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und Signalmolekülen zusammensetzt [1]. 
Diese dynamische Mikroumgebung liefert 
den Zellen topografi sche, chemische und 
mechanische Trigger, die entscheidend für 
zelluläre Antworten und Funktionen sind 
[1, 2]. Dabei bietet die EZM den Zellen ein 
stabilisierendes und stimulierendes Gerüst 
mit Regulatoren, wie biochemische Interak-
tionsstellen, strukturelle Integrität sowie 
mechanische Stabilität, und übernimmt ent-
scheidende Funktionen beim Aufbau und der 
Regeneration von Geweben [2, 3]. Nach Ver-
letzungen und Gewebeschädigungen werden 
verschiedene Wundheilungs- und Regenera-
tionsprozesse in der EZM aktiviert, um ver-
lorene Funktionen wieder vollständig herzu-
stellen [4, 5]. Daher befasst sich ein For-
schungsbereich der regenerativen Gewebe-
züchtung (Tissue Engineering) mit der Ent-
wicklung künstlicher Matrixmaterialien für 
Zellen [1, 6]. Da viele Biomaterialien die 
Adhäsion und das Wachstum von Zellen 
nicht ausreichend fördern, müssen sie für die 
Gewebezüchtung durch Oberfl ächenanpas-
sungen und Beschichtungen modifi ziert wer-
den [1, 6–10]. Einerseits können Material-
oberfl ächen mit topografi schen Merkmalen, 
wie Rillen, modifi ziert werden [11, 12]. Ande-
rerseits können zelladhäsive Peptidsequen-
zen aus EZM-Proteinen als biochemische 
Interaktionsliganden für Zellrezeptoren auf-
gebracht werden [6, 7, 9, 13]. Die bekannte 
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ó Zellen sind in Geweben in eine charakte-
ristische, komplexe, dreidimensionale (3D) 

Mikroumgebung integriert, die sich aus der 
extrazellulären Matrix (EZM), Nachbarzellen 
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¯ Abb. 1: Herstellung modifi zierter Spinnensei-
denfi lme. Im natürlichen Gewebe sind Zellen in 
eine komplexe Mikroumgebung eingebettet, die 
physikalische, chemische und strukturelle Inter-
aktionsstellen bietet. Wegen ihrer natürlichen 
Eigenschaften eignen sich Materialien aus 
rekombinanten Spinnenseidenproteinen grund-
legend als künstliche Matrix. Da die Interaktion 
der von uns genutzten Spinnenseidenmateriali-
en mit Zellen jedoch sehr gering ist, wurden 
Designstrategien entwickelt, um die Zelladhä-
sion zu fördern. Einerseits wurden strukturierte 
Filme mittels eines Stempelverfahrens herge-
stellt, um den Zellen topografi sche 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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Filme prozessiert werden. Die Peptide sind an 
der Filmoberfl äche exponiert und dienen den 
Zellen als biochemische Interaktionsliganden 
(Abb. 1, [17]).

Der stempelbasierte Ansatz [16] zur Modi-
fi kation der Oberfl ächentopografi e von Spin-
nenseidenfi lmen bietet den Vorteil, dass die 
Vorlagen und die Silikonstempel wiederver-
wendbar sind. Neben Rillen unterschiedli-
cher Breite (6–57 μm) wurden Größengradi-
enten (ca. 40–100 μm) von sieben weiteren 
Strukturen mit verschiedenen Winkeln, 
Ecken und Rundungen erstellt. Mikroskop-
aufnahmen bestätigten die erwarteten Struk-
turgrößen mit Flächen im Mikrometer- und 
Höhen im Nanometerbereich. Zur systemati-
schen Analyse der Zellinteraktion wurden 
acht verschiedene Zelllinien getestet. Nach 
vier Stunden wurden nicht adhärente Zellen 
abgewaschen und das Adhäsionsverhalten 
anhaftender Zellen analysiert. Dafür wur-
den das F-Aktin-Zytoskelett mit Rhodamin-
Phalloi din und die Zellkerne mit 4′,6-Diami-
dino-2-Phenylindol (DAPI) gefärbt 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-
wählten Teil der CLSM-Aufnahmen. Haut-
zellen adhärierten unabhängig von der Form 
innerhalb der vorgegebenen Strukturen und 
richteten ihre Zellmorphologie gemäß der 
vorhandenen Struktur aus. Da den Muskel-
zellen vor allem Ecken und Kanten als 
An haftungspunkte dienten, richteten sie sich 
vor allem entlang der Längsfurchen aus. 
Obgleich Knochenzellen keine Strukturprä-
ferenzen zeigten, schienen vorhandene Kan-
ten die Adhäsion und Kontaktführung zu 
unterstützen. 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 Strukturgröße beschrieben 
werden. Während in den kleineren Struktu-
ren manchmal nur eine Zelle die komplette 
Struktur ausfüllte, adhärierten mehrere Zel-
len in den fl ächenmäßig größeren Vertiefun-
gen [16].

Durch die Modifi kation von Spinnen sei-
den pro teinen mit kurzen Peptiden [17] sollte 
bestimmten Zellrezeptoren spezifi sche, bio-
chemische Interaktionsliganden zur Verfü-

RGD-Sequenz (Arginin-Glyzin-Asparaginsäu-
re) kommt in einigen EZM-Proteinen vor und 
interagiert mit vielen Integrin-Zellrezeptoren 
[13–15]. Durch die Identifi kation weiterer 
Peptidsequenzen in EZM-Proteinen und 
den dazugehörenden Zellrezeptoren [13, 14] 
entstand ein komplexer Werkzeugkasten für 
die Modifi kation von Biomaterialien [6, 7, 
13].

Für die Anwendung in der regenerativen 
Medizin zeichnen sich Materialien aus 
rekombinanter Spinnenseide basierend auf 
dem Araneus diadematus Fibroin 4 aus, da sie 
geringe infl ammatorische Eigenschaften und 
gute Biokompatibilität aufweisen [18]. Da das 
natürliche Protein jedoch keine zelladhä siven 
Proteinsequenzen beinhaltet, interagieren 
Zellen nur gering mit Materialien, die aus 
diesem Protein bzw. rekombinanten Varian-
ten davon hergestellt wurden [18, 19]. Den-
noch können die Spinnenseiden durch Modi-
fi kation sowie angepasste Prozessierung der 
zugrunde liegenden Proteine anwendungs-
spezifi sch modifi ziert werden [16–19]. Hier 
werden zwei Modifi kationsrouten vorgestellt, 
um eine gerichtete Interaktion von Zellen mit 

Spinnenseidenoberfl ächen zu gewährleisten 
(Abb. 1, [16,17]). In der ersten Strategie wird 
die Oberfl ächentopografi e von Spinnensei-
denfi lmen durch geometrische Strukturen 
und Vertiefungen modifi ziert [16]. Mittels 
Fotolithografi e werden Abgussformen mit 
geometrischen Strukturgradienten, die sich 
in Form und Größe unterscheiden, herge-
stellt, um Stempel aus Silikon (PDMS) zu pro-
duzieren. Die strukturierten Stempel werden 
auf eine Spinnenseiden lösung gegeben, 
wobei es durch Evaporation des Lösungs-
mittels zur Filmbildung und durch die Struk-
turen des Stempels zur Übertragung der 
Topografi e auf die Filmoberfl äche kommt. 
Nach Ablösen des Stempels bleibt ein struk-
turierter Spinnenseidenfi lm zurück [16]. In 
der zweiten Route wird das Spinnenseiden-
protein durch ein etabliertes Klonierungsver-
fahren bereits im Plasmid modifi ziert [17, 
19]. So können Gensequenzen von kurzen, 
zelladhäsiven Peptiden aus EZM-Molekülen, 
wie RGD oder KGD, an das Spinnenseidengen 
fusioniert werden. Die modifi zierten Spinnen-
seidenproteine können anschließend rekom-
binant hergestellt, gereinigt, gelöst und in 

˚ Abb. 2: Zelladhäsion auf strukturierten Spinnenseidenfi lmoberfl ächen. Konfokale Laser-
Scanning-Mikroskop-Aufnahmen bestätigten, dass die Oberfl ächentopografi e physikalische Inter-
aktionsstellen für Zellen bietet. Dabei adhärierten Zellen aus verschiedenen Geweben (Haut, 
 Muskel, Knochen und Nerven) unterschiedlich und richteten sich teilweise entlang der Strukturen 
aus. Rot: F-Aktin-Zytoskelett, türkis: Zellkerne. Die Abbildung wurde aus Referenz [16] modifi ziert.
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Oberfl ächenstrukturen [16] in Seidenfi lmen 
in Zukunft beim Design von Gerüsten für die 
Geweberegeneration zu nutzen.
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gung gestellt werden. Neben der zelladhäsi-
ven RGD- und der inaktiven RGE-Variante 
[19] wurde das Spinnenseidenprotein u. a. 
mit der KGD-Sequenz aus Kollagen [20] funk-
tionalisiert [17]. Das Adhäsionsverhalten von 
elf verschiedenen Zelllinien wurde dann 
nach vier Stunden Inkubationszeit systema-
tisch untersucht. Abbildung 3 zeigt einen 
ausgewählten Teil von Mikroskopieaufnah-
men Fluoreszenz-gefärbter Zellen. Anhand 
der Zellzahl und des Spreitverhaltens wur-
den die Spinnenseidenoberfl ächen in zellad-
häsiv und nicht zellbindend kategorisiert. 
Interessanterweise war die mit KGD-modifi -
zierte Variante selektiv für Muskelzellen, 
während die anderen Zellen nur sehr 
schlecht adhärierten (Abb. 3). Diese Selekti-
vität wurde nachfolgend in einem Ko-Kultur-
Experiment mit Nervenzellen bestätigt [17].

Zusammenfassend zeigte sich, dass das 
selektive Adhäsionsverhalten verschiedener 
Zellen auf Spinnenseidenfi lmen eine gewe-
bespezifi sche Anpassung von Implantatma-
terialien zur Förderung der Regeneration 
ermöglicht [16, 17]. Es bietet sich daher an, 
die spezifi schen, zellulären Reaktionen auf 
biochemische Liganden [17] und vorhandene 

˚ Abb. 3: Zelladhäsion auf Peptid-modifi zierten Spinnenseidenfi lmoberfl ächen. Fluoreszenz-
mikroskopie-Aufnahmen bestätigten, dass Zellinteraktionspeptide als Anheftungsstellen auf Spin-
nenseidenfi lmen für Zellen dienten. Im Vergleich zu nicht modifi zierten oder mit dem RGE-Peptid 
modifi zierten Kontrollfi lmen (wenige, runde Zellen), adhärierten und spreiteten alle untersuchten 
Zelllinien auf RGD-modifi zierten Spinnenseidenfi lmen. KGD-modifi zierte Spinnenseidenfi lme zeig-
ten überraschend eine Spezifi tät für Muskelzellen, wobei andere Zelllinien nicht adhärierten. 
Rot: F-Aktin-Zytoskelett, blau: Zellkerne. Die Abbildung wurde aus Referenz [17] modifi ziert.


