbruchstelle“ kommen, an der das Material 

versagt.127 Weiterhin ist neben einem Gradienten ein rein gradueller Übergang, auch als 

Stufengradient bezeichnet, möglich. Dies führt zu einer kleinstufigen Änderung der 

Eigenschaften. Im Optimalfall ist keinerlei distinkte Abstufung der Materialien entlang des 
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Gradienten zu erkennen.127 Mit dem graduellen Verlauf von Eigenschaften geht auch ein 

Übergang von Strukturen (Morphologien, Porengrößen), unterschiedlichen Materialien oder 

Konzentrationen eines Materials in eine bestimmte Richtung einher.128 Oft sind mehrere 

dieser Ansätze kombiniert und ergeben einen multidimensionalen Gradienten.128 Als 

natürliches Vorbild sind hier der Byssusfaden der Miesmuschel, der Tintenfischschnabel 

und der Knochen-Sehnen-Übergang, die sogenannte Enthese, zu erwähnen (Abbildung 7). 

Die zu Grunde liegenden Gradientenverläufe werden hierzu näher diskutiert. 

Neben seiner erstaunlichen Eigenschaft, mit einem Plaque Unterwasser-Adhäsion zu 

ermöglichen, ist der daran anknüpfende Byssusfaden der Miesmuschel (Gattung der Mytilus) 

ein Gradientenmaterial aus elastischen und fibrösen Proteinen.129 Das Fadeninnere besteht 

aus zwei verschiedenen kollagenartigen Proteinen (sogenannte preCOLs), wobei die äußere 

Faserhülle Mytilus foot protein-1 (Mfp-1) als Hauptbestandteil hat. Die Ausbildung eines 

chemischen Gradienten an 3,4-Dihydroxyphenylalanin (Dopa) von 10-15 mol-% in Mfp-1 

mit höchster Konzentration in der Muschelfuß abgewandten, distalen Seite erfolgt post-

translational.130 Dopa wird in marinen Invertebraten als Adhäsionsvermittler verwendet und 

sorgt für die Anbindung an den Untergrund. Im Byssusfaden ist ein Gradient an distalen 

preCOLD- und proximalen preCOLP-Proteinen mit jeweils gegenläufig hohem Anteil zu 

finden, die einen mechanischen Gradienten erzeugen. Dies hat eine Versteifung des 

Materials hin zur distalen Seite, die am Untergrund ankert, zur Folge.131 

Der Schnabel des Humboldt-Kalmars (Dosidicus gigas) ist wohl eines der härtesten, 

natürlich vorkommenden voll organischen Materialien. Selbst in seiner hydrierten Form 

können Kräfte von über zwei Größenskalen Unterschied (von 50 MPa bis 5 GPa) übertragen 

werden.132, 133 Dies wird durch einen groß angelegten Steifigkeitsgradienten realisiert, da der 

Schnabel im weichen Gewebe verankert ist. Das Gradientenmaterial wird hier aus einem 

rein chemischen Gradienten bestehend aus Wasser, Chitinfasern und Histidin-reichen 

Proteinen, die Dopa-Seitenketten aufweisen, realisiert.132, 133 Es findet eine graduelle 

Quervernetzung zwischen den Dopa- und Histidin-Resten hin zur härteren Schnabelseite 

statt.132 Zusätzlich sinkt der Wasser- und Chitinanteil hin zur steiferen Seite. Eine optische 

Verfolgung des Gradienten ist anhand der Pigmentierung des Tintenfischschnabels möglich, 

da der Färbung Catechol zu Grunde liegt, das mit Dopa-reichen Proteinen in sklerotisierten 

Geweben von Insekten oder Wirbellosen in Verbindung steht.132, 133 
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Abbildung 7: Beispiele für natürliche Gradientenmaterialien: A) Die Byssusfäden der 

Miesmuschel, B) der Papageienschnabel des Tintenfischs und C) die menschliche Enthese 

mit Angaben zu ihren jeweiligen mechanischen Eigenschaften und spezifischen Gradienten. 

(Eigene Darstellung, Werte nach Referenzen 103, 132, 134) 

Die Enthese112 ist durch den steilen graduellen Anstieg an Zellbesiedlung, 

Hydroxylapatit (Konzentrationsgradient) und einer Desorientierung der Kollagenfasern 

(struktureller Gradient) zur Knochenseite hin gekennzeichnet, um den Übergang von der 

weichen Sehnenseite hin zur steifen Knochenseite zu ermöglichen.103, 135 Unter normaler 

Belastung wird so die bei Muskelbewegung auftretende Kraft von einem Material mit 

Steifigkeit im MPa-Bereich zu einem Material im GPa-Bereich übertragen. Das 

Gradientenmaterial, das nur einen Mikrometerbereich umspannt, wird somit aus einem 
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Kollagen-Hydroxylapatit-Komposit gebildet, der zum Knochen hin zunimmt.114 Die 

graduelle Mineralisierung des Gewebes wird auch hier, ähnlich wie im Knochen selbst, von 

Proteinen der sogenannten SIBLING Familie gesteuert.80, 103 

 

1.3.1.2 Erzeugung und Anwendung von Gradientenmaterialien 

Das Funktionsprinzip von Gradientenmaterialien rückte ab den 1980er Jahren in den 

Fokus der Materialforschung. Es wurden Lösungen für technische Anwendungen gesucht 

und erstmals in der Raumfahrt durch einen Gradientenverlauf realisiert, um thermische 

Stressspitzen in Hitzeschildern zu minimieren.136 Immer weitreichender wurden funktionelle 

Gradientenmaterialien (FGM) geschaffen und angewandt.137 Dies kann über verschiedene 

Herstellungsmethoden geschehen, wie beispielsweise Pulvermetallurgie,136, 138 

Polymerisationsansätze,139 Mikro-140 und Makrofluidik,116, 141, 142 Photolithographie143 oder 

Elektrospinnen118, 137. Damit werden Gradientenmaterialien mit unterschiedlicher 

Materialzusammensetzung,116, 138 Mechanik118, 137, 144 oder Binnenstruktur117, 145-147 

generiert. 

Gradientenmaterialien für die biomedizinische Anwendung werden vor allem im 

Zusammenhang mit porösen Knochenmaterialien oder mechanisch anspruchsvollen 

Sehnenersatzmaterialien benötigt. Graduell poröse Strukturen, die eine biologisch relevante 

Porengröße für die Knochenrekonstruktion abdecken, können verschieden ausgeführt 

werden.145 Um eine personalisierte Lösung für Patienten herstellen zu können, rückt der 

3D Druck als Methode der Wahl in den Vordergrund. Graduelle Konstrukte aus 

Biomaterialien werden so durch unterschiedlich angesteuerte Extrusion zweier Materialien 

generiert, von denen beispielsweise ein Material mit einem anorganischen Füllmaterial 

beladen ist.148 Durch interne Steuerung des 3D Druckers149 oder durch zwei gegenläufige 

Spritzenpumpen141 werden beide Materialien mit unterschiedlicher Geschwindigkeit 

extrudiert (Abbildung 8). So kann beispielsweise eine graduelle Biomineralisation durch 

Füllstoffe in einer Komponente erzeugt werden, um die Materialsteifigkeit gezielt zu 

erhöhen. Die so entstandenen Konstrukte eignen sich für die Anwendung in der 

Entheserekonstruktion. Das graduelle Einbringen von zwei Füllstoffen unterschiedlicher 

Größe kann dem Zweck der Knochenrekonstruktion dienen. Die Vermischung findet dann 

in einer Mischkammer statt und das in seiner Konzentration vordefinierte, gemischte 

Material wird extrudiert.111, 149, 150 Diese Art der graduellen Verarbeitung setzt aber in der 
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Regel die Modifikation des Gerätes mit Anbau eines Doppel-Kartuschen-Mischkopfes 

voraus, sodass oft ein kostspieliger Umbau notwendig wird und die weitergehende Nutzung 

eingeschränkt ist.151 

 

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Realisierung von 3D Gradientenmaterialien. 

A) Spritzenpumpe befüllt mit unterschiedlichen Materialien A und B, die in einer 

Mischeinheit aufeinandertreffen. B) Extrusionsdüse mit zwei Einlässen für unterschiedliche 

Materialien. Nachdruck unter Genehmigung modifiziert nach A) Idaszek, J. et al., 3D 

bioprinting of hydrogel constructs with cell and material gradients for the regeneration of 

full-thickness chondral defect using a microfluidic printing head. Biofabrication 2019, 11 

(4), 044101. Copyright (2019) IOP Publishing. B) Kokkinis, D.; Bouville, F.; Studart, A. R., 

3D Printing of Materials with Tunable Failure via Bioinspired Mechanical Gradients. Adv. 

Mater. 2018, 30 (19), 1705808. Copyright (2018) John Wiley & Sons. 

 

1.3.2 Biofabrikation 

Das Feld der Biofabrikation hat in den letzten Jahren rasant an Popularität gewonnen. 

Mit der Erstausgabe der Fachzeitschrift Biofabrication (Verlag IOP Publishing, Bristol, 

Großbritannien) im Jahr 2009, die sich diesem Themenkomplex widmet, wurde nach 

Mironov et al.152 erstmals der Begriff definiert: Es handelt sich dabei um die 

Überschneidung der Fachdisziplinen Biologie, Materialwissenschaften und Maschinenbau. 
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Dabei entstehen „lebende und nicht lebende biologische Produkte, die aus Materialien wie 

lebenden Zellen, Molekülen, extrazellulärer Matrix und Biomaterialien bestehen“ 152.  

Der Begriff Biomaterial definiert dabei ein Material, das nicht zwingend biologischen 

Ursprungs ist, aber vorteilbringend in den Körper eingebracht werden kann.153, 154 Einerseits 

liefert die Orientierung an der Biologie bioinspirierte und biomimetische Ansätze.152 

Resultat dieser Fabrikation sind artifizielle Produkte, die von „Burgerfleisch aus der 

Petrischale“155 bis hin zu künstlichen Geweben für die Biomedizin reichen. Darunter fallen 

auch Biosensoren zur medizinischen Überwachung, die ähnlich einem Pflaster auf die Haut 

aufgebracht werden können.156 Eine Simulation von organartigen Funktionen für die 

Vorhersage von Verhaltensweisen in Bezug auf Wirkstoffverträglichkeit oder von 

Krankheitsmodellen kann mittels organ on a chip realisiert werden.157 Weiterhin kann der 

Anspruch auch in der guten Verträglichkeit von pharmazeutischen Produkten, wie 

neuartigen Wirkstofftransportsystemen33 oder einer bioinerten Beschichtung von 

medizinischen Schläuchen158 oder Implantatoberflächen gegen Ausbildung von 

Kapselfibrose159, liegen. In anderen Anwendungen ist die Bioaktivität von Oberflächen für 

die Integration von Implantaten explizit erwünscht, beispielsweise bei in den Knochensockel 

eingebrachten Titanimplantaten.160 Andererseits zählen nach dieser Definition ebenfalls 

neue bioinspirierte Wege der Treibstofferzeugung161 oder der Katalysatorforschung162 dazu. 

Folglich umfasst diese Forschung ein zunehmend größer werdendes Feld, wobei der 

Begriff Biofabrikation oft dynamisch über die Fortschritte in Technologien und 

Anwendungsbereichen definiert wird, was jedoch zu einer Inkonsistenz der Terminologie 

führt.163 Eine Abgrenzung zu den Disziplinen der regenerativen Medizin und Tissue 

Engineering sowie der additiven Fertigung ist schwieriger geworden. Da diese Begriffe oft 

synonym verwendet wurden, wurde nach Groll et al.163 eine erneuerte Begriffsdefinition 

angestrebt. Diese beinhaltet explizit die Schnittmenge der Disziplinen als „Biofabrikation 

für Tissue Engineering und die regenerative Medizin”. Diese Neudefinition dient einer 

Erweiterung der Begrifflichkeit und schließt dabei auch die Herstellungsverfahren für Zell-

beladene Konstrukte mit ein.163, 164 Es handelt sich um „die automatisierte Herstellung von 

biologisch funktionellen Produkten mit einer strukturellen Organisation bestehend aus 

lebendigen Zellen, bioaktiven Molekülen, Biomaterialien, Zellaggregaten wie beispielsweise 

Mikro-Geweben oder hybriden Material-Zell-Konstrukten, die durch Biodrucken oder 

Bioassemblierung und anschließender Gewebereifung gewonnen werden“ 163. Im Folgenden 



1 EINLEITUNG 

_________________________________________________________________________ 

30 

 

sollen nun die zu Grunde liegenden Prinzipien des Ansatzes Tissue Engineering näher 

erläutert werden. 

 

1.3.2.1 Tissue Engineering 

Unter dem Begriff Tissue Engineering versteht man Fabrikationsansätze mit dem Ziel, 

Gewebe teilweise oder vollständig zu ersetzen. Der Verlust eines Gewebes oder gar Organs 

führt zu Einschränkungen oder vollständigem Einstellen der zu Grunde liegenden 

Funktion.165 Die daraus entstehende medizinische und ökonomische Problematik wurde 

Anfang der 1990er Jahre von Langer und Vacanti erkannt und Tissue Engineering als 

Lösung vorgeschlagen.166 Der momentane Stand zum Gewebeersatz beruht nach wie vor auf 

Auto-, Allo- oder Xenotransplantation. Bei Autotransplantation können Teilgewebe des 

Spenders an einen anderen Ort im Körper verpflanzt werden, beispielsweise Hautlappen 

nach Verbrennungen. Dies kann jedoch an der Spenderstelle zu sekundärer Morbidität 

führen.167 Allotransplantation bezieht sich auf Spenderorgane fremder, toter oder lebender 

Personen. Es besteht nach wie vor eine größere Nachfrage an Spenderorganen als diese zur 

Verfügung stehen.168 In diesem Fall muss die Abstoßung des Gewebes oft für lange Zeit 

durch Immunsuppressiva unterdrückt werden.169 Dies spitzt sich noch zu, wenn das 

Transplantat nicht vom Menschen stammt, sondern tierischen Ursprungs ist (Xenograft).170 

Dazu kommt das Risiko der Übertragung von tierischen Krankheiten auf den Menschen.171, 

172 

Aus den komplexen Anforderungen an den Gewebeersatz stellen sich einige 

Kernfragen, die bei der Gerüstherstellung berücksichtigt werden müssen. Größere Defekte 

oder gar Organverlust führen im Körper zum Kollabieren der umliegenden Strukturen. Das 

bedeutet, dass temporäre „Platzhalter“ geschaffen werden müssen, um eine Kavität für das 

neu entstehende Gewebe freizuhalten. Durch den voranschreitenden Gewebeaufbau kann 

dann das entsprechende Gerüst resorbiert werden.165 Daher muss im idealen Fall der 

Bioabbau des Biomaterials synchron mit der entsprechenden Geweberekonstruktion 

ablaufen, was für den Fall von zum Beispiel Haut innerhalb von wenigen Tagen oder im 

Knochen von mehreren Wochen der Fall ist.173 

Für diese Herausforderung steht eine Vielzahl an Biomaterialien zur Verfügung, die 

in der Regel biologischen Ursprungs oder bioinspiriert sind, beziehungsweise synthetisch 
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hergestellt werden. Synthetische Polymere, die häufig Anwendung in der 

Geweberekonstruktion finden, sind zum Beispiel Polyethylenglycol, Polymilchsäure oder 

Poly-ε-Caprolacton.168, 174 Ihr entscheidender Nachteil ist jedoch, dass sie bioinert sind und 

eine Funktionalisierung nachträglich eingefügt werden muss.165 Hinzu kommt, dass zwar 

nicht das Material selbst, aber seine Abbauprodukte, insbesondere von synthetischen 

Polymeren, toxisch sein können.168 Im Falle von Biomaterialien wie Kollagen, Gelatine oder 

Fibronektin aus tierischen Quellen besteht, wie bei Xenotransplantaten, die Gefahr der 

Krankheitsübertragung.172 Das Polysaccharid Alginat175 kann ebenfalls verarbeitet werden 

und wird in der Regel bei Prozessierung zu Hydrogelen mit Calciumionen vernetzt.176, 177 

Chitosan wird aus Chitin der Krabbenschalen nach Deproteinierung und Decalcifizierung 

unter Verkürzung der Kettenlänge und Reduzierung des Acteylierungsgrads gewonnen.178, 

179 Wie bei anderen Materialien kommt es auch bei Chitosan zu Schwankungen zwischen 

den Materialchargen, was vor allem für die medizinische Anwendung streng kontrolliert 

wird.180 Rekombinant hergestellte Proteine, unter denen sich Kollagene181 und 

Seidenproteine20, 182 befinden, lösen einige dieser Probleme und ermöglichen eine 

großtechnische Herstellung. 

Um eine Abstoßung oder Unverträglichkeit zu vermeiden, müssen Gerüstmaterialien 

biokompatibel sein und nach Möglichkeit dem zu ersetzenden Gewebe weitestgehend 

ähneln. Ein Weg zur personalisierten Medizin ist es, Spenderzellen des Zielgewebes zu 

entnehmen, zu kultivieren und auf das in seiner Form, Größe und Gewebespezifität 

personalisierte Gerüst zu geben.168 In der Regel sind bei diesem Vorgehen nur wenige 

Spenderzellen notwendig.154 Bei ausreichender Zellbesiedlung und eventuell beginnender 

Differenzierung wird das Konstrukt an der Defektstelle eingebracht. Es können für diese 

Herangehensweise zwei Ansätze verfolgt werden: Zum einen können aus einzelnen 

Bestandteilen, wie zum Beispiel zellbeladenen Matrizen, Gewebe modular zu einem (3D) 

Konstrukt aufgebaut werden.183 Zum anderen können Trägermaterialien 3D Strukturen 

vorgeben, die nachträglich mit aktiven Komponenten wie Zellen, Wachstumsfaktoren oder 

Wirkstoffen besiedelt werden. Das Verständnis von Struktur-Eigenschafts-Beziehungen ist 

dabei nützlich, um eine gerichtete Zelladhäsion zu erzielen. Zelladhäsion findet beim 

Aussäen auf eine Oberfläche in einem zweistufigen Prozess statt.184 Zu Beginn ist die 

topographische Beschaffenheit der Oberfläche, wie seine Rauheit oder Strukturierung, von 

Bedeutung. Erst danach werden die chemischen Eigenschaften, wie die Bereitstellung von 

Bindungsmotiven, erkannt.185 Solche fokalen Adhäsionsprozesse dienen zudem der 
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komplexen Signalübertragung von der extrazellulären Matrix zur Zelle: Sie finden mit der 

Zell-umgebenden Matrix über Integrine in der Zellmembran und dem Aktin-Zytoskelett 

statt.186 

Die Größe und Form einer Defektstelle im Patienten kann oft mit Hilfe von 

Computertomographie genau bestimmt werden. Anhand der bildgebenden Verfahren wird 

mittels Computer-gestütztem Design (computer aided design, CAD) und Herstellung 

(computer aided manufacturing, CAM) ein personalisiertes Gewebekonstrukt erstellt 

(Abbildung 9).187 In diesem Zuge ist der 3D Druck eine geeignete Wahl, um ein solches 

Vorgehen durch Ablegen der einzelnen Konstruktlagen in der additiven Fertigung zu 

realisieren.183 

 

Abbildung 9: Prozess der Herstellung von personalisierten Gewebekonstrukten basierend 

auf einem 3D Scan mit Hilfe des 3D Drucks. Nachdruck unter Genehmigung modifiziert 

nach Goyanes, A. et al., 3D scanning and 3D printing as innovative technologies for 

fabricating personalized topical drug delivery systems. J. Control. Release 2016, 234, 41-

48. Copyright (2016) Elsevier. 

Einige Biomaterialien können zu Hydrogelen prozessiert werden, die sich verdrucken 

lassen.165 Darunter befinden sich Seidenmaterialien, in die direkt Zellen eingekapselt werden 

können. So entstandene Biotinten können im 3D Druck direkt funktionale Konstrukte 

liefern.44 Jedoch gibt es das ein oder andere Hindernis auf diesem Weg der Verarbeitung: 
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Die Druckgenauigkeit liegt bei Biopolymeren oft unter der von synthetischen Polymeren.165 

Außerdem ist die Viskosität eines zellbeladenen Materials entscheidend, da zwar stabile 

Konstrukte nötig sind, aber die Zellen während des Drucks bei steigender Viskosität immer 

stärkeren Scherkräften ausgesetzt sind.188 Auch der Durchmesser der Drucker-

Extrusionsdüse hat einen Einfluss auf das Zellüberleben und ihr späteres Verhalten.189, 190 

Die aktuelle Forschung beschäftigt sich mit der Detektion von Scherkräften während des 

Drucks in Modellen, um das Überleben von Zellen abschätzen zu können.191 

 

1.3.2.2 Geweberekonstruktion mit rekombinanter Spinnenseide 

Die Abdeckung von Wunden mit Spinnennetzen und ihre anti-inflammatorische 

Wirkung, ohne eine Immunantwort auszulösen, war schon bei den alten Griechen bekannte 

Praxis.192 Somit sind die vorteilhaften Eigenschaften von Seidenmaterialien für 

biomedizinische Anwendungen schon lange bekannt. Neben Spinnenseide ist dabei auch die 

Seide des Seidenspinners Bombyx mori von Interesse. Im Gegensatz zu Spinnen kann dieser 

in großen Zuchtbetrieben auf Maulbeerblättern gehalten und seine Seide geerntet werden. 

Diese Rohseide muss dann einem Prozess unterzogen werden, der die äußere Beschichtung 

der Seidenfasern ablöst. Der Prozess wird als degumming bezeichnet und findet unter 

Kochen bei 60 °C in Lithiumbromid statt. Die dabei entfernten Sericine sind bekannt, 

Immun- und inflammatorische Antworten im Körper auszulösen. Das dann gewonnene 

Seidenmaterial kann gelöst und prozessiert werden.7, 193 

Um eine einfache Herstellung in großen, homogenen Mengen und eine geeignete 

Prozessierung von Spinnenseidenproteinen zu ermöglichen, wird oft der Weg einer 

rekombinanten Herstellung gewählt. Die so gewonnenen Proteine eignen sich für 

biomedizinische Anwendungen. Eine Auswahl solcher Anwendungsbeispiele ist in 

Tabelle 2 zusammengefasst. Die Zelladhäsion ist für den Erfolg eines Biomaterials in der 

Geweberekonstruktion entscheidend. Durch molekularbiologische Methoden oder 

nachträgliche chemische Kopplung können rekombinante Spinnenseidenproteine mit 

Zellbindungsmotiven wie dem bekannten RGD-Tripeptid funktionalisiert werden.27 Die 

somit entstandene Zytokompatibilität ermöglichte Zell-Matrix-Interaktion mit 

Spinnenseidenproteinen in unterschiedlichen Morphologien wie 2D Filmstrukturen27 oder 

3D Hydrogelen.44 



1 EINLEITUNG 

_________________________________________________________________________ 

34 

 

Tabelle 2: Übersicht ausgewählter Anwendungsbeispiele von rekombinanter Spinnenseide 

in der Geweberekonstruktion. 

Zielgewebe  Spinnenseiden-

morphologie 

Verwendete 

Zellen 

Hergestellte 

Funktion 

Herz- 

muskel194, 195 

Film als Beschichtung 

von Glasträgern 

Kardiomyozyten, 

Fibroblasten, 

Endothelzellen 

Synchrone 

Kardiomyozyten-

Kontraktion durch 

Zell-Zell-

Kommunikation/ 

elektrische 

Signalweiterleitung, 

Proliferation 

Gefäßsystem196 Fasern mittels 

Nassspinnen und 

Elektrospinnen 

AV-loop als in vivo 

Rattenmodell  

Neuausbildung von 

Vaskularisierung 

Knochen197 Spinnenseiden-Polymer-

blend-Filme 

Humane mesenchymale 

Stammzellen 

Osteo-

Zelldifferenzierung 

Knochen198, 199 Filme Humane mesenchymale 

Stammzellen 

Osteo-

Zelldifferenzierung 

Sehnen-Kochen-

Übergang200 

(Gradienten)Filme Knochenvorläuferzellen 

der Ratte 

Graduelle Zelladhäsion 

Periphäres 

Nervensystem201 

Tubulär gerollte, 

elektrogesponnene 

Vliese mit eingelegten 

Kollagen-Fasern 

Neuroblastoma-Glia-

Hybridzellen 

Ausbildung von 

Synapsen und 

Membranpotentialen 

Periphäres 

Nervensystem202 

Selbstrollende Chitosan-

Spinnenseiden-Filme mit 

eingelegten gesponnenen 

Vliesen oder Kollagen-

Cryogelen 

Neuronen Zelldifferenzierung 

und Ausrichtung 

Haut203 Poröse 

Filme/Membranen 

in vivo Rattenmodell Gesteigerte 

Wundheilung 

 

Es ist bekannt, dass nicht nur chemische, sondern auch topographische Eigenschaften 

einer Substratoberfläche die Zelladhäsion und -differenzierung beeinflussen.184, 204, 205 

Strukturgebung kann durch Aufbringen von Schikanen wie Kavitäten, Erhebungen oder 

Rillen auf 2D Filmen erfolgen.184, 206, 207 Es ist aber auch eine 2.5D nanofibrilläre 

Strukturierung, wie sie typischerweise durch Elektrospinnen entsteht, von Vorteil, um die 

extrazelluläre Matrix abzubilden.184, 208 Solche 2.5D Strukturen bilden gesponnene Vliese 

aus Spinnenseidenproteinen, die durch Nachbehandlung mit primären Alkoholen 

wasserunlöslich gemacht werden.209 In der Geweberekonstruktion können sie für die 

Regeneration von Hautschichten210 oder als Wundauflage209, 211 nach dem historischen 
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Vorbild dienen. Spinnenseidenproteine können zu Hydrogelen verarbeitet werden, was eine 

personalisierte Formgebung im 3D Druck ermöglicht. Bei der Herstellung von Biotinten aus 

eADF4(C16)-RGD konnten zudem Fibroblasten eingebracht und während der Gelierung 

verkapselt werden. Das Verdrucken des Materials lieferte homogen verteilte Zellen, die über 

einen längeren Zeitraum in Kultur gehalten werden konnten.44 Dabei spielte vermutlich auch 

die intrinsische Porosität der Hydrogele43 eine Rolle, die eine Versorgung mit Nährstoffen 

und Sauerstoff gewährleistet, sowie für den Abtransport von Metaboliten essentiell ist. 

Für die Geweberekonstruktion spielen aber auch weitere Faktoren eine Rolle. So hat 

die Elastizität eines Gerüsts Einfluss auf Zelldifferenzierung, was als Mechanotransduktion 

bezeichnet wird. Im Falle von Seidenmaterialien wird die Steifigkeit durch den Gehalt an 

β-Faltblattstrukturen eingestellt, das heißt, sie steigt mit größerem Anteil an dieser 

Sekundärstruktur.192 Ein Beispiel, bei dem die zu Grunde liegende Substratsteifigkeit 

Einfluss auf die (neu angesiedelten) Zellen hat, ist die Narbenbildung nach einem 

Herzinfarkt.212 Das geschädigte Herzgewebe weist dadurch eine höhere Steifigkeit auf, 

sodass rekrutierte oder implantierte Stammzellen sich nicht zu Kardiozyten sondern 

Fibroblasten differenzieren.213, 214 Die Nutzbarkeit von Materialien aus rekombinanten 

Spinnenseidenproteinen für die Regeneration von Herzgeweben wurde bereits 

materialwissenschaftlich untersucht.194, 195 Damit könnte das Material beispielsweise für 

Herzmuskelauflagen zur Regeneration und Behandlung von Herzinsuffizienz eingesetzt 

werden. 

 

1.3.2.3 Biomimetische und bioinspirierte Mineralisation 

Biomedizinische Anwendungen 

In manchen Fällen ist eine körpereigene Regeneration von mineralisierten Geweben 

nicht möglich. Dies ist der Fall bei Verlust größerer Mengen an Knochenmaterial, zum 

Beispiel als Folge von Krebserkrankungen oder Osteoporose. Entsprechend müssen 

Ersatzmaterialien an der Defektstelle eingebracht werden, um eine Stabilisierung und 

Regeneration des Gewebes zu erreichen.215 Titanimplantate sind für viele 

Knochenanwendungen derzeit das einzige Mittel der Wahl, haben jedoch den 

entscheidenden Nachteil, dass sie sich oft schlecht mit dem umgebenden Gewebe verbinden 

und dies chirurgische Zweiteingriffe nach sich zieht.160 Obwohl mittlerweile eine Vielzahl 
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an Biomaterialien zur Verfügung stehen,154, 216 müssen verschiedene Kriterien für die 

Rekonstruktion mineralisierter Gewebe gegeben sein. Neben der geeigneten Mechanik sollte 

die Besiedlung durch gewebsspezifische Zellen und damit einhergehend Mineralisation 

möglich sein. 

Betrachtet man ein Konstrukt zum Ersatz mineralisierter Gewebe, können drei 

Eigenschaften voneinander abgegrenzt werden: Die Osteoinduktion eines Materials 

bezeichnet den Stimulus auf pluripotente, nicht differenzierte Zellen, sich zu Osteoblasten 

zu differenzieren. Unter Osteokonduktion versteht man die Eigenschaft eines Materials, 

Knochen an seiner Oberfläche zu bilden. Zuletzt wird die vollständige Verankerung eines 

Materials in den Knochen als Osseointegration bezeichnet.217 

Mineralisation kann in Konstrukten für die Geweberekonstruktion über drei Ansätze 

erfolgen: Zum einen können Materialien designt werden, die auf Grund ihrer Ladung 

Wechselwirkung mit Ionen des umgebenden Mediums eingehen und eine Mineralisation zur 

Folge haben (Abbildung 10A). Um diese Wechselwirkung zu verstärken und zu 

kontrollieren, können Bindungsmotive verwendet werden, die in natürlichen, 

mineralisierenden Proteintemplaten identifiziert wurden. Darunter befinden sich vor allem 

stark geladene Peptide, die aus SIBLING Proteinen wie Osteopontin218, 219 oder 

Sialoprotein220 stammen. Weiterhin wurden mittels Phagendisplay Peptidsequenzen 

identifiziert, die spezifisch an Hydroxylapatit binden und das Potential zur Biomineralisation 

bergen.198 Diese wurden dann an die Gensequenz eines Proteinrückgrats mit beispielsweise 

repetitiven Motiven aus der Spinne Nephila clavipes198 oder des Seidenspinners Bombyx 

mori221 gekoppelt, rekombinant hergestellt und ihr Mineralisationsverhalten untersucht. 

Dazu wurden Calcium-, Phosphat- oder Carbonathaltige Mineralisierungslösungen auf den 

Materialien inkubiert.197, 198, 222, 223 Weiterhin ist es möglich, eine biomimetische 

Mineralisation durch Inkubation in Simulated Body Fluid (SBF) zu erzeugen.224, 225 SBF 

enthält eine Ionenkonzentration und -zusammensetzung, die der des menschlichen 

Blutplasmas stark ähnelt. Somit können Materialien in vitro auf ihre Tauglichkeit für den 

Knochenersatz getestet werden. In der Regel beginnt eine Mineralisation in diesem Aufbau 

schon nach wenigen Tagen und schreitet bis zu vier Wochen fort.226 Das gebildete Mineral 

enthält häufig Calciumphosphat-Spezies, zum Beispiel Hydroxylapatit.226 Neben einer 

induzierten (Bio-)Mineralisation kann direkt ein anorganischer Füllstoff in eine 

(Bio-)Materialmatrix als Kompositmaterial eingebracht werden (Abbildung 10B).227-232 
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Abbildung 10: Herangehensweisen zur Mineralisation von Materialien. A) Induzierte 

Mineralisierung aus Lösung. B) Einbringen von Mineralphasen in ein vorgelegtes 

Matrixmaterial. C) Zellinduzierte Mineralisation. (Eigene Darstellung) 

Dies hat den Vorteil, dass sofort eine mineralische Phase im Material vorhanden ist 

und das Gerüst nicht erst über längere Zeit nachbehandelt werden muss. Gerade bei 

simultanem Einbringen von Zellen ist eine solche Nachbehandlung nicht denkbar. 

Nichtsdestotrotz können auch solche Materialien mit Mineralisierungslösungen 

nachbehandelt werden.227, 231 Dadurch kann Hydroxylapatit abgeschieden werden und die 

Zelladhäsion, -proliferation und -differenzierung, vor allem von Osteoblasten, 

verbessern.198, 222, 233 Diese Art der Herstellung stellt eine einfache Variante dar, 

Füllmaterialien nach gewünschter Konzentration und Zusammensetzung in ein Biomaterial 

einzubringen. Das Material selbst kann zum Beispiel via 3D Druck oder Lyophilisation228, 

231 in die gewünschte Form gebracht werden. 

Vergleicht man diese Art der biomimetischen Mineralisation mit den 

Biomineralisationsprozessen, die im Knochen stattfinden, ergeben sich Parallelen und 

Unterschiede. Man stellt fest, dass zuerst eine vergleichsweise weiche Matrix vorhanden ist, 
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in der sich Prä-Osteoblasten ansiedeln.80 Die voranschreitende Mineralisation wird dann 

durch diese Zellen ausgelöst, indem nach konzertierten Genexpressionsmustern Proteine 

sekretiert werden.85 Das Zusammenspiel und die zeitliche Abfolge der Expression führen 

dann zu einer gerichteten Mineralisation.62 Auch hier können biomimetische Ansätze zur 

mineralisierten Geweberegeneration angreifen (Abbildung 10C). Über die Wahl der 

geeigneten Materialsteifigkeit234, Vormineralisation78, 234 oder Differenzierungsmedien235-

238 konnte Osteoblastendifferenzierung eingeleitet werden. 

Betrachtet man die Rekonstruktion teilmineralisierter Gewebe, wie dem Knochen-

Sehnen-Übergang oder den Knochen-Knorpel-Übergang, können fibröse Gerüste mit einer 

gewebten Innenstruktur anstelle von Mineralisation die benötigte Mechanik erreichen.239 

 

Technische Anwendungen 

Für Materialien in technischen Anwendungen sind vor allem Oxide und Carbonate von 

Interesse (Tabelle 3). Ihre Darstellung mittels Biomineralisation hat verschiedene Vorteile: 

So kann während des Prozesses auf sonst üblicherweise hohe Temperaturen und organische 

Lösungsmittel verzichtet werden.240, 241 Zusätzlich spielen neben den ungiftigen Edukten in 

der Synthese auch reduzierte Kosten eine Rolle.242, 243 

Tabelle 3: Übersicht ausgewählter Beispiele für biomineralisierte Produkte in technischen 

Anwendungen. 

 Mineralspezies Anwendung 

Carbonate MnCO3 Kondensatoren,244 Anodenmaterial in Lithiumionen-

batterien245 

 CaCO3 Füllstoff in der Herstellung von Kunststoffen und 

Kautschuk,246 CO2-Bindung aus der Atmosphäre,247 

Verlängerung der Lebenszeit von Bausubstanzen248 

Oxide MnO Abwasserreinigung249 

 Fe3O4 Katalyse,250 Wirkstofftransportsystem,251 Diagnostik252 

 ZnO Solarzellen/Laserdioden,253 antimikrobielle Materialien254-257 

 Co3O4 Energieumwandlung,258 Wirkstofftransport/Diagnostik/ 

Radiotherapie259 

 CuO Antibakterielle Materialien,242 Abwasserreinigung243 

 

Besonders vielseitig erwies sich Calciumcarbonat, das das Einbringen von 

bioinspirierten Templaten wie löslichen Polymeren zum Generieren von amorphen, 
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flüssigen Vorläuferphasen260, 261 und hierarchischen Mesostrukturen262 erlaubte. Dabei war 

auch eine Kontrolle über die gewünschte Kristallmorphologie möglich.263, 264 

Durch Kenntnis des Kristallisationsprozesses von Calcit, der mit einer wenig 

kristallinen Vorläuferphase beginnt und durch Proteintemplate in seiner Nukleierung und 

Wachstumsphase weiter voranschreitet, konnten ähnliche Mechanismen für andere Minerale 

abgeleitet werden.244, 253 In weiteren Mineralisationsansätzen konnten sogar 

Pflanzenextrakte242, 243, 254-257 oder das Tabakmosaikvirus265 als Template dienen. 
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2 Zielsetzung 

Das Verständnis der Mechanismen der Biomineralisation eröffnet Möglichkeiten zur 

Lösung von Fragestellungen verschiedenster Art: Biomineralisierte Materialien finden 

Anwendung in Bereichen wie der biomedizinischen Regeneration von mineralisierten oder 

teilmineralisierten Geweben oder technisch nutzbaren Materialien, vor allem für die 

Katalyse in energiegewinnenden Prozessen. Grundlage für diese Dissertation stellten 

rekombinante Spinnenseidenproteine dar. Materialien daraus eignen sich auf Grund ihrer 

Biokompatibilität und Bioabbaubarkeit als Gerüstmaterialien in der Geweberekonstruktion. 

Ihre Funktionalisierbarkeit und Prozessierung ermöglichen außerdem weitere Anwendungen 

und Forschungsansätze. 

Mangancarbonat-basierte Materialien eignen sich für technischen Anwendungen, 

beispielsweise in der Katalyse. Eine Studie beschäftigte sich mit mechanistischen 

Fragestellungen gerichteter Mangancarbonat-Mineralisation in einer definierten 

Atmosphäre, die nach bioinspiriertem Vorbild in Gegenwart von zwei rekombinanten 

Spinnenseidenprotein-Templaten unterschiedlicher Ladung in Form von Mikropartikeln 

stattfinden sollte. Der Einfluss der C-terminalen Peptidsequenzen der 

Spinnenseidenproteine, die eine negative oder eine positive Nettoladung trugen, sowie die 

Interaktion unter Zugabe einer weiteren Komponente in Form von Polyacrylsäure, sollte 

untersucht werden. 

Das Biomineralisationsverhalten von funktionalisierten Spinnenseidenproteinen sollte 

auch auf biomedizinische Anwendungen übertragen werden. Im Bereich der 

Geweberekonstruktion stellte sich die Aufgabe, Materialien für den Sehnenersatz und dabei 

den Knochen-Sehnen-Übergang im Speziellen, zu entwickeln. Dieser Bereich ist durch eine 

zunehmende Zellbesiedlung, eine Mineralisation mit Hydroxylapatit und einem 

Steifigkeitsgradienten hin zur Knochenseite gekennzeichnet. Eine Teilstudie zielte auf die 

Induzierbarkeit von Hydroxylapatit-Biomineralisation auf Spinnenseidenoberflächen ab. 

Ähnlich dem natürlichen Vorbild im Knochen sollten Mineralisierungsmotive aus nicht-

kollagenen Proteinen mit rekombinanten Spinnenseidenprotein als prozessierbares 

Trägermaterial kombiniert werden. Charakterisierung der Mineralphasen, Zellkulturstudien 

und die Herstellung von 2D Gradientenmaterialien sollten Auskunft über Materialeignung 

für Gewebegerüste zur Entheserekonstruktion liefern. Da artifizielle 

Biomineralisationsprozesse zeitlich langsam voranschreiten und die dabei herrschenden 
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osmotischen Bedingungen für Zellen ungünstig sind, sollte in einer weiteren Teilstudie ein 

Kompositmaterial mit Spinnenseidenmatrix und anorganischen Füllstoffen hergestellt 

werden. Dabei sollten mit Fluorapatit beladene Spinnenseidenhydrogele hergestellt und 

Mausfibroblasten in das Material eingebracht werden. Die Frage der Prozessierbarkeit in ein 

3D gedrucktes Gradientenmaterial sollte mit Kooperationspartnern durch 

Strömungssimulation beantwortet werden. 

Um Spinnenseidengele für den 3D Druck weiter zu optimieren, sollte in einer dritten 

Studie eine Alternativroute zur Gelherstellung über ein physikalisches Netzwerk in wässrig-

organischen Mischphasen etabliert werden. Untersuchungen hinsichtlich der 

Sekundärstrukturausbildung, morphologischen Erscheinung und mechanischen 

Charakterisierung nach Gelbildung sollten der Aufklärung des zu Grunde liegenden 

Mechanismus der Gelierung dienen. Weiterhin sollte die Möglichkeit der Formulierung von 

wasserunlöslichen Wirkstoffen untersucht werden. 
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3 Synopsis 

Diese Arbeit besteht aus fünf Teilarbeiten (siehe Publikationsliste Kapitel 5), die 

verschiedene Anwendungen von rekombinanten Spinnenseidenmaterialien für komplexe 

Ansätze, insbesondere rund um die Biomineralisation, zeigen (Abbildung 11).  

 

Abbildung 11: Rekombinante Spinnenseide zieht sich wie ein „roter Faden“ durch diese 

Arbeit, die sich von technischen Anwendungen über die Biomedizin bis hin zu neuen 

Fabrikationsätzen erstreckt. (Eigene Darstellung) 

Zentraler Schwerpunkt dieser Dissertation war die Regeneration von Sehnen und ihr 

gradueller Übergang in den mineralisierten Knochen. Dem zentralen Fokus zu Grunde 

liegend, auch zum umfassenden Verständnis von Mineralisationsprozessen als 

Ausgangspunkt der nachfolgenden Studien, wurde im ersten Teil dieser Arbeit die 

Mineralisation von Mangancarbonat in Gegenwart von Additiven wie synthetischen 

Polymeren und Spinnenseidenpartikeln unter kontrollierten Bedingungen untersucht. 

Ein Übersichtsartikel ermöglichte den Überblick zum Stand der Forschung für den 

Ersatz harter Gewebe mit Seidenmaterialien. Darauf aufbauend wurden im zweiten Teil 

dieser Arbeit zwei Ansätze mit gängigen Methoden der Biomineralisation von Materialien 

gewählt. In der ersten Teilarbeit wurde die induzierte Biomineralisation von 

funktionalisierten rekombinanten Spinnenseidenproteinen in unterschiedlichen 
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Mineralisierungsmedien untersucht, welche dem natürlichen Vorbild in einem 

biomimetischen Ansatz nahekommen. Die mineralisierten Oberflächen wurden 

charakterisiert und mit Hilfe von Zellkulturstudien auf Tauglichkeit als Gradientenmaterial 

für den Sehnen-Knochen-Übergang untersucht. Neben einer reinen Materialstudie konnte 

weiterhin ein Übergang von 2D auf 3D Materialien für Gewebegerüste ermöglicht werden. 

So wurde in der zweiten Teilarbeit ein Kompositmaterial hergestellt, das eine simultane 

Verarbeitung der relevanten Komponenten an Spinnenseidenhydrogelmatrix, Fluorapatit-

Nanopartikeln und Zellen zu einem Gradientenmaterial im 3D Druck erlaubte.  

Im dritten Teil dieser Arbeit wurde eine Materialstudie betrieben, die eine alternative 

Herstellungsmethode von Spinnenseidengelen mit neuen Eigenschaften für den 3D Druck 

etablieren kann. Dazu wurde die Selbstassemblierung von Spinnenseidenproteinen in 

mischbaren wässrig-organischen Zwischenphasen genutzt. Neben mechanistischen 

Betrachtungen der Strukturausbildung während der Gelierung wurden die gewonnenen 

Materialien morphologisch und mechanisch charakterisiert. Daraus ergab sich weiterhin ein 

System zur Formulierung von wasserunlöslichen Wirkstoffen. 

Die folgenden Kapitel stellen eine Zusammenfassung der zentralen Aspekte dieser drei 

Arbeitsabschnitte dar. Aus den entsprechenden Publikationen können tiefergehende 

Zusammenhänge, Einordnungen und experimentelle Details entnommen werden. 
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3.1 Biomineralisation von rekombinanten Spinnenseiden-

proteinen für technische Anwendungen 

Biomineralisation in natürlichen Prozessen wird durch Proteine mit lokalisierten 

Ladungen als Template gesteuert. Sie akkumulieren gelöste Ionen aus dem umgebenden 

Medium und nukleieren so die Mineralisation. Durch fortschreitende Mineralisation entsteht 

dann ein organisch-anorganisches Kompositmaterial. In dieser Teilarbeit (siehe auch Kapitel 

5, Teilarbeit I) wurde das bioinspirierte Mineralisationsverhalten von zwei Varianten des 

eADF4(C16) Proteins auf die Bildung von Mangancarbonat in einem Kooperationsprojekt 

mit der AG Jun.-Prof. Dr. Anna Schenk (Universität Bayreuth) untersucht. 

Hierfür wurden zwei Spinnenseidenvarianten mit Peptid-tags aus je acht 

Wiederholungen der negativ geladenen Glutaminsäure für eADF4(C16)-E8G, ähnlich den 

SIBLING Proteinen im Knochen, und des positiv geladenen Lysins für eADF4(C16)-K8G 

als C-terminale Peptidsequenzen biotechnologisch hergestellt. Die Proteine zeigten so eine 

lokalisierte Ladung und wurden in Mikropartikel prozessiert. In ihrer Gegenwart wurde in 

einem geschlossenen System, das von Schenk et al.265 bereits etabliert wurde, eine über die 

Gasphase induzierte Mineralisation von Mangancarbonat herbeigeführt (Abbildung 12A). 

In einer Abwandlung wurde der zusätzliche Effekt der negativ geladenen Polyacrylsäure als 

polymeres Additiv untersucht. 

Im Vergleich zu reinem abgeschiedenen Mangancarbonat, das kubische Strukturen mit 

einer Größe von durchschnittlich 1,5 µm lieferte, wurden die Spinnenseidenpartikel, die 

selbst eine durchschnittliche Größe von 500 nm aufwiesen, auf unterschiedliche Weise in 

das Kompositmaterial inkorporiert. Die positiv geladene Variante eADF4(C16)-K8G zeigte 

deutlich stärke Assoziation mit dem Mineral in engen Kavitäten. Einen eher losen Verbund 

bildete eADF4(C16)-E8G mit Mangancarbonat-Würfeln (Abbildung 12B I-III). 

Materialcharakterisierung mittels Attenuated Total Internal Reflection 

Infrarotspektroskopie, Röntgenpulverdiffraktometrie und Thermogravimetrischer Analyse 

bestätigten eine stärkere Einbindung des positiv geladenen Proteintemplats in das Mineral. 

Das Vorhandensein von Spinnenseidenpartikeln beeinflusste die Mineralphase nicht. Eine 

Quantifizierung der Proteinanteile im Mangancarbonat erfolgte mittels 

Thermogravimetrischer Analyse. Dabei wurde für die negative Variante eADF4(C16)-E8G 

ein Verlust an intrakristallinem und an der Oberfläche adsorbierten organischem Material 

von -2,7 Gewichtsprozent und für die positive Variante eADF4(C16)-K8G 
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von -6,2 Gewichtsprozent für den Bereich zwischen 250-500 °C berechnet. Bei diesen 

Temperaturen kann eine Umsetzung von MnCO3 zu Mn2O3 als hauptsächliches 

Calzinierungsprodukt angenommen werden.266 

 

Abbildung 12: Herstellung von Mangancarbonat-Phasen unter Zugabe von verschiedenen 

Templaten. A) Schematische Darstellung der Mangancarbonat-Mineralisation über 

Gasdiffusion. B) Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der MnCO3 Mineralphasen 

I) ohne Additive, II) in Gegenwart von eADF4(C16)-E8G Partikeln, III) in Gegenwart von 

eADF4(C16)-K8G Partikeln, IV) in Gegenwart von Polyacrylsäure (PAA), V) in Gegenwart 

von eADF4(C16)-E8G Partikeln und PAA, VI) in Gegenwart von eADF4(C16)-K8G 

Partikeln und PAA. Maßstäbe wie angegeben. Pfeile zeigen eingebundene 

Spinnenseidenpartikel, Kästen Mineralisationsnebenprodukte an. Nachdruck unter 

Genehmigung modifiziert nach Neubauer, V. J.; Kellner, C.; Gruen, V.; Schenk, A. S.; 

Scheibel, T. Recombinant major ampullate spidroin-particles as biotemplates for manganese 

carbonate mineralization. Multifunct. Mater. 2021, 4, 014002. Copyright (2021) IOP 

Publishing. 

Durch Zugabe eines weiteren, Struktur-dirigierenden Additivs, der negativ geladenen 

Polyacrylsäure, zum Mineralisationssystems wurde die Bildung von Polymer-induzierten 

Flüssigphasen260 beobachtet (Abbildung 12B IV-VI). Es wurde bereits in Calciumcarbonat-

Mineralisationsansätzen267, 268 gezeigt, dass Polyacrylsäure stark Prozess-dominierende 
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Eigenschaften aufweist und amorphe Vorläuferphasen stabilisiert. Interessanterweise wurde 

der gegenläufige ladungsabhängige Trend hinsichtlich der Spinnenseidenpartikel-

Inkorporation verglichen zu Ansätzen ohne Polyacrylsäure beobachtet und Partikel der 

negativ geladenen Spinnenseidenvariante stärker in das Mineral inkorporiert. Eine 

analytische Betrachtung der entstandenen Spezies bestätigte diese Vermutung, wobei wieder 

die Mineralphase unbeeinflusst blieb. Thermogravimetrische Analysen der Proben des mit 

Polyacrylsäure versetztem Mangancarbonats wurden nach Abzug des Carbonat-Beitrags mit 

einem organischen Anteil von zusätzlichen -3,0 Gewichtsprozent verortet. Weitere 

Gewichtsabnahmen in Gegenwart von Spinnenseidenpartikeln wurde mit -1,3 % für 

eADF4(C16)-K8G und -5,4 % für eADF4(C16)-E8G festgestellt. 

Zeitlich aufgelöste Experimente gaben Auskunft über die zu Grunde liegenden 

Interaktionen der Einzelkomponenten. Mittels Dynamischer Lichtstreuung wurden die 

hydrodynamischen Radii der Komponenten in verschiedenen Kombinationsmöglichkeiten 

der Substanzen unter Ausschluss von Kohlenstoffdioxid zur Unterdrückung von 

Mineralisationsprozessen untersucht. Positiv geladene eADF4(C16)-K8G-Partikel schienen 

erst mit Carbonatanionen während der Mineralisation zu interagieren, da keine 

Fluktuationen der hydrodynamischen Radii festgestellt wurden. Unter Zugabe von negativ 

geladener Polyacrylsäure bildeten sich Koazervate mit eADF4(C16)-K8G, die den 

Mineralisationsprozess beziehungsweise die Proteineinbindung in das Mineral behinderten. 

Anders stellte sich der Mechanismus mit negativen Lokalladungen auf 

Spinnenseidenpartikeln dar. Für eADF4(C16)-E8G-Partikel wurde eine zunehmende 

Akkumulation von Mangankationen angenommen, die nach Absättigung in einen 

Mineralisationsprozess übertraten. In Gegenwart von gelöst vorliegender Polyacrylsäure 

wurde dieser Effekt verstärkt und eine kolloidal stabile Phase wurde schneller erreicht. 

Daraus abgeleitet wurde die Hypothese, dass für ein erfolgreiches Einbringen von Additiven 

während der Mineralisation nicht nur die Ladung der Komponenten entscheidend war, 

sondern auch ihr Zustand in Lösung oder Suspension. 

Die gebildeten mesoporösen Strukturen lieferten die Grundlage für zukünftige 

Forschung hinsichtlich Materialdesign für technische Anwendungen in der katalytischen 

Wasserspaltung. Durch Vergrößerung der Materialoberfläche durch Kavitäten kann die 

Katalysatoreffizienz gesteigert werden. Nach einer Biotemplat-geführten Mineralisation 

durch Spinnenseidenmorphologien kann durch Sintern ein neuartiges Katalysatormaterial 

entstehen. Zusätzlich wurden Einblicke in das Mineralisationsverhalten von 
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Spinnenseidenproteinen mit lokalen C-terminalen Ladungen gewährt, die als Grundlage für 

weitere Mineralisationsstudien dienten. 
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3.2 Biomineralisation von und mit rekombinanten Spinnen-

seidenproteinen für Anwendungen am Sehnen-Knochen-

Übergang 

Es wurde ein Übersichtsartikel erstellt, der den Stand der Technik hinsichtlich 

Seidenmaterialien für den Ersatz harter Gewebe wiedergibt (siehe auch Kapitel 5, Teilarbeit 

II). Im Folgenden wurden dann Lösungsansätze für Ersatzmaterialien für den Sehnen-

Knochen-Übergang auf Basis von Spinnenseidenproteinen konzipiert. Dazu wurden zwei 

Ansätze genutzt, die induzierte Biomineralisation von Materialien aus Lösung und die 

Herstellung organisch-anorganischer Kompositmaterialien. 

 

3.2.1 Induzierte Biomineralisation von rekombinanten Spinnenseiden-

varianten 

Die induzierte Biomineralisation von Materialien stellt einen Ansatz dar, der den 

natürlichen Prozessen während der Gewebemineralisation ähnlich ist. Dabei ist die Wahl des 

geeigneten Mineralisationsmediums entscheidend. Derartige Materialstudien erlauben 

vorläufige Aussagen über das Verhalten von neuen Materialien im Körper.224 In dieser 

Teilarbeit (siehe auch Kapitel 5, Teilarbeit III) wurden biomimetische Peptidmotive zur 

Mineralisation und Kollagenbindung mit rekombinanter Spinnenseide fusioniert. 

Durch molekularbiologische Methoden wurden Spinnenseidenhybride Gen-optimiert 

und biotechnologisch hergestellt. Darunter waren Fusionsproteine mit N- und C-terminalen 

Mineralisationssequenzen des Sialoproteins (eADF4(SN-C16) für Sialoprotein/N-terminal 

und eADF4(C16-SC) für Sialoprotein/C-terminal), der hoch konservierten 

Kollagenbindedomäne aus Osteopontin eADF4(C16-osteo) und deren Kombination 

eADF4(SN-C16-osteo) (Abbildung 13A). 

Aus den Proteinen wurden Filme aus 1,1,1,3,3,3-Hexafluoro-2-isopropanol auf 

Polystyrol-Oberflächen gegossen. Mineralisationsstudien in Simulated Body Fluid mit 

physiologischer Salzzusammensetzung und -konzentrationen sowie Zellkulturmedium, das 

neben dieser Salzkomposition ebenfalls essentielle Proteine enthält, lieferten eine 

Einschätzung der Materialoberflächen. Nachbehandelte Filme mit Methanol zur Erhöhung 
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des kristallinen β-Faltblattanteils zeigten keine Tendenz zur Mineralisation auf der 

passivierten Oberfläche. Getrocknete Filme ohne Nachbehandlung zeigten hingegen 

Mineralisationsprozesse, die zu einer optischen Trübung der Filmoberfläche führten 

(Abbildung 13A). Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen (Abbildung 13A) und 

Wasserkontaktwinkelmessungen bestätigen die Bildung von Mineralen auf den Filmen. 

Attenuated Total Internal Reflection Infrarotspektroskopie, Energiedispersive 

Röntgenspektroskopie und Röntgenpulverdiffraktometrie dienten der Identifikation der 

Mineralphase. 

Die Fusionsproteine wurden auf ihre Fähigkeit zur Zelladhäsion mit MC3T3 E1 

murinen Prä-Osteoblasten untersucht. Dazu wurden getrocknete Filme und mineralisierte 

Filme als Substrat getestet. Im Vergleich zur internen Kontrolle zeigte keine der Varianten 

gesteigerte Zelladhäsion und nur wenige Zellen eine gespreitete Morphologie. Gerade dieses 

Ergebnis der mineralisierten Filme deutete auf nur geringe Mineralmengen hin, die in der 

Zellkultur noch keine signifikanten Unterschiede hervorriefen. 

Durch gesteuerte Extrusion mittels Spritzenpumpen wurden Gradientenmaterialien 

aus Spinnenseidenfusionsproteinen hergestellt. Eine Durchmischung fand in einer 

konstruierten Mischkammer statt, die von zwei Seiten mit den Lösungen gespeist wurde. 

Die augenscheinlich wenig mineralisierende Variante eADF4(SN-C16) wurde gegen 

eADF4(C16-osteo) als Mineralisations- und Kollagenbindevariante in einen Gradientenfilm 

prozessiert. Murine MC3T3 E1 Prä-Osteoblasten zeigten während einer Beobachtung der 

Filmoberfläche über 21 Tage einen konservierten Zelladhäsionsgradienten entlang der 

steigenden Konzentration an eADF4(C16-osteo) (Abbildung 13B). 

Daraus wurde geschlussfolgert, dass durch Zellen abgeschiedenes Kollagen mit dem 

Kollagenbindemotiv der eADF4(C16-osteo) Spinnenseidenvariante interagierte und eine 

Mikroumgebung269 für die Zellen geschaffen hat. Erst durch das Gegenüberstellen der 

Spinnenseidenfusionsproteine konnte so ein favorisiertes Verhalten der Zellen beobachtet 

werden. Insgesamt lieferte diese Materialstudie Aussagen zu einer Eignung der Varianten 

für den Einsatz am Sehnen-Knochen-Übergang. 
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Abbildung 13: A) Darstellung der rekombinanten Spinnenseidenfusionsproteine (rechts) 

und lichtmikroskopische (links) sowie rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen (Mitte) 

der Filmoberflächen nach biomimetischer Mineralisation in Simulated Body Fluid. Maßstab 

wie angegeben. B) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen fünf separater Positionen auf 

einem eADF4(C16-osteo) zu eADF4(SN-C16) Gradientenfilm nach 21 Tagen 

Zellbesiedelung durch murine MC3T3 E1 Osteoblasten. Zellkerne der Zellen sind in weiß 

auf schwarzer Filmoberfläche dargestellt. Maßstäbe wie angegeben. Nachdruck unter 

Genehmigung modifiziert nach Neubauer, V. J.; Scheibel, T., Spider Silk Fusion Proteins 

for Controlled Collagen Binding and Biomineralization. ACS Biomater. Sci. Eng., 2020, 6 

(10), 5599-5608. Copyright (2020) American Chemical Society. 
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3.2.2 Gradientendruck von rekombinanten Spinnenseidenproteinen mit 

anorganischen Füllmaterialien 

Neben in situ Biomineralisation von Materialien können die Matrixbestandteile auch 

mit Mineralen während der Verarbeitung zu einem organisch-anorganischen 

Kompositmaterial zusammengefügt werden. Dies hat den Vorteil, dass definierte Anteile an 

Füllstoffen eingebracht werden können. Ziel dieser Teilstudie (siehe auch Kapitel 5, 

Teilarbeit IV) als Kooperationsprojekt mit der AG Prof. Dr.-Ing. Frank Rieg (Universität 

Bayreuth) war die Simulation und Umsetzung von graduell mineralisierten 3D Konstrukten 

via Dispensdruck von Kompositmaterialien aus rekombinanten Spinnenseidenhydrogelen 

für Anwendungen am Sehnen-Knochen-Übergang. 

Basierend auf einem feedback loop mit Vorhersagen zu Materialverhalten durch 

numerische Annahmen einer Strömungssimulation (AG Rieg) wurde ein Konzept erarbeitet, 

das die in situ Generation eines 3D gedruckten Gradientenmaterials aus einer Kartusche 

ermöglicht. Dabei wurden die zu vermischenden Materialien als separate Blöcke 

nacheinander in eine Kartusche gefüllt und durch das U-Profil unter laminarer Strömung 

während des Drucks als Gradient extrudiert (Abbildung 14A). Experimentell wurde der 

Gradientendruck aus einer Druckerkartusche zunächst mit Gesichtscreme als 

Modellmaterial realisiert. Die Übertragung auf Spinnenseidenhydrogele stellte sich als 

realisierbar heraus. Dazu wurde ein mit einem Fluoreszenzfarbstoff versetztes 

Spinnenseidenhydrogel gegen ein unbeladenes Hydrogel gedruckt. Mittels 

Fluoreszenzdetektion wurde der graduelle Materialübergang qualitativ visualisiert und durch 

Fluoreszenzspektroskopie quantitativ validiert. Um einen Mineralisierungsgradienten zu 

generieren, wurden stäbchenförmige Fluorapatit-Partikel durch eine Onepot-

Sonosynthese270 hergestellt. Da sie ähnlich Hydroxylapatit ein Material darstellen, das im 

Körper in mineralisierten Geweben vorhanden ist,271, 272 wurden sie für Materialstudien des 

Sehnen-Knochen-Übergangs ausgewählt. Die Partikel mit durchschnittlich 100 nm Länge 

und 20 nm Breite wurden durch transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen, 

Energiedispersive Röntgenspektroskopie und Attenuated Total Internal Reflection 

Infrarotspektroskopie charakterisiert. Sie wurden im Verbund mit Spinnenseidenhydrogelen 

aus eADF4(C16) rheologisch und rasterelektronenmikroskopisch betrachtet und als 

Gradientenmaterial wie oben beschrieben verdruckt (Abbildung 14B). 
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Abbildung 14: Gradientendruck mit Spinnenseidenhydrogelen in einem neuartigen Ein-

Kartuschen-System. A) Darstellung der Gradientenerzeugung mittels U-Profil im laminaren 

Fluss bei Anlegen eines Drucks (links), sowie Extrusionsverlauf der beiden Materialien im 

Graphen rechts dargestellt. B) Photographische Abbildung eines 3D gedruckten 

Gradientenmaterials aus Spinnenseidenhydrogel mit Fluorapatitpartikeln (oben) gegen ein 

unbeladenes Hydrogel (unten) und lichtmikroskopische Detailaufnahmen sechs 

verschiedener Stellen auf dem Konstrukt, die eine graduelle Abnahme der Partikel zeigen. 

Maßstäbe wie angegeben. (Eigene Darstellung) 

Um die Interaktion der negativ geladenen Fluorapatit-Partikel mit ebenfalls negativ 

geladenen eADF4(C16) Spinnenseidenhydrogelen zu steigern, wurden die Keramikpartikel 

mit polykationischer Spinnenseide aus wässriger Lösung beschichtet. Dies stellte sich als 

vorteilhaft in Zellkulturstudien heraus. Die Zytotoxizität von Apatit-Nanopartikeln liegt 

bekannterweise weniger in ihrer Form als vielmehr in der Bildung von reaktiven 

Sauerstoffspezies auf ihrer Oberfläche.273 In der biotoxikologischen Beurteilung von 

Medizinprodukten nach DIN ISO 10993-5 wirkten sich die mit Spinnenseidenprotein 
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beschichteten Partikel deutlich positiv auf die Zellviabilität aus. In einem simultanen Ansatz 

wurden daraufhin murine BALB/3T3 Fibroblasten mit Fluorapatit-Partikeln in einem 

Spinnenseidenhydrogel gegen ein unbeladenes Spinnenseidenhydrogel gedruckt. Das 

Überleben der Zellen während des Drucks und in Gegenwart von Partikeln im 

Gradientenmaterial konnte mittels Konfokalmikroskopie der gefärbten Zellen bestätigt 

werden. 

Mit zunehmender Zelldichte im Gradienten nahm ebenfalls die Dichte an 

anorganischen Fluorapatit-Partikeln zu. Durch den bei der Extrusion herrschenden Druck 

können vermehrt Zellen mit Partikeln in Kontakt treten, was zum Zellsterben durch 

auftretende Scherkräfte führen könnte. Es war jedoch zu beobachten, dass sich ebenfalls tote 

Zellen in ähnlicher Konzentration in der nicht verdruckten Kontrollprobe befanden. Diese 

Art der Prozessierung erlaubt somit die Herstellung von graduell mineralisierten 3D 

Biomaterialien mit intrinsischer Zellbesiedelung, eignet sich aber auch für eine Übertragung 

auf verschiedene Fragestellungen jenseits der Biomedizin. 
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3.3 Fabrikationsansatz zur Gelherstellung aus Spinnenseiden-

proteinen in wässrig-organischen Zwischenphasen 

Da die Matrixsteifigkeit einer Substratoberfläche massiv das Differenzierungs- und 

Mineralisierungsverhalten von Osteoblasten beeinflusst,234 muss dies beim Materialdesign 

berücksichtigt werden. eADF4(C16) Spinnenseidenhydrogele, die typischerweise bei 

3 Gewichtsprozent in wässriger Lösung zu einem physikalischen Netzwerk gelieren,43 

zeigen eine Steifigkeit von etwa 1 kPa und sind damit weit von der Steifigkeit harter 

Geweben (im Bereich von MPa-GPa) entfernt. Um die Materialsteifigkeit in eADF4(C16) 

Spinnenseidengelen zu erhöhen, wurde ein Fabrikationsansatz entwickelt, der auf 

Selbstassemblierung in mischbaren wässrig-organischen Zwischenphasen beruht (siehe 

auch Kapitel 5, Teilarbeit V). Die Ausbildung von kristallinen β-Faltblattstrukturen wurde 

dabei von hydrophoben Effekten der organischen Lösungsmittel beeinflusst und es wurden 

hoch fibrilläre Strukturen erhalten. Da die Verstrickung von fibrillären Polymerketten in 

Matrices wie (Hydro-)Gelen direkt seine Mechanik beeinflussen, kann so die Steifigkeit 

verändert werden. 

In dieser Studie wurden die Spinnenseidenproteine eADF4(C16) als negativ geladene 

Variante, eADF4(κ16) als positive und eADF4(Ω16) als neutrale Variante in ihrer 

Gelbildung in wässrig-organischen Zwischenphasen aus 10 mM Tris Puffer pH 7,5 und 

variierender Konzentration an Dimethylsulfoxid untersucht. Dabei wurden 

Assemblierungskinetiken via Trübungsmessung betrachtet. Die Assemblierungskinetik der 

negativ geladenen Variante wurde nicht beeinflusst. Für die positiv geladene Variante und 

die ungeladene Variante wurde ein weniger steiler Anstieg der log-Phase festgestellt, was 

auf eine langsamer ablaufende Assemblierung hindeutet. Insgesamt wurde unter Zugabe von 

Dimethylsulfoxid eine Abnahme der Trübung in der Plateauphase für alle Varianten und 

Konzentrationen beobachtet. Eine optische Betrachtung der Gele zeigte eine unverändert 

hohe Stabilität für eADF4(C16) (Abbildung 15A), jedoch eine Abnahme der Stabilität für 

eADF4(κ16) und eine Zunahme der Stabilität für eADF4(Ω16) mit steigendem Anteil an 

Dimethylsulfoxid. 

Um den Anteil der organischen Phase zu erhöhen, wurde das neue Verfahren einer 

„Organo-Dialyse“ entwickelt. Dabei wurde das Spinnenseidenprotein zunächst in wässriger 

Phase gelöst und gegen Dimethylsulfoxid dialysiert. Während der Dialyse konnte dann der 

fortschreitende Prozess der Selbstassemblierung bis zum vollständigen Gelieren beobachtet 
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werden. Zusätzlich wurden Mischsituationen mit Dimethylsulfoxid und weiteren 

Lösungsmitteln in einem Volumenanteil von 33 % in Spinnenseidengelen untersucht. 

Attenuated Total Internal Reflection Infrarotspektroskopie mit anschließender Fourier-

Selbstentfaltung lieferte quantitative Aussagen zu Strukturanteilen in den Gelen. Die 

jeweiligen Mischungen wurden außerdem transmissions- und 

rasterelektronenmikroskopisch untersucht. In Spinnenseidengelen mit Dimethylsulfoxid-

Anteilen wurden stark fibrilläre Strukturen beobachtet, die die Porenwände zu formen 

schienen (Abbildung 15B). Spinnenseidengele aus rein wässrigem Puffer zeigten eher 

lamellare Porenstrukturen, die auf Kollabieren der fibrillären Strukturanteile zurück zu 

führen sein könnten (Abbildung 15B). Eine weitere Besonderheit zeigte sich in der Zunahme 

der Speicher- und Verlustmodule der Gele in Gegenwart von Dimethlysulfoxid in 

rheologischer Charakterisierung. Es wurde allein durch Zugabe von 33 % des 

Volumenanteils an organischen Lösungsmittel eine höhere Materialsteifigkeit festgestellt. 

Diese wurde noch in Materialien aus dem Verfahren der „Organo-Dialyse“ gesteigert 

(Abbildung 15C). Darin zeigte sich zusätzlich eine Verschiebung des Gelpunktes als 

Kreuzungspunkte des Speicher- und Verlustmoduls hin zu höheren Oszillationsstärken. Dies 

deutete auf eine höhere Widerstandsfähigkeit des Materials unter Belastung hin, was auf 

starke Verschlaufung der fibrillären Strukturen im polymeren Gelnetzwerk zurückzuführen 

ist. 

Der hier dargestellte Fabrikationsansatz ermöglicht die Formulierung hydrophober 

pharmazeutischer Wirkstoffe in Spinnenseidengelen über den Anteil der organischen Phase. 

Um eine potentielle Wirkstofffreisetzung aus Spinnenseidengelen mit Dimethylsulfoxid zu 

untersuchen, wurde Fluoreszein als Modellsubstanz eingebracht. In Vergleichsstudien 

zeigten sich identische Freisetzungsprofile für Gele mit und ohne Dimethylsulfoxid-Anteil. 

Neben transdermalen Anwendungen sind durch die scherverdünnenden Eigenschaften dieser 

Gele auch injizierbare oder 3D druckbare Wirkstoffdepots möglich. Die Eigenschaften der 

Gele können außerdem über die Wahl des Spinnenseidenproteins und des organischen 

Lösungsmittels kontrolliert werden. 
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Abbildung 15: Gelstrukturen des Spinnenseidenproteins eADF4(C16), gebildet in einer 

wässrigen Einzelphase aus 10 mM Tris Puffer pH 7,5 oder Zwischenphasen mit 

Dimethylsulfoxid unterschiedlichem Anteils. A) Stereomikroskopische Aufnahmen von 

Gelen in 10 mM Tris (Tris100) und mit einem Drittel Volumenanteil Dimethylsulfoxid 

(DMSO33/Tris67). B) Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen gefriergetrockneter Gele 

in 10 mM Tris (Tris100) oder nach „Organo-Dialyse“ gegen Dimethylsulfoxid 

(DMSO100-x/Trisx) in zwei Vergrößerungen. C) Rheologische Charakterisierung der Gele in 

10 mM Tris (Tris100), mit einem Drittel Volumenanteil Dimethylsulfoxid (DMSO33/Tris67) 

und nach „Organo-Dialyse“ gegen Dimethylsulfoxid (DMSO100-x/Trisx). Maßstäbe wie 

angegeben. Nachdruck unter Genehmigung modifiziert nach Neubauer, V. J.; Trossmann, 

V.T.; Jacobi, S.; Döbl, A.; Scheibel, T. Recombinant Spider Silk Gels Derived from 

Aqueous–Organic Solvents as Depots for Drugs. Angew. Chem. Int. Ed. 2021, 60, 11847-

11851. Copyright (2021) John Wiley & Sons. 
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7.3 Teilarbeit III 

 

Teilarbeit III erschien am 18. August 2020 unter dem Titel „Spider Silk Fusion 

Proteins for Controlled Collagen Binding and Biomineralization“ in ACS 

Biomaterials Science & Engineering. 

 

Neubauer, V. J.; Scheibel, T. Spider Silk Fusion Proteins for Controlled 

Collagen Binding and Biomineralization. ACS Biomaterials Science & 

Engineering, 2020, 6 (10), 5599-5608.  

doi.org/10.1021/acsbiomaterials.0c00818 

 

 

Nachdruck unter Genehmigung nach Neubauer, V. J.; Scheibel, T., Spider Silk 

Fusion Proteins for Controlled Collagen Binding and Biomineralization. ACS 

Biomaterials Science & Engineering, 2020, 6 (10), 5599-5608. Copyright 

(2020) American Chemical Society. 

 

Reprinted with permission from Neubauer, V. J.; Scheibel, T., Spider Silk 

Fusion Proteins for Controlled Collagen Binding and Biomineralization. ACS 

Biomaterials Science & Engineering, 2020, 6 (10), 5599-5608. Copyright 

(2020) American Chemical Society.
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7.4 Teilarbeit IV 

 

Teilarbeit IV wurde 2021 unter dem Titel „Flow Simulation and Gradient 

Printing of Fluorapatite loaded Recombinant Spider Silk Hydrogels“ 

vorbereitet. 

 

Neubauer, V. J.; Hüter, F.; Wittmann, J.; Trossmann, V. T.; Kleinschrodt, C.; 

Alber-Laukant, B.; Rieg, F.; Scheibel, T. (2021) Flow Simulation and Gradient 

Printing of Fluorapatite loaded Recombinant Spider Silk Hydrogels. 

Manuskript in der Vorbereitung 
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Abstract 

Hierarchical structures are elemental in almost all tissues of the human body. Therefore, it 

is essential for tissue engineering approaches to mimic hierarchical structures to gain 

function of the new tissue. Here, the focus was on the so-called enthesis which is a gradient 

structure located between tendon and bone, bridging the mechanical properties to allow the 

perfect force transmission from the muscle to the skeleton. A numerical approach was used 

to simulate gradient formation by computational flow as prerequisite for real printing of such 

gradients followed by 3D printing of hydrogels. Composites of spider silk hydrogels with 

fluorapatite rods were used to generate mineralized gradients in a dispense plotting set-up. 

Further, BALB/3T3 fibroblasts were encapsulated in spider silk-fluorapatite hydrogels and 

gradually printed against the pure spider silk hydrogel. Thereby, adjustable gradient features 

were achieved, useful for tissue engineering at the tendon/bone interface. 

Keywords: Gradient 3D Printing, Computational Fluid Dynamics, Spider Silk Hydrogels, 

Apatite Particles, Single Cartridge Set-up 



7 TEILARBEITEN 

_________________________________________________________________________ 

142 

 

1. Introduction 

The hierarchical organization of tissues is essentially contributing to their function[1] on 

both a structural/morphological and a functional level. Gradient materials often bridge two 

materials with different mechanical properties to gain smooth transitions and therefore to 

prevent material failure at their interface.[2] This concept can be found for example at the 

tendon-bone-insertion, the so-called enthesis, with material gradients and resulting gradually 

changing mechanical properties.[3] Previously, biomechanics were investigated to 

determine threshold parameters for material design[4], and biomimetic gradient materials 

were generated for tendon-bone-interface reconstruction using a gradual calcium phosphate 

coating on electrospun nanofiber meshes.[5, 6] Another approach was focussing on the 

mechanical requirements of heterogeneously composed materials with changes in local 

stiffness.[7] 

A different approach for gradient design is 3D printing, a versatile tool to generate 

predefined complex hierarchical structures. The simultaneous printing of two or more 

materials has so far been realized using co-printing approaches from separate cartridges 

resulting in multilayer constructs[8-11] or concentration patterns[12, 13] or from combined 

cartridges with a mixing unit[14] to generate scaffolds usable in tissue engineering 

approaches.[15, 16] The scaffolds have to be biocompatible, biodegradable and should show 

no toxicity or immune reaction.[17]  

To adopt the properties of tissue scaffolds, filler materials can be implemented in soft 

hydrogel carriers to yield hard tissue engineering materials with increasing mechanical 

properties, and further providing cell binding motives or chemical cues.[18-20] An 

interesting type of fillers for hard tissue engineering are fluorapatite particles. Fluoride is 

known as an essential trace element typically found in enamel and interconnected with dental 

applications.[21, 22] However, fluoride is also required for bone formation from blood 

plasma and can induce mineralization processes in collagen or gelatine composites.[23, 24] 

Fluorapatite (FAp, Ca5(PO4)3F) can be produced using precipitation methods[22], or using 

ultrasonication.[25, 26] FAp has already been used for osteoporosis treatment[21] and bone 

tissue engineering[27] or as bioactive particles in composite scaffolds[28]. 

In this study, a combined numerical and experimental approach was used to generate 3D 

gradient constructs using dispense plotting out of one printer cartridge filled with two 

different materials. Computational fluid dynamics allowed the prediction of gradient 

formation using the U-profile of a laminar material flow in a commercial printer cartridge 

filled with an AB material block system. The findings were transferred to an experimental 

approach using hydrogels made of the recombinant spider silk protein eADF4(C16). 

Recombinant spider silk proteins[29] have been previously established concerning hydrogel 

formation[30], for 3D printing of cell loaded constructs[31] or material blends with 

gelatine[32]. Dispense plotted gradients were obtained using spider silk-fluorapatite 

composites, and in addition BALB/3T3 fibroblasts were encapsulated confirming the 

possibility to generate particle and cell loaded gradient hydrogels in one set-up with 

controllable properties, which is useful for biofabrication of soft-hard tissue interfaces. 
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2. Materials and Methods 

2.1 Computational Flow Simulation 

ANSYS Version15 CFX was used to numerically simulate gradient formation, which 

follows the Finite Volume Method as discretization technique.[33] Due to symmetry, the 

printer cartridge was simplified to a quarter model as depicted in Figure SI 1a. Only the fluid 

domain was modelled within the simulation set-up, where the inner wall of the real cartridge 

was mimicked by the outer contour of the fluid domain. The piston crown was approximated 

by a planar wall, as the distance to the outlet was large enough to negelct the influence of 

the real piston geometry. In addition, extrusion adapters, such as cannulas or cones were not 

taken into account to simplfy the model. The two phases have been designed as two separate 

blocks, referred to as AB block system, with a flat contact interface in between. The ratio of 

the lengths of blocks A and B was 1:2. Both liquids A and B were modelled as homogenous 

non-Newtonian fluids. The power law according to Ostwald de Waele[34] was used for 

simulating the shear thinning properties of the recombinant spider silk eADF4(C16) 

hydrogel: 

𝜏 = 𝑘�̇�𝑛 

where 𝜏 [𝑃𝑎] denotes the shear stress and 𝛾 ̇ [𝑠−1] the shear rate. The flow consistency 

index was set to 𝑘 = 148.89 𝑃𝑎 ∗ 𝑠𝑛 with a flow behaviour index of 𝑛 = 0.2025. The 

material parameters were fitted from measured rheological data within a range of 𝛾 ̇ =  0.1 −

10 𝑠−1. 
The boundary conditions were defined as depicted in Figure SI 1b. Slip boundary 

conditions were applied to the outer boundaries of the cartridge, whereas free slip behaviour 

was defined for the fluid interface of the domains and at symmetry planes of the quarter 

model.  

During the printing process, the piston crown moved towards the outlet activating fluid 

flow motion. A displacement boundary condition was applied, causing the piston crown wall 

to move at a speed of 𝑣 =  5 mm/s. Since domain B was compressed during the printing 

process, a mesh motion condition was defined for domain B. The transient flow simulation 

was performed using a second order backward Euler solution algorithm[35] with a time step 

size of ∆𝑡 =  0.1 s. 

2.2 3D Dispense Plotting 

A regenHU 3D Discovery Gen1 (Switzerland) bioplotter was used for dispense plotting, 

equipped with cartridges size 3cc and according conical pistons. Luer lock conical needles 

were adapted to the cartridges with an inner diameter of 14 G, 16 G and 20 G. The different 

materials were filled in the cartridges manually using block volumes of 0.5-1 mL. 

Polystyrene Petri dishes were used as substrate (diameter 8 cm, Sarstedt, Germany). A round 

shaped monolayer construct was designed, and the according G-code was generated using 

the regenHU BioCAD V1.1 printer software. The applied pressure was set to 0.1 bar for all 

hydrogels. The printing speed was pre-set to 20 mm/s. 

2.3 Recombinant Spider Silk Protein Production, Protein Labelling and Hydrogel 

Preparation 

The amino acid sequence of eADF4(C16) is based on the consensus sequence of the 

repetitive core domain of the dragline silk fibroin 4 of the European garden spider Araneus 
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diadematus, the so-called C-module sequence (GSSAAAAAAAASGPGG 

YGPENQGPSGPGGYGPGGP). The C-module is repeated 16 times to yield eADF4(C16). 

In eADF4(κ16), all glutamic acid residues are replaced by lysine ones. Recombinant spider 

silk proteins were produced and purified as previously described.[36, 37] Hydrogels formed 

after protein dialysis and concentration adjustment by water removal using dialysis against 

PEG (Carl Roth, Germany).[30] Covalent coupling of NHS-fluorescein (Thermo Scientific, 

Germany) to the amino-terminus of eADF4(C16) was conducted as reported previously[30] 

with a 10-fold molar excess of dye. 

2.4 Fluorescence Analysis and Fluorescence Spectroscopy 

Fluorescence images of printed gradient recombinant spider silk hydrogels with and 

without fluorescent labelling were recorded at CY2 mode (Ex 480/Em 530 nm, exposure 

0.05) using an Ettan DIGE imager (GE Healthcare, Sweden). 

Fluorescence spectra (n1 = 3 samples per spot on scaffold; n2 = 3 scaffolds) were recorded 

using a fluorescence spectrometer FP-6300 (JASCO, Germany) and an excitation 

wavelength of 488 nm at 20 °C. 3 µL of hydrogel samples were taken at equal distances (3 

cm) from the printed strands and resuspended in 0.25 mL 10 mM Tris buffer, pH 7.5 before 

each measurement. 

2.5 Fluorapatite Particle Synthesis 

14.6 g CaCl2 (Carl Roth, Germany), 14.3 g Na2HPO4 (Carl Roth, Germany) and 0.8 g NaF 

(Carl Roth, Germany) were mixed in dry state, and 40 mL of MilliQ water were added 

shortly before ultrasonication[38] for 5 min at an energy intake of 18 kJ using a Sonoplus 

Ultrasonic Homogenizer (Bandelin, Germany) and a KE76 probe. Particles were washed 

with MilliQ water and air dried at 50 °C over night. 

FAp particles were coated in aqueous solution using eADF4(κ16) dissolved in 6 M 

guanidinium thiocyanate and dialysed against 10 mM Tris buffer, pH 7.5 for 16 h. The 

coating was performed using 10 mg particles in 1 mg/ml protein solution for 4 h, followed 

by centrifugation at 13 000 rpm for 10 min and washing in MilliQ water. 

2.6 Attenuated Total Reflectance-Fourier Transform Infrared Spectroscopy 

Attenuated Total Reflectance-Fourier Transform Infrared (ATR-FTIR) spectra (n=3) of 

particle species were recorded in dry state, using a germanium crystal mounted on a Bruker 

Tensor 27 (Ettlingen, Germany) at a resolution of 2 cm-1 using 100 scans. An atmospheric 

compensation algorithm was performed using in OPUS 8.0 software to correct water vapour 

and carbon dioxide fluctuations during the measurement. 

2.7 Microscopy 

Fluorapatite particles were studied by SEM-imaging after carbon sputtering (20 nm) using 

a ZEISS Sigma 300 VP and Sigma 500 chamber equipped with an EDS detector (EDAX 

Pegasus and Octane Super Detector, 60 mm2 chip, Zeiss, Germany) at an acceleration 

voltage of 7.5 kV to excite the Kα shell. For SEM imaging of particle-loaded hydrogels, 

samples were freeze-dried to maintain pore structures before platinum sputtering (2 nm). 

Images were recorded using a Thermo Scientific (FEI) Apreo VS with a Field Emission Gun 

at 2 kV and a SE2-detector.  
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For transmission electron microscopy (TEM) images of fluorapatite particles and 

hydrogels with FAp particles, samples were immobilized on Pioloform-coated 100-mesh 

copper grids (Plano GmbH, Germany) and stained with Uranyl acetate. JEM-2100 TEM 

(JEOL, Japan) was operated at 80 kV, and images were taken using a 4 000 × 4 000 charge-

coupled device camera (UltraScan 4000, Gatan, USA) and Gatan Digital Micrograph 

software (version 1.83.842). Particle size was determined from 10 individual particles using 

ImageJ software (NHI, USA). 

Light microscopy images of cells and hydrogels were recorded in wet state using a Leica 

DM IL LED microscope (Leica, Germany) and processed using LAS 4.8 software (Leica, 

Germany).  

Confocal laser scanning microscopy was carried out in wet state using a Leica CLSM TCS 

SP8 (Leica, Germany) and LAS software, and images were processed using ImageJ (NHI, 

USA). 

2.8 Rheology 

Rheological data were recorded as triplicate using a Discovery Hybrid Rheometer 3 (TA, 

USA) with a plate-plate geometry (diameter 25 mm) and a sample volume of 500 µL (n = 

3) and a gap size of 500 µm at 25 °C. A wet sponge adapter around the geometry served to 

prevent the premature drying of the hydrogels. Frequency sweep experiments were recorded 

at angular frequencies between 0.1-100 rad/s and 100-0.1 rad/s for recovery at 50 % strain. 

Amplitude sweeps were recorded at 31.4 rad/s and a strain of 0.1-1 000 %. 

2.9 Dynamic Light Scattering 

Dynamic light scattering (DLS) was measured using a LitesizerTM 500 (Anton Paar, 

Austria). Diluted particle samples were recorded in 10 mM Tris buffer, pH 7.5 in omega 

cuvettes at 25 °C. Mean values of zeta potentials were automatically calculated from internal 

spectra using the Kalliope software and the Smoluchowski model[39]. 

2.10 Cell culture 

Cytotoxicity was analyzed according to DIN EN ISO 10993-5 using BALB/3T3 mouse 

fibroblasts. BALB/3T3 mouse fibroblasts (ATCC, ACC210) were subsequently cultured in 

Dulbecco’s Modified Eagle Media (Biochrom, Germany) with supplemented 10 % v/v fetal 

calve serum (Bio&Sell, Germany), 1 % v/v GlutaMax (Invitrogen, USA) and 0.1 % v/v 

gentamycin sulphate (Sigma-Aldrich, Germany) at 37 °C, 5 % CO2 and 95 % relative 

humidity in a cell culture incubator (Thermo Scientific, Germany, HERAcell 150i). Sub-

confluent cultures were seeded at 25 000 cells/cm2 on treated tissue culture plates (TCP, 

Thermo Fisher Scientific, Germany, Nunclon) 24 h prior to the test (passage 9). Particles, 

high density polyethylene and organotin-stabilized polyurethane were UV treated for 30 min 

prior to use (n = 3). For extraction, 10 mg of fluorapatite or eADF4(k16)-coated fluorapatite 

particles were incubated in 1 mL cell culture media for 24 h at 37 °C. For direct tests, 

between 10-80 % of the test area were covered with the particles. To quantify cell viability, 

10 % v/v CellTiter-Blue reagent (Promega, Germany) were incubated on washed cells for 

2.5 h. 100 µL of the sample were analysed concerning resazurin to resofurin transformation 

at 590 nm using a plate reader (Mithras LB 940, BertholdTechnologies, Germany). 

Significance was calculated using ANOVA statistic in Origin (Northampton, Massachusetts, 

USA) in a Tukey test with p<0.05. 
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For gradient printing of cells, 106 cells/mL were seeded (at passage 10) with 15 % cell 

culture media in 3 % w/v spider silk pre-gel solutions complemented with 1 % w/v 

eADF4(k16)-coated FAp particles and gelled at 37 °C. Cell viability was confirmed using 

trypan blue (Sigma-Aldrich, UK) and an automatic cell counter (TC20, Bio-Rad). Cells were 

live-dead stained with calcein acetoxymethylester (calcein AM) and ethidium homodimer I 

(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Germany) for 45 min before imaging.  

3. Results and Discussion 

Dispense plotting depends on parameters such as extrusion velocity, printing speed, strand 

thickness by nozzle diameter, but also rheological properties of the used materials. There are 

different types of dispense plotting, and here the focus was on pneumatic extrusion printing 

of hydrogels. A new set-up was established to process two separate materials out of one 

printer cartridge. The aim was to generate scaffolds with gradient properties without strand 

breakup.  

Flow Simulation of Gradient Material Generation during 3D Printing 

When two materials are present in one printer cartridge, a backmixing effect can be seen 

both in flow simulations and in printing experiments. This effect was related to the U-profile 

of a laminar material flow creating a velocity gradient. With the exemplary extrusion 

velocity of 5 mm/s, a backmixing of two materials could be shown in a cartridge model, 

creating a gradient profile in the extruded strand. The concentration curve for both fluids at 

the cartridge outlet is shown in Figure 1 (additional Movie SI 1). When running the 

simulation with no slip conditions assumed at the cartridge walls, a core-shell effect of both 

materials was found in addition to mixing as reported earlier[40]. Furthermore, the residual 

material A at the cartridge walls was extruded after the piston came into contact with the 

piston crown. 

 

 

Figure 1: a) Concentration of A and B blocks of an AB block system in a dispense plotting 

cartridge at the outlet. b) The concentration profile within the cartridge during extrusion 

shows a backmixing effect. c) Core-shell effect before the final material extrusion. 
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Experimental Confirmation of Gradient Formation using Dispense Plotting 

A commercial 3cc printer cartridge providing a conical piston and a 20 G conical needle 

was used in a regenHU 3D Discovery printer with a printing speed of 20 mm/s and 0.1 bar. 

Two different materials, 0.5 mL each, were filled into one cartridge. First, coloured and 

uncoloured face cream were tested for visualization (Figure SI 2). Then, hydrogels made of 

3 % w/v eADF4(C16)[30] were prepared as material block A. In block B, the 3 % w/v 

eADF4(C16) hydrogel was fluorescently labelled with 10 % w/w of FITC-eADF4(C16). 

Only a slight decrease in viscosity and stiffness was observed in rheological measurements 

in case of the eADF4(C16)/FITC-eADF4(C16) blend hydrogel (Figure SI 3), which was in 

accordance with previous observations.[30] A visual colourization from material B at one 

side of the printed construct to a transparent hydrogel of material A was obtained after 

printing (Figure 2a). Fluorescent imaging of the construct showed the gradual increase in 

fluorescence in accordance to the increase of FITC-eADF4(C16) content (Figure 2b). Small 

amounts of the hydrogel were retracted from the construct at distinct locations for quantified 

fluorescence analysis. From unlabelled to fluorescence-labelled hydrogels, an increase in 

fluorescence intensity was measured using three independent scaffolds (Figure 2c). This 

profile perfectly fitted the simulated material profile and confirmed the simulation to be in 

accordance with the experimental set-up. However, after reaching maximum fluorescence, 

a plateau phase and finally an intensity decrease was recorded. This is indicating the 

occurrence of an inner filter effect, typically observed at high concentrations of 

fluorophores.[41] 

 

 

Figure 2: Photographs of 3D printed recombinant spider silk hydrogels (3 % w/v). a) 

Gradient from non-labelled to fluorescently labelled (yellow) hydrogel in a Petri dish. b) 

Fluorescence image of the gradient. c) Quantification of fluorescence at distinct locations 

along the printed strand (red, blue and black symbols are representing measurements for 

three individual scaffolds). 

 

Spider Silk Fluorapatite Composite Hydrogels and Bioactive Gradient Printing 

The tendon-to-bone-interface shows a gradient in mechanical, compositional and 

structural cues, and, therefore, the applicatability of the presented system was tested in 

biofabricating such interface. First, to mimic apatite mineralization towards the bone side, 

fluorapatite particles were gradually integrated. 

Fluorapatite (FAp) particles were synthesized using an ultrasonication approach from dry 

components as previously reported by Willigeroth[38], yielding rod-shaped FAp particles 
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with 92 ± 27 nm in length and 21 ± 6 nm width as visualized using SEM and TEM (Figure 

SI 4a+b). The chemical integrity of the particles was identified in comparison to the 

quantitative occurrence of the elements Ca, F, O and P in FAp stoichiometry using SEM-

EDX for element analysis (Figure SI 4c). The variations between calculated and 

experimentally determined ratios for Ca:F and Ca:P was 2 % and for the Ca:O ratio 21 %. 

This is a result of a higher content of O than expected, which could be explained by 

atmospheric or intracrystalline water. Furthermore, ATR-FTIR spectra of FAp particles were 

compared to commercially available hydroxyapatite particles (Figure SI 4d). Both materials 

showed similar band assignments as previously reported for both apatite species[42].  

The implementation of fluorapatite particles into spider silk solutions before gelation 

enabled an incorporation into the generated hydrogels as detected using SEM of freeze-dried 

hydrogels (Figure 3a+b, arrow indicating free particles in a pore) and TEM which indicated 

intertwined FAp particles with eADF4(C16) fibrils (Figure 3c). Concerning particle content, 

an increase from 1 % to 3 % w/v yielded a higher initial storage modulus of the hydrogel 

(Figure 3d). At higher strains, severe differences were visible, as one material started to flow 

whilst the other was still static. For simultaneous printing of blank and particle-filled 

hydrogels from one cartridge it was crucial that both materials had flow points in the same 

order of magnitude. Therefore, a material blend of 3 % w/v eADF4(C16) and 1 % w/v FAp 

particles was used further on.  

 

 

Figure 3: Fluorapatite particles-eADF4(C16) hydrogel composites. a) SEM image of 3 % 

w/v hydrogels with 1 % w/v FAp. b) SEM image of magnified FAp particles (white arrows 

indicate particle agglomerates). c) TEM image of eADF4(C16) fibrils, intertwined FAp 

particles. d) Mean rheological amplitude sweep measurements of 3 % w/v eADF4(C16) 

(black), 3 % w/v eADF4(C16) + 1 % w/v FAp (red) and 3 % w/v eADF4(C16) + 3 % w/v 

FAp (green) composite hydrogels. e) Mean rheological frequency sweep measurements of 3 

% w/v eADF4(C16) (black), 3 % w/v eADF4(C16) + 1 % w/v FAp (red) and 3 % w/v 

eADF4(C16) + 1 % w/v kFAp (blue) composite hydrogels. f) Mean rheological amplitude 

sweep measurements of 3 % w/v eADF4(C16) (black), 3 % w/v eADF4(C16) + 1 % w/v 

FAp (red) and 3 % w/v eADF4(C16) + 1 % w/v kFAp (blue) composite hydrogels. 
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One important property of eADF4(C16) hydrogels is their shear thinning behaviour.[30-

32] In the presence of FAp particles, the hydrogels also showed shear-thinning behaviour 

like a non-Newtonian fluid at increasing shear rates and recovery at decreasing shear rates, 

which is important to gain solid structures after strand deposition upon 3D printing (Figure 

3e).  

Gradient printing of recombinant spider silk hydrogels with FAp particles (material A) 

and without (material B) was realized (Figure 4a) with the identical printing parameters as 

used for single material hydrogels. There was a slight dewetting effect visible between 

position II and IV (Figure 4a) without influencing the general outcome. Light microscopy 

images at distinct positions revealed a decreasing particle density in the hydrogel (Figure 4b, 

I-VI). Small particle aggregates in the lower micrometer range were visible, especially at 

regions with higher particle concentrations due to particle aggregation. 

 

 

Figure 4: Photograph of a 3D printed gradient of recombinant spider silk hydrogels with 

and without fluorapatite particles: a) Gradient from 3 % w/v eADF4(C16) + 1 % w/v kFAp 

(white) to 3 % w/v eADF4(C16) (transparent). b) Light microscopy images at distinct 

locations of the construct showing decreasing particle concentration (highest at position I 

and lowest at position VI), scale bar 50 µm. 

 

Biofabrication of Particle and Cell-Loaded Recombinant Spider Silk Hydrogels 

As FAp particles showed a negative zeta potential (-22.5 ± 0.9 mV), the interaction of the 

particles with negatively charged eADF4(C16) in solution could be increased by coating 

FAp particles with the positively charged spider silk variant eADF4(κ16), referred to as 

kFAp (zeta potential + 16.5 ± 0.4 mV). The rheological behaviour of the blended hydrogels 

was not influenced significantly (Figure 3f). 

In order to use the composite hydrogels in biofabrication, the incorporated particles were 

individually tested regarding cell toxicity according to DIN EN ISO 10993-5. An extract test 

and a direct contact test were carried out. A cytotoxic effect is considered when cell viability 

is reduced by 30 % referred to high density polyethylene used as positive control. As 

negative control, organotin-stabilized polyurethane was used. Fluorapatite particles were 

compared to eADF4(k16)-coated fluorapatite particles in both the extract and contact test. 

In both cases, the protein coating enhanced the cell viability significantly (Figure SI 5a). Cell 

toxic effects of apatite particles on cells had already been reported in literature.[43] Here, 
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cell viablity decreased in the presence of uncoated fluorapatite particles in the direct contact 

test to 15.7 ± 8.1 % and to 34.8 ± 2.4 % in the extract test. Particles sticked to the cells and 

could hardly be washed off (Figure SI 5b). In contrast, silk-coated fluorapatite particles 

showed a much better cell viability of 65.9 ± 4.4 % in the direct contact test and 57.8 ± 10.6 

% in the extract test. Besides these enhancing effects on cell viability, a silk-coating could 

not prevent cytotoxicity to less than 30 % referred to the positive control.  

 

 
Figure 5: Confocal laser scanning microscopy of BALB/3T3 fibroblasts along a printed 

gradient from 3 % w/v eADF4(C16) to 3 % w/v eADF4(C16) + 1% w/v kFAp (position I 

lowest and position III highest concentration) using ethidium homodimer I (red: dead 

cells)/calcein AM (green: living cells) staining. Not printed cell-loaded 3 % w/v 

eADF4(C16) + 1 % kFAp w/v hydrogels served as control. Left: side view, right: top view. 

Scale bars left row 150 µm. 

 

For biofabrication, BALB/3T3 mouse fibroblasts were seeded with 106 cells/mL in 3 % 

w/v eADF4(C16) hydrogels together with 1 % w/v kFAp particles. The AB block system 

comprised 0.5 mL each of 3 % w/v eADF4(C16) + 1 % w/v kFAp + fibroblasts (material A) 

and 3 % w/v eADF4(C16) hydrogel (material B). Printing was carried out using a 16 G 

conical needle. Hydrogels with cells[44] and particles were slightly stiffer as the non-cell-

loaded ones. The obtained scaffolds were stained using calcein AM/ethidium homodimer I 

for live-dead evaluation of the cells. Spider silk hydrogels showed slight red 

autofluorescence as published previously.[31] The confocal laser scanning microscopy 
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images at distinct positions on the scaffold confirmed a successful gradient printing of 

BALB/3T3 fibroblasts (Figure 5). The simultanous processing of apatite particles with a 

cell-friendly protein coating along with BALB/3T3 cells showed that this printing set-up 

offers not only the possibility to generate gradients from one printer cartridge but also to 

incorporate multiple gradient features into one scaffold (here particles and cells), relevant 

for e.g. biofabrication of tissues at the tendon/bone interface.  

 

4. Conclusions 

Computational fluid dynamics combined with dispense plotting enabled to achieve an in 

situ generated gradient construct from one printer cartridge. This set-up could be applied for 

various material combinations and complexity levels, and mineralization gradients or even 

mineralization gradients together with cell gradients could be produced. The combination of 

inorganic fillers and cells simultaneously in a material gradient can yield similar conditions 

as found at the enthesis, enabling future applications of such set-up in biofabricating tissue 

for the tendon-to bone interface. 
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Figure SI 1: Model of the a) block-system and mesh as slip wall and b) boundary conditions. 

 

 

 

Figure SI 2: Photograph of 3D printing results with coloured water-in-oil emulsion as an 

exemplary AB block system. 
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Figure SI 3: Rheological characterization of 3 % w/v eADF4(C16) (black) and 

eADF4(C16)/FITC-eADF4(C16) (orange) hydrogels: a) Mean amplitude sweep 

measurements with yield points at the G’ and G’’ cross-over. b) Mean frequency sweep 

measurements showing shear-thinning behaviour and recovery. 

 

 

 

Figure SI 4: Characterization of fluorapatite particles: a) SEM image of dry FAp particles. 

b) TEM images of FAp particles. c) SEM-EDX analysis derived atomic ratio of typical 

elements in fluorapatite compared to its stoichiometry in %. d) Mean ATR-FTIR spectra 

overlay of synthesized fluorapatite particles with commercially available hydroxyapatite 

particles as reference. 
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Figure SI 5: a) Quantified viability using Cell Titer Blue assay and b) cell morphology of 

BALB/3T3 fibroblasts upon contact directly or with an extract of fluorapatite particles or 

eADF4(κ16) coated fluorapatite particles using a DIN EN ISO 10993-5 test. High density 

polyethylene served as positive and organotin-stabilized polyurethane as negative control 

for extract and direct contact test (n=3 for all conditions). Extract and direct contact tests 

were analsyed using light microscopy, scale bar 200 µm. 
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7.5 Teilarbeit V 

 

Teilarbeit V erschien am 26.03.2021 unter dem Titel „Recombinant Spider Silk 

Gels Derived from Aqueous–Organic Solvents as Depots for Drugs“ in 

Angewandte Chemie International Edition und Angewandte Chemie. 

 

Neubauer, V. J.; Trossmann, V.T.; Jacobi, S.; Döbl, A.; Scheibel, T. 

Recombinant Spider Silk Gels Derived from Aqueous–Organic Solvents as 

Depots for Drugs. Angewandte Chemie International Edition 2021, 60, 11847-

11851. doi.org/10.1002/anie.202103147 

 

 

Nachdruck unter Genehmigung von Neubauer, V. J.; Trossmann, V.T.; Jacobi, 

S.; Döbl, A.; Scheibel, T. Recombinant Spider Silk Gels Derived from 

Aqueous–Organic Solvents as Depots for Drugs. Angewandte Chemie 

International Edition 2021, 60, 11847-11851. Copyright (2021) John Wiley & 

Sons. 

 

Reprinted with permission from Neubauer, V. J.; Trossmann, V.T.; Jacobi, S.; 

Döbl, A.; Scheibel, T. Recombinant Spider Silk Gels Derived from Aqueous–

Organic Solvents as Depots for Drugs. Angewandte Chemie International 

Edition 2021, 60, 11847-11851. Copyright (2021) John Wiley & Sons. 
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Deutsche Version 

 

Neubauer, V. J.; Trossmann, V. T.; Jacobi, S.; Döbl, A.; Scheibel, T. 

Rekombinante Spinnenseidengele aus wässrig-organischen Mischphasen als 

Wirkstoffdepots. Angewandte Chemie 2021, 133, 11953 –11958. 

doi.org/10.1002/ange.202103147 

 

 

Nachdruck unter Genehmigung von Neubauer, V. J.; Trossmann, V.T.; Jacobi, 

S.; Döbl, A.; Scheibel, T. Rekombinante Spinnenseidengele aus wässrig-

organischen Mischphasen als Wirkstoffdepots. Angewandte Chemie 2021, 133, 

11953 –11958. Copyright (2021) John Wiley & Sons. 

 

Reprinted with permission from Neubauer, V. J.; Trossmann, V.T.; Jacobi, S.; 

Döbl, A.; Scheibel, T. Rekombinante Spinnenseidengele aus wässrig-

organischen Mischphasen als Wirkstoffdepots. Angewandte Chemie 2021, 133, 

11953 –11958. Copyright (2021) John Wiley & Sons. 
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