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Natürliches strukturelles Protein
 (Kollagen, Fibrinogen)

durch:
• Sequenz
• Quervernetzung
• Modifikation/Hybridisierung

Gly Ala

Tyr

Gly

Cys AlaAlaGly
Rekombinante 

Produktion

Gelierung

Proteindesign

Primärstruktur

Sekundärstruktur

Hydrogel

Anpassung der Eigenschaften:
• Degradierungsrate
• Mechansiche Eigenschaften
• Zell-Interaktionen



 



3 α-Ketten 

Prokollagen

Tropokollagen

Kollagen Mikrofibrille

Kollagen Fibrille

Peptidasen

•  Hydroxylierung
•  Glykosylierung

erhitzen

abkühlen

Gelatine - löslich Gelatine - gelartig

Saure/Alkalische 
Behandlung

α α

α



 





 



 

α β γ

α β γ

β β

FibrinFibrinogen FDPs

Thrombin

Prothrombin Plasminogen

Plasmin

Gerinnungs-
kaskade

Plasminogen 
Aktivator 

(tPA)

Blutgerinnung Fibrinolyse

Thrombose Blutung
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γ

γ

α β

α β γ

E-Region D-RegionD-Region

γ -Modul β-Modul β-Modul γ -Modul

B B

A A

α -Modul

C9 C19 C23

N52

C135 C139

S-S S-S
C153 C182

αVβ3 
γ190-202

αVβ3 
γ346-358

C326 C339

αMβ2

γ377-395
αIIbβ3 

γ316-322

αIIbβ3 
γ370-383

αIIbβ3 
γ407-411

Faktor XIII 
γ398-406

tPA
γ312-324

γ-γ γ-β γ-β γ-α γ-α 
FGF-2, Interleukin-1b?

γγ γγ

γγ βγ αγ

α β α β α β

γ
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Zellkultur

Fertigung
Neue Strategien

Traditionelle 
Biofabrikation

Formgenauigkeit

Polymer: Konzentration, Crosslink-Dichte, Steifheit
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Prozesseinstellungen

Hefestamm

pH-Wert

Medium

Nährstoffquelle

Temperatur

GS115-GelMP

5

Minimalmedium

Glycerol

30°C

Methanol-Feed 0,5 %



• 

• 

• 

 

Kultivierung von 
Komatagaella phaffii

& Produktion von GelMP 
im Technikumsmaßstab

Downstream Processing

Produktanalytik
Anwendung in der 

Zellkultur

Klonierung und 
Transformation des 

gelmp Gens in 
Komatagaella phaffii
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 Position in Sequenz 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Bande a (75 kDa) R/Y Y E F P G P P G P 

Bande b (63 kDa) G F P G P K G A A G 
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 Beschichtung mit Proteinlösung 2 Aussäen der Zellen 1 3 Incucyte Analyse

10x

• Jede Stunde: 4 Bilder/well
• 10x-Vergrößerung
• Konfluenz-Analyse
• Fluoreszenz-Analyse

• Proteinlösung absaugen, 
1x PBS waschen

• MSCs (15.000 Zellen/well) 
in Medium auf 
Beschichtung geben 

• Protein in PBS gelöst, pH 7.4
• 48 well Mikrotiterplatte
• ü/N inkubieren, 4°C
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Kultivierung in 
Komatagaella phaffii

& Produktion von GelMP
im Technikumsmaßstab

Downstream Processing

Produktanalytik
Anwendung für die 

Zellkultur

Klonierung und 
Transformation des 

gelmp Gens in 
Komatagaella phaffii

Modifizierung von GelMP 
für die Anwendung als 

BioInk
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Kultivierung in E.coli
& Produktion von FGG 

(Upscale)

Charakterisierung

Stabilitätstests

Crosslinking mit Faktor 
XIII und Thrombin

Klonierung und 
Transformation des fgg 

Gens in E. coli

Anwendung in der 
Zellkultur

Biokompatibilität

Zelladhäsionsassay

Downstream Processing

Zellaufschluss, 
Solubilisierung

Umpufferung 

2-Schritt 
Chromatographie



 

 

Prozesseinstellungen

E.coli-Stamm

IPTG

pH

Medium

Nährstoffquelle

Temperatur

E.coli-Tuner

0,5 mM

6,5

DNB

Glucose

30°C
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Kultivierung in E.coli
& Produktion (Upscale)

Charakterisierung

Pufferscreening, 
Stabilitätstests

Crosslinking mit Faktor 
XIII und Thrombin

Klonierung und 
Transformation des fgg 

Gens in E. coli

Anwendung im 
Bereich Tissue 

Engineering

Biokompatibilität

Zelladhäsionsassay

Downstream Processing

Zellaufschluss, 
Solubilisierung

Umpufferung 

2-Schritt 
Chromatographie



 

 

Zellpellet aus E. coli Kultivierung
IBs/FGG intrazellulär

Zellaufschluss

Pro g Zellpellet 
20 mL Lyseuffer 

20 min rühren, 4°C

Zentrifugieren
30 min, 15.000 xg, 4°C

1g Pellet in 
20 mL Lysepuffer
resuspendieren

Hochdruck-Homogenisator
8 Durchläufe

Waschen

1g Pellet 
in 4 mL Waschpuffer

resuspendieren,
mit UltraTurrax 

homogenisieren

Zentrifugieren
30 min, 10.000 xg, 4°C

3x

Solubilisieren

1g Pellet in 20 mL 
Solubilisierungspuffer

resuspendieren
mit UltraTurrax

 homogenisieren

Freeze and thaw

Zentrifugieren
1 h, 15.000 xg, 4°C

Solubilisiertes FGG 
 in löslicher Fraktion



  



 



 

Puffersystem

Harnstoffkonzentration

Metall-Ionen

Imidazolkonzentration

Temperatur
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hAD-MSCs auf beschichteten Well-Plates 

•  Viabilität
•  Adhäsion
•  Proliferation
•  Morphologie

Rekombinantes
FGG

Fibrinogen 
(+ Kontrolle)

BSA 
(- Kontrolle)

Ohne Zusatz 
(- Kontrolle)

Beschichtung der Wellplate-Oberfläche mit verschiedenen Proteinen 

Rekombinantes
FGG

Fibrinogen 
(+ Kontrolle)

BSA 
(- Kontrolle)

Ohne Zusatz 
(- Kontrolle)

Proteinlösung auf Wellplates 12 Stunden bei 4°C inkubiert.
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Kultivierung in E.coli
& Produktion von FGG 

(Upscale)

Charakterisierung

Stabilitätstests

Crosslinking mit Faktor 
XIII und Thrombin

Klonierung und 
Transformation des fgg 

Gens in E. coli

Anwendung in der 
Zellkultur

Biokompatibilität

Zelladhäsionsassay

Downstream Processing

Zellaufschluss, 
Solubilisierung

Umpufferung 

2-Schritt 
Chromatographie
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IncuCyte™ Lebendzellanalyse 
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Phase Volumen Flussrate Puffer 

Equilibrierung 25 mL 5 mL/min 
TBS-Puffer,  

5 M Harnstoff 

Probenaufgabe 10 mL 2,5 mL/min 
TBS-Puffer,  

5 M Harnstoff 

Waschen 25 mL 5 mL/min 
TBS-Puffer,  

5 M Harnstoff 

Elution 25 mL 5 mL/min 

TBS-Puffer,  

5 M Harnstoff,  

Equilibrieren 25 mL 5 mL/min 
TBS-Puffer,  

5 M Harnstoff 

Weitere Parameter  

Temperatur 20°C 

Metall-Ionen Nickel-Ionen 

Puffersystem TBS Puffer, pH 8 

Säule  

Imidazol 250 mM 

Harnstoff 5 M 
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