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Regenerative Medizin

Designte Spinnenseidenmaterialien
fur zellspezifische Interaktionen
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Spider silk films are promising for regenerative medicine and tissue
engineering due to their biocompatibility. However, without modi-
fications spider silk films often interact little with cells. Thus, we
developed two modification strategies to enhance and guide specific
cell interaction: 1) We introduced topographical surface patterns as
cellular anchoring points. 2) We fused short cell adhesive peptide
sequences to spider silk providing chemical interaction sites for cell
receptors.
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und Signalmolekiilen zusammensetzt [1].
Diese dynamische Mikroumgebung liefert
den Zellen topografische, chemische und
mechanische Trigger, die entscheidend fiir
zelluldare Antworten und Funktionen sind
[1, 2]. Dabei bietet die EZM den Zellen ein
stabilisierendes und stimulierendes Geriist
mit Regulatoren, wie biochemische Interak-
tionsstellen, strukturelle Integritit sowie
mechanische Stabilitdt, und ibernimmt ent-
scheidende Funktionen beim Aufbau und der
Regeneration von Geweben [2, 3]. Nach Ver-
letzungen und Gewebeschddigungen werden
verschiedene Wundheilungs- und Regenera-
tionsprozesse in der EZM aktiviert, um ver-
lorene Funktionen wieder vollstandig herzu-
stellen [4, 5]. Daher befasst sich ein For-
schungsbereich der regenerativen Gewebe-
zlichtung (Tissue Engineering) mit der Ent-
wicklung kiinstlicher Matrixmaterialien fiir
Zellen [1, 6]. Da viele Biomaterialien die
Adhésion und das Wachstum von Zellen
nicht ausreichend fordern, miissen sie fiir die
Gewebeziichtung durch Oberflachenanpas-
sungen und Beschichtungen modifiziert wer-
den [1, 6-10]. Einerseits konnen Material-
oberflachen mit topografischen Merkmalen,
wie Rillen, modifiziert werden [11, 12]. Ande-
rerseits konnen zelladhasive Peptidsequen-
zen aus EZM-Proteinen als biochemische
Interaktionsliganden fiir Zellrezeptoren auf-
gebracht werden [6, 7, 9, 13]. Die bekannte

<« Abb. 1: Herstellung modifizierter Spinnensei-
denfilme. Im natiirlichen Gewebe sind Zellen in
eine komplexe Mikroumgebung eingebettet, die
physikalische, chemische und strukturelle Inter-
aktionsstellen bietet. Wegen ihrer natiirlichen
Eigenschaften eignen sich Materialien aus
rekombinanten Spinnenseidenproteinen grund-
legend als kiinstliche Matrix. Da die Interaktion
der von uns genutzten Spinnenseidenmateriali-
en mit Zellen jedoch sehr gering ist, wurden
Designstrategien entwickelt, um die Zelladh&-
sion zu fordern. Einerseits wurden strukturierte
Filme mittels eines Stempelverfahrens herge-
stellt, um den Zellen topografische Leitstruktu-
ren anzubieten [16]. Andererseits wurden die
Spinnenseidenproteine auf Genebene mit kur-
zen Peptidsequenzen fusioniert, die mit Zell-
rezeptoren interagieren sollten [17].
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A Abb. 2: Zelladhédsion auf strukturierten Spinnenseidenfilmoberflachen. Konfokale Laser-
Scanning-Mikroskop-Aufnahmen bestétigten, dass die Oberflachentopografie physikalische Inter-
aktionsstellen fiir Zellen bietet. Dabei adhérierten Zellen aus verschiedenen Geweben (Haut,
Muskel, Knochen und Nerven) unterschiedlich und richteten sich teilweise entlang der Strukturen
aus. Rot: F-Aktin-Zytoskelett, tiirkis: Zellkerne. Die Abbildung wurde aus Referenz [16] modifiziert.

RGD-Sequenz (Arginin-Glyzin-Asparaginséiu-
re) kommt in einigen EZM-Proteinen vor und
interagiert mit vielen Integrin-Zellrezeptoren
[13-15]. Durch die Identifikation weiterer
Peptidsequenzen in EZM-Proteinen und
den dazugehorenden Zellrezeptoren [13, 14]
entstand ein komplexer Werkzeugkasten fiir
die Modifikation von Biomaterialien [6, 7,
13].

Fiir die Anwendung in der regenerativen
Medizin zeichnen sich Materialien aus
rekombinanter Spinnenseide basierend auf
dem Araneus diadematus Fibroin 4 aus, da sie
geringe inflammatorische Eigenschaften und
gute Biokompatibilitét aufweisen [18]. Da das
natiirliche Protein jedoch keine zelladhdsiven
Proteinsequenzen beinhaltet, interagieren
Zellen nur gering mit Materialien, die aus
diesem Protein bzw. rekombinanten Varian-
ten davon hergestellt wurden [18, 19]. Den-
noch konnen die Spinnenseiden durch Modi-
fikation sowie angepasste Prozessierung der
zugrunde liegenden Proteine anwendungs-
spezifisch modifiziert werden [16-19]. Hier
werden zwei Modifikationsrouten vorgestellt,
um eine gerichtete Interaktion von Zellen mit

Spinnenseidenoberflichen zu gewéhrleisten
(Abb. 1,[16,17]). In der ersten Strategie wird
die Oberflachentopografie von Spinnensei-
denfilmen durch geometrische Strukturen
und Vertiefungen modifiziert [16]. Mittels
Fotolithografie werden Abgussformen mit
geometrischen Strukturgradienten, die sich
in Form und GrdéBe unterscheiden, herge-
stellt, um Stempel aus Silikon (PDMS) zu pro-
duzieren. Die strukturierten Stempel werden
auf eine Spinnenseidenlosung gegeben,
wobei es durch Evaporation des Losungs-
mittels zur Filmbildung und durch die Struk-
turen des Stempels zur Ubertragung der
Topografie auf die Filmoberfliche kommt.
Nach Ablosen des Stempels bleibt ein struk-
turierter Spinnenseidenfilm zurtick [16]. In
der zweiten Route wird das Spinnenseiden-
protein durch ein etabliertes Klonierungsver-
fahren bereits im Plasmid modifiziert [17,
19]. So konnen Gensequenzen von kurzen,
zelladhdsiven Peptiden aus EZM-Molekiilen,
wie RGD oder KGD, an das Spinnenseidengen
fusioniert werden. Die modifizierten Spinnen-
seidenproteine konnen anschlieBend rekom-
binant hergestellt, gereinigt, gelost und in

Filme prozessiert werden. Die Peptide sind an
der Filmoberfldche exponiert und dienen den
Zellen als biochemische Interaktionsliganden
(Abb. 1, [17]).

Der stempelbasierte Ansatz [16] zur Modi-
fikation der Oberflachentopografie von Spin-
nenseidenfilmen bietet den Vorteil, dass die
Vorlagen und die Silikonstempel wiederver-
wendbar sind. Neben Rillen unterschiedli-
cher Breite (6-57 um) wurden GroBengradi-
enten (ca. 40-100 um) von sieben weiteren
Strukturen mit verschiedenen Winkeln,
Ecken und Rundungen erstellt. Mikroskop-
aufnahmen bestdtigten die erwarteten Struk-
turgréBen mit Flachen im Mikrometer- und
Hohen im Nanometerbereich. Zur systemati-
schen Analyse der Zellinteraktion wurden
acht verschiedene Zelllinien getestet. Nach
vier Stunden wurden nicht adhdrente Zellen
abgewaschen und das Adhédsionsverhalten
anhaftender Zellen analysiert. Daflir wur-
den das F-Aktin-Zytoskelett mit Rhodamin-
Phalloidin und die Zellkerne mit 4’,6-Diami-
dino-2-Phenylindol (DAPI) gefiarbt und mit-
tels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie
(CLSM) untersucht. Da DAPI ebenfalls mit
dem rekombinanten Spinnenseidenprotein
interagiert, wurden auch die Seidenstruktu-
ren sichtbar. Abbildung 2 zeigt einen ausge-
wéhlten Teil der CLSM-Aufnahmen. Haut-
zellen adharierten unabhédngig von der Form
innerhalb der vorgegebenen Strukturen und
richteten ihre Zellmorphologie gemaB der
vorhandenen Struktur aus. Da den Muskel-
zellen vor allem Ecken und Kanten als
Anhaftungspunkte dienten, richteten sie sich
vor allem entlang der Langsfurchen aus.
Obgleich Knochenzellen keine Strukturpra-
ferenzen zeigten, schienen vorhandene Kan-
ten die Adhédsion und Kontaktfiihrung zu
unterstiitzen. Nervenzellen hafteten in den
Vertiefungen an und orientierten sich ent-
lang der vorgegebenen Struktur. Zu viele
Ecken oder runde Formen hinderten jedoch
die Zellinteraktion und Ausrichtung. Dieser
Zelltyp bevorzugte daher quadratische, hexa-
gonale oder dreieckige Formen. Bei vielen
Zellen konnte auch eine Korrelation zwi-
schen Zell- und StrukturgroBe beschrieben
werden. Wéhrend in den kleineren Struktu-
ren manchmal nur eine Zelle die komplette
Struktur ausfiillte, adharierten mehrere Zel-
len in den flichenmé@Big groBeren Vertiefun-
gen [16].

Durch die Modifikation von Spinnensei-
denproteinen mit kurzen Peptiden [17] sollte
bestimmten Zellrezeptoren spezifische, bio-
chemische Interaktionsliganden zur Verfi-
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A Abb. 3: Zelladhasion auf Peptid-modifizierten Spinnenseidenfilmoberflachen. Fluoreszenz-
mikroskopie-Aufnahmen bestatigten, dass Zellinteraktionspeptide als Anheftungsstellen auf Spin-
nenseidenfilmen fiir Zellen dienten. Im Vergleich zu nicht modifizierten oder mit dem RGE-Peptid
modifizierten Kontrollfilmen (wenige, runde Zellen), adhérierten und spreiteten alle untersuchten
Zelllinien auf RGD-modifizierten Spinnenseidenfilmen. KGD-modifizierte Spinnenseidenfilme zeig-
ten Uberraschend eine Spezifitat fiir Muskelzellen, wobei andere Zelllinien nicht adhéarierten.

Rot: F-Aktin-Zytoskelett, blau: Zellkerne. Die Abbildung wurde aus Referenz [17] modifiziert.

gung gestellt werden. Neben der zelladhési-
ven RGD- und der inaktiven RGE-Variante
[19] wurde das Spinnenseidenprotein u. a.
mit der KGD-Sequenz aus Kollagen [20] funk-
tionalisiert [17]. Das Adh&sionsverhalten von
elf verschiedenen Zelllinien wurde dann
nach vier Stunden Inkubationszeit systema-
tisch untersucht. Abbildung 3 zeigt einen
ausgewahlten Teil von Mikroskopieaufnah-
men Fluoreszenz-gefarbter Zellen. Anhand
der Zellzahl und des Spreitverhaltens wur-
den die Spinnenseidenoberflachen in zellad-
hasiv und nicht zellbindend kategorisiert.
Interessanterweise war die mit KGD-modifi-
zierte Variante selektiv fiir Muskelzellen,
wihrend die anderen Zellen nur sehr
schlecht adhérierten (Abb. 3). Diese Selekti-
vitat wurde nachfolgend in einem Ko-Kultur-
Experiment mit Nervenzellen bestétigt [17].

Zusammenfassend zeigte sich, dass das
selektive Adhédsionsverhalten verschiedener
Zellen auf Spinnenseidenfilmen eine gewe-
bespezifische Anpassung von Implantatma-
terialien zur Forderung der Regeneration
ermoglicht [16, 17]. Es bietet sich daher an,
die spezifischen, zelluldren Reaktionen auf
biochemische Liganden [17] und vorhandene
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Oberflachenstrukturen [16] in Seidenfilmen
in Zukunft beim Design von Geriisten fiir die
Geweberegeneration zu nutzen.
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