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Einleitung 1 

1 Einleitung 

1.1 Allgemeines 

Die regenerative Medizin ist ein Forschungsfeld, welches in den letzten Jahren große 

Aufmerksamkeit genießt. Dies führte zu vielen Neuerungen in der klinischen Praxis. Sie 

umfassen von der Transplantation von Organen, über Zell-basierte Therapien mit 

Stammzellen bis hin zu der in vivo und in vitro Züchtung neuer Gewebe und Organe ein 

weites Feld an Methoden und Anwendungsgebieten (1-3). 2008 führten Manson und 

Dunhill folgende Definition des Begriffs ein: „regenerative medicine replaces or 

regenerates human cells, tissue or organs, to restore or establish normal function“ (3). 

Der Begriff des tissue engineering (engl. für: Gewebekonstruktion/-züchtung) ist eng 

mit der regenerativen Medizin verknüpft (4-7). Ein wichtiger Aspekt der regenerativen 

Medizin ist die Ausbildung neuer Blutgefäße, die Angiogenese. Diese ist für die 

Regeneration und das Einheilen von Gewebstransplantaten essentiell, da sie die 

Versorgung mit Sauerstoff, Nährstoffen, Immunzellen und Wachstumsfaktoren 

gewährleistet. Die therapeutische Angiogenese verfolgt zwei Hauptziele: zum einen die 

Expansion des bereits bestehenden Gefäßnetzwerkes zur Versorgung ischämischen 

Gewebes und zum anderen eine zügige Invasion von neuen Gefäßen in hergestellte 

Gewebstransplantate (8). 

Regenerative Verfahren sind auch in der rekonstruktiven Mund-Kiefer-

Gesichtschirurgie von immanenter Wichtigkeit und finden bei verschiedenen 

Krankheiten Anwendung (4, 5). Bei der Versorgung von Defekten der oralen Mukosa 

sowie der Zähne werden die in der Definition genannten Prinzipien der regenerativen 

Medizin verfolgt. So werden im Rahmen der geführten Gewebsregeneration (engl.: 

guided tissue regeneration; GTR) und der geführten Knochenregeneration (engl.: guided 

bone regeneration; GBR) Kollagenmembranen mit großem Erfolg benutzt, die eine 

bessere Heilung des Gewebes in klinischen Studien versprechen (9). Die Membranen 

dienen hierbei als okklusive Barriere und verhindern das Einwachsen von Gingiva in 

das knöcherne oder periodontale Wundbett (10). Die Angiogenese wird jedoch nicht 

direkt durch die Kollagenmembranen indiziert, weshalb die Kombination mit 

proangiogenen Verfahren wie etwa Thombozytenkonzentraten einen klinischen Vorteil 

verspricht. 
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Thrombozytenkonzentrate wurden seit Mitte des letzten Jahrhunderts in der oralen 

Wundversorgung und dem Knochenaufbau als Methode etabliert. Die Einführung des 

platelet rich fibrin (PRF) durch Choukroun et al. als Thrombozytenkonzentrat der 

zweiten Generation erfolgte Anfang der 2000er Jahre. Durch sein hohes proangiogenes 

Potenzial, stellt es eine vielversprechende Behandlungs-möglichkeit innerhalb der 

regenerativen Medizin dar (11). Durch die Verbesserung der Angiogenese und die leichte 

Handhabe kann eine Verbindung von PRF und Kollagenmembranen die Okklusion des 

Defekts gegenüber einwachsendem gingivalem Weichgewebe und der Sicherstellung des 

Gefäßeinsprießens in den Defekt in einer Methode verbinden.  

Das A-PRF+ ist ein bereits etabliertes Verfahren sowie auch die Verwendung von nativen 

Kollagenmembranen. Beide Verfahren haben ihre Stärken und Schwächen. So sollen 

durch die Kopplung von Kollagenmembranen mit PRF die geringe Stabilität des PRF 

und das niedrige angiogene Potenzial der Kollagenmembran durch den jeweiligen 

Kopplungspartner verbessert werden. 

1.2 Zielsetzung 

In der vorliegenden experimentellen Studie wurden die Auswirkungen von 

biologisierten, porcinen Kollagenmembranen auf die Angiogenese in vitro und in vivo 

gemessen (s. Tab. 3.2). 

Hierfür wurden die verwendeten Kollagenmembranen durch die Kopplung mit einer A-

PRF+-Membran (advanced PRF) biologisiert. In der GTR und GBR entscheiden die 

Stabilität der Membranen sowie die Angiogenese über den Erfolg der Anwendung (12). 

Daher scheint die Kopplung einer Kollagenmembran, welche vor allem die Stabilität in 

der klinischen Anwendung garantieren soll, mit dem PRF vielversprechend, welches 

durch sein angiogenes Potenzial Einzug in die regenerative Medizin Einzug hielt (11). 

Die Herstellung der Kollagenmembranen durch Verfahren wie die Kreuzvernetzung hat 

einen Einfluss auf die Angiogenese und die Regeneration des Gewebes (12). In dieser 

Studie werden drei verschiedene Kollagenmembranen aus porcinem Kollagen der Typen 

I und III verwendet. Die Versuche wurden mit einer doppelschichtigen, nicht-

kreuzvernetzten Membran aus Kollagen der Dermis (Collprotect), einer einschichtigen, 

dünnen und kreuzvernetzten Membran aus dem Kollagen des Perikards (Jason) sowie 

einer ebenfalls nicht kreuzvernetzten Membran aus der Dermis (Mucoderm) 

durchgeführt. Die letztgenannte Membran ist aktuell ausschließlich zur Regeneration 

von Weichgewebe zugelassen. 
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Es ergeben sich für die durchgeführte Studie folgende Fragestellungen: 

1. Zeigen sich in vitro bei den ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) 

Testungen für die biologisierten porcinen Membranen und die PRF-Gruppe 

vergleichbare VEGF (vascular endothelial growth factor) und TGF-β1 

(transforming growth factor) Werte? Zeigen die biologisierten 

Kollagenmembranen eine höhere Konzentration der o.g. Wachstumsfaktoren als 

die nativen Kollagenmembranen? 

2. Können in vivo Modelle mit Hühnerembryonen quantitativ eine vermehrte 

Angiogenese, u.a. gemessen durch Gefäße pro mm² und 

Gefäßverzweigungspunkte pro mm², für die PRF- und die biologisierten 

Kollagenmembran-Gruppen im Vergleich zu den Kontrollgruppen nachweisen? 

Zeigt sich in der Gruppe der nativen Kollagenmembranen ein Unterschied zu der 

unbehandelten Kontrollgruppe im Sinne einer veränderten Angiogenese? 

3. Beeinträchtigt die Kopplung der PRF-Membran mit einer Kollagenmatrix das 

angiogene Potenzial der Methode in den in vitro und in vivo Versuchen? 

4. Zeigt sich in den in vitro und in vivo Versuchen ein Unterschied zwischen den 

verwendeten Kollagenmatrices bezüglich ihres angiogene Potenzials? 
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2 Literaturdiskussion 

Die Literaturdiskussion der vorliegenden Arbeit soll die durchgeführten Versuche zur 

Angiogenese in den aktuellen Stand der Forschung einordnen und eine Hinführung zu 

der Diskussion geben. 

Hierfür werden zunächst Regenerative Verfahren der rekonstruktiven Chirurgie 

beschrieben und im Rahmen dessen der Einsatz von Kollagenmembranen besprochen. 

Anschließend sollen die Angiogenese und vor allem die Wichtigkeit von VEGF und 

TGF-β für die Angiogenese beschrieben werden. Die Angiogenese wird schließlich in 

der regenerativen Medizin eingeordnet, was vor allem an ihrer grundlegenden Relevanz 

für die Regeneration von Weich- und Knochengewebe liegt. Anschließend wird auf das 

PRF als Verfahren eingegangen. Hierbei soll der Zusammenhang von PRF und 

Angiogenese im Mittelpunkt stehen. 

2.1 Regenerative Verfahren in der rekonstruktiven Mund-, Kiefer- und 

Gesichtschirurgie 

Ausgeprägte dentale und parodontale Defekte stellen in der regenerativen 

Zahnheilkunde sowie der rekonstruktiven Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie ein 

großes Problem dar. Durch das geringe Potenzial an selbstständiger Regeneration 

werden protrahierte Krankheitsverläufe beobachtet (13). Die Funktionalität der 

Mundhöhle ist essentiell beim Kauen, der Phonation und unter ästhetischen 

Gesichtspunkten. Deshalb sind regenerative Verfahren zur Wiederherstellung der 

Funktionen von hoher Wichtigkeit (14). 

Die Ursachen für Defekte in der Mundhöhle können vielfältiger Natur sein. Sie reichen 

von kongenitalen Fehlbildungen über chemische und physikalische Irritationen sowie 

Traumata hin zu mikrobiologischen Besiedelungen. So sind bei den mikrobiologischen 

Ursachen vor allem Karies und Parodontitis zu nennen, welche beide durch ihre hohe 

Prävalenz in der Bevölkerung imponieren (5, 14, 15). Aber auch autoimmune und 

tumoröse Geschehen können Ursachen für orale Defekte sein (14). Wenn man das 

oropharyngeale Karzinom und Karzinome der Mundhöhle zusammenfasst, gehören orale 

Karzinome zu den häufigsten Tumorarten weltweit (16). Gerade die Defektdeckung im 

Rahmen der Tumorchirurgie stellt eine hohe Herausforderung dar. Gleichzeitig ist eine 

suffiziente Rekonstruktion des Gewebes für die Patienten wichtig, die häufig 

postoperativ an sozialer Isolation durch ein verändertes Aussehen und Schwierigkeiten 
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beim Sprechen, Essen und Trinken leiden. Dies führt zu einem Verlust an Lebensqualität 

(16). Auch Kiefernekrosen, die durch Medikamente oder eine Radiatio induziert wurden, 

gehen mit oralen Defekten einher und bedürfen dementsprechend einer schnellen und 

effizienten Versorgung (17). Sehr häufig eingesetzte Medikamente, die zu 

entsprechenden Osteonekrosen der Kieferknochen führen sind Bisphosphonate (17, 18). 

Doch es wurden auch für verschiedene Antikörper, wie Denosumab, Bevacizumab und 

Sunitinib, entsprechende Nebenwirkungen gezeigt (17, 19-21).  

Es sind verschiedene Methoden in der klinischen Anwendung, um die Regeneration von 

oralem Weich- und Knochengewebe zu unterstützen. Das Gewebe in der Mundhöhle 

weist eine hohe Komplexität und Diversität auf. Das stellt eine immense Anforderung 

an die angewendeten Methoden dar und erklärt die Fülle an Möglichkeiten. Zu nennen 

sind Barrieremembranen, Knochenersatzmaterialien sowie bioaktive 

Wachstumsfaktoren wie knochenmorphogenetische Proteine (engl.: Bone 

morphogenetic proteins; BMP) und Schmelz-Matrix-Derivate (engl.: enamel matrix 

derivative; EMD) (22). Das Konzept von Thrombozytenaggregaten, welche aus direkt 

vor der Intervention von den Patienten abgenommenem Blut hergestellt werden können, 

gewann in den letzten Jahren stetig an Bedeutung (22, 23). Viele dieser 

Wachstumsfaktoren finden sich in hoher Konzentration in dem PRF. Dies führt zum 

klinischen Einsatz in diesem Bereich. Ein Anwendungsbereich ist der periimplantäre 

Einsatz von L-PRF zur Socket Preservation (22, 24, 25) L-PRF wird ebenfalls im 

Rahmen eines Sinuslifts eingesetzt, um den Knochen vor dem Einsetzen des Implantats 

zu verstärken (25, 26). Häufig wird das PRF mit einem Transplantatmaterial gekoppelt, 

was zu besseren Ergebnissen führt (25).  

Ein zentraler Bereich der regenerativen Medizin ist das tissue engineering. Hierbei soll 

durch die Verwendung von einer Kombination aus Zellen und Trägermatrices eine 

Wiederherstellung des zerstörten oder funktionsuntüchtigen Gewebes erreicht werden 

(6). In der regenerativen Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie wurde das tissue 

engineering durch die Benutzung von nicht-resorbierbaren Membranen zur GTR als 

Behandlungskonzept populär (27). In der Implantologie ist die GBR mittels Membranen 

für die Augmentation des Knochens wichtig. Dieser Behandlungsweise liegt die von 

Melcher postulierte Annahme zugrunde, dass es bei exponierten Zahnwurzeln zu einer 

Repopulation desjenigen Zelltyps kommt, welcher sich dort zuerst ansiedelt (27-29). 

Das Parodontium ist ein komplexes Gebilde aus vier verschiedenen bindegewebigen 

Anteilen: der Lamina propria der Gingiva, dem Parodontalligament, dem Cementum 

dentis und dem Alveolarknochen (28, 30). So ist zur optimalen Regeneration eine 
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Besiedelung von mesenchymalen Stammzellen des parodontalen Ligaments oder aus der 

perivaskulären Region des Knochens notwendig. Im Gegensatz dazu führt die 

Besiedelung mesenchymaler Stammzellen eines anderen Ursprunges zur Ausbildung 

einer Narbe (27). Stammzellen bieten einen interessanten Ansatz für die regenerative 

Medizin. Sie können nach entsprechender Gewinnung aus Biopsien und anschließender 

in vitro Züchtung reimplantiert werden. Bei erfolgreichem Anwachsen im Defekt kommt 

es zu der Regeneration des Gewebes. Zellen aus dem adulten Organismus besitzen 

jedoch meist nur noch ein eingeschränktes Proliferationspotenzial (31). Eine 

vielversprechendere Methode ist die Gewinnung von MSCs (Mesenchymalen 

Stammzellen), welche anschließend in vitro vermehrt werden. Anschließend kommt es 

zum Aussäen auf einer Matrix natürlichen oder synthetischen Ursprungs mit einer 

weiteren Inkubationsphase. Optimalerweise kommt es zur Zelladhäsion an die Matrix 

und der Differenzierung und Proliferation unter Zugabe von entsprechenden bioaktiven 

Faktoren. Schließlich kann das Scaffold implantiert werden, um zur Regeneration des 

Defekts beizutragen (15). 

Aufgrund der Diversität der Einsatzgebiete für regenerative Verfahren in der Medizin, 

ist die Verwendung und Erforschung verschiedener Biomaterialien notwendig, um den 

Ansprüchen der regenerativen Medizin gerecht zu werden. 

Biomaterialien müssen verschiedene Aufgaben bewältigen. Sie dienen der Zelladhäsion 

für regenerative Zellen der umliegenden Gewebe und als Gerüst für die 

Gewebsregeneration. Des Weiteren können sie als Trägersubstanz von odontogenen 

Zellen, welche sich in das defekte Gewebe differenzieren können, sowie bioaktiven 

Molekülen wie Wachstumsfaktoren fungieren (31-35). 

Viele Biomaterialen imitieren den dreidimensionalen Aufbau der natürlichen 

Extrazellularmatrix (EZM). Dies soll eine gute mechanische Stabilität garantieren und 

als Gerüst für den Neuaufbau des Gewebes dienen. Gerade bei der Rekonstruktion von 

Knochengewebe muss das eingesetzte Scaffold eine ausreichende mechanische Stabilität 

gewährleisten (31). Biologisch abbaubare Materialien kommen häufig zum Einsatz, da 

hier parallel zum Abbau des Scaffolds ein Einwachsen von körpereigenem Gewebe 

stattfindet. Dieses ersetzt das Transplantat über die Zeit. Trotzdem stellt die 

Vaskularisierung von größeren Transplantaten (> 4 cm) ein Problem dar. Hierfür werden 

die Scaffolds mit Stammzellen, Endothelzellen oder bioaktiven Molekülen biologisch 

aktiviert. Dies soll u.a. zu einer schnelleren Vaskularisierung und Rekonstruktion des 

Gewebes führen (31, 36).  
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2.1.1 Prävaskularisierung 

Die schnelle und vollständige Vaskularisierung ist essentiell für das Überleben von 

Transplantaten. Dies ergibt sich aus der Tatsache, dass die Diffusionsstrecke von 

Sauerstoff aus dem versorgenden Gefäß im Gewebe etwa 150-200 µm beträgt (37-39). 

Aktuell gibt es drei Ansätze, welche die Angiogenese in Zusammenhang mit dem tissue 

engineering verbessern sollen: Scaffolds, die Wachstumsfaktoren freisetzen, Kokulturen 

von Ziel- und Endothelzellen sowie mittels Mikrofabrikationstechniken oder 

dezellularisiertem Gewebe konstruierte Gefäßnetzwerke (13). Als Prävaskularisierung 

von Transplantaten beschreibt man ein Konzept, das sich Mikrofabrikationstechniken 

und Kokulturen von Ziel- und Endothelzellen bedient. Dies führt zu der Ausbildung 

eines mikrovaskulären Netzwerkes in dem Transplantat noch vor der Implantation. In 

vivo soll dies zu einer schnellen Verbindung mit den Gefäßen des Wirtskörpers führen 

und damit die Versorgung des Transplantats sichern (13). 

Zu den o.g. Zielzellen gehört eine Vielzahl verschiedener Zellen. Häufig in der 

Anwendung sind mesenchymale Stammzellen (engl.: mesenchymal stem cells, MSC), 

die aus Knochenmark oder Fettgewebe gewonnen werden können (40). Sie können aber 

auch aus den in der Mundhöhle vorkommenden Geweben, parodontalem Ligament, 

Zahnpulpa und humanen Milchzähnen isoliert werden (41, 42). Orale Stromazellen wie 

Keratinozyten und Fibroblasten und induzierte pluripotente Stammzellen können 

ebenfalls verwendet werden (13, 43). Man geht davon aus, dass die Kokultur von 

Stammzellen und Endothelzellen im Verhältnis 1:1 von immenser Wichtigkeit für die 

Prävaskularisierung ist. Hierbei unterstützen die Stammzellen das sich ausbildende 

Gefäßnetzwerk (13). Einaktuelles Problem stellt das Aussäen der Endothelzellen auf den 

Scaffolds dar, da es bisher nicht möglich ist, eine gleichmäßige Verteilung der 

Endothelzellen zu gewährleisten. Des Weiteren gibt es trotz des Aussäens keine Garantie 

für die Ausbildung eines Gefäßnetzwerkes in vitro, da hierfür Wachstumsfaktoren wie 

VEGF und PDGF (platelet derived growth factor) sowie andere Zelltypen benötigt 

werden. Dies setzt entsprechende Bedingungen in vitro für die Angiogenese voraus (37). 

2.1.2 Bioaktive Faktoren 

Zu den bioaktiven Faktoren gehören Wachstumsfaktoren, Chemokine und Zytokine. Sie 

haben vielfältige Effekte auf die Differenzierung von Zellen, die Immunantwort und 

damit auch auf die Gewebsregeneration (44). 
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Durch den Einsatz von bioaktiven Faktoren möchte man sich das regenerative Potenzial 

des Körpers zunutze machen. Wichtige Vertreter sind FGF (Fibroblast growth factor), 

TGF-β, VEGF und BMP. Eine ihrer Aufgaben ist die Kontrolle des Zellzyklus, also ob 

Zellen in der G0-Phase, der ruhenden Phase, verbleiben oder in die G1-Phase übergehen 

und damit die Zellteilung in Gang kommt. Darüber hinaus sind sie auch für das 

Überleben und die Differenzierung der Zellen zuständig (45).  

BMP ist zum Beispiel für die Differenzierung von Osteoblasten geeignet, VEGF 

stimuliert das Wachstum von Gefäßen, FGF spielt eine wichtige Rolle in der 

Odontogenese und TGF-β führt zur Differenzierung von Fibroblasten. Dies unterstützt 

die Gewebsregeneration (45). 

In vivo zeigt sich, dass Wachstumsfaktoren und Zytokine einen großen Einfluss auf das 

erfolgreiche Einheilen von implantierbaren Konstrukten haben. Gerade im Rahmen von 

Matrices, die mit Stammzellen besät wurden, ist die Inkubation vor Implantation in 

einem Nährmedium mit bioaktiven Faktoren wichtig (15). Man kann sich die 

Eigenschaften der bioaktiven Faktoren zunutze machen, um spezielle Zellen im Defekt 

zur Proliferation anzuregen und die Immunantwort des Wirts zu modulieren (44). Ihre 

proangiogenen Eigenschaften sollen in späteren Kapiteln durchleuchtet werden. 

2.1.3 Guided tissue regeneration und guided bone regeneration 

Die GTR kommt im Zusammenhang mit parodontalen Defekten zum Einsatz. Der 

Alveolarknochen befindet sich in ständigem Umbau. Die Balance zwischen 

Knochenaufbau und –abbau ist ein Zusammenspiel vieler verschiedener Zelltypen und 

Signalwege (5, 30, 46).  

Die GTR und GBR werden in der Implantologie als feststehende Termini verwendet und 

sind wichtige Werkzeuge, um vor dem Einsetzen von Zahnimplantaten Knochen- und 

Weichgewebe aufzubauen (9). Im Rahmen der GBR nehmen Barrieremembranen in der 

klinischen Anwendung einen wichtigen Platz ein (9). Zuerst wurde das Konzept von 

Dahlin et al. beschrieben. Sie postulierten, dass die Migration von Weichgewebe in den 

Knochendefekt zu einer verminderten und gestörten Knochenheilung führt. Der Einsatz 

einer Barrieremembran zum Schutz des Knochendefekts verhindert diese Migration. 

Dies erlaubt osteogenetischen Progenitorzellen die Proliferation und führt zu einer 

besseren Regeneration des Knochengewebes (47). 

Die Barrieremembranen können im Allgemeinen in zwei Kategorien eingeteilt werden: 

resorbierbare und nicht-resorbierbare Membranen. Der populärste Vertreter der nicht-

resorbierbaren Membranen sind die expanded polytetrafluoroethylene (ePTFE)-
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Membranen. ePTFE wurde aufgrund ihrer guten Biokompatibilität und Stabilität sowie 

den Erfolgen in Studien als Goldstandard akzeptiert (9). Da allerdings nicht-

resorbierbare Membranen nach einiger Zeit entfernt werden müssen und die Besiedelung 

durch Bakterien zu einer frühzeitigen chirurgischen Intervention führen kann, gewinnen 

Kollagenmatrices an Einfluss in der klinischen Anwendung (12, 48, 49). 

2.2 Kollagenmembranen 

2.2.1 Geschichte 

Kollagenmatrices finden in vielen Bereichen der oralen Chirurgie Anwendung. Sie 

werden in der Implantologie und Parodontologie zur Unterstützung der Regeneration 

von Weich- und Knochengewebe eingesetzt (50-52). Die Kollagenmatrices sind ein 

wichtiger Behandlungsansatz in der GTR und GBR (53). Sie gehören zu den 

resorbierbaren Membranen (12, 54, 55). Kollagenmatrices haben durch das natürliche 

Vorkommen von Kollagen und seiner Rolle in der Formung eines Koagulums 

entscheidende Vorteile gegenüber anderen resorbierbaren Membranen (12, 56). 

An dieser Stelle muss die Verwendung von allogenem, xenogenem, autologem und 

alloplastischen Materialien unterschieden werden. Allogen beschreibt hierbei Gewebe, 

das von einem anderen Subjekt derselben Spezies zur Transplantation gewonnen wird 

(57). Xenogenes Gewebe hingegen entstammt einem Subjekt einer dem Akzeptor 

fremden Spezies (58). Autologe Transplantationen beschreiben die Entnahme von 

Gewebe aus einem Subjekt an einer bestimmten Körperstelle und die anschließende 

Transplantation an eine andere Stelle des Körpers. Alloplastisch hingegen ist definiert 

als Implantation von synthetischen Materialien wie etwa Titan, bioaktives Glas oder 

Polymere in den Körper (59). 

Kollagenmatrices bestehen meist aus xenogenem Material, d.h. aus dem Korium, 

Achillessehnen oder Perikard von Schweinen oder Rindern (60, 61). Im Gebiet der 

Implantologie und Parodontologie konkurrieren die xenogenen Kollagenmatrices mit 

anderen extrazellularmatrix-basierten Membranen, wie azellulärer dermaler Matrix 

(ADM). Alternativ können lokale Defektdeckungen durchgeführt werden (52, 62). 

Vorteile der Kollagenmatrices gegenüber der Benutzung allogenen Materials sind die 

hohe Verfügbarkeit, die fehlende Notwendigkeit eines menschlichen Donors sowie 

niedrige Kosten in der Herstellung und Bereitstellung (63, 64). Wichtig für die 

Wirkweise der Kollagenmatrix im Rahmen der GTR und GBR sind die bereits 

angesprochene Induktion der Hämostase (53, 56) und eine Chemotaxis von Fibroblasten 
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(53, 65). Auch ihre leichte Handhabung, die Möglichkeit zur Weichgewebsaugmentation 

(52, 53) und eine ausbleibende oder nur gering ausgeprägte Immunreaktion auf das 

eingesetzte Material sind positiv hervorzuheben (66, 67). Entscheidende Nachteile von 

Kollagenmatrices sind der schnelle Abbau und die damit einhergehende Invasion von 

Zellen des Weichgewebes im Rahmen der Knochenaugmentation. Diese kann dazu 

führen, dass die Knochenregeneration durch die Invasion gestört wird und somit weniger 

effektiv stattfindet (12). 

2.2.2 Herstellung 

Die aktuelle Forschung geht von 28 verschiedenen Kollagenproteinen aus. Eine 

eindeutige Definition des Kollagens fehlt bis heute. Im Allgemeinen handelt es sich um 

tripelhelikale Proteine, die wichtig für die Bildung und Aufrechterhaltung von Geweben 

sind. Bei Säugetieren kommt Kollagen Typ I am häufigsten vor (68-70). Die 

verwendeten Kollagenmatrices bestehen meist aus den Kollagenen des Typs I und III., 

Beide werden zu den fibrillären Kollagenen gezählt (56, 60, 70, 71). Das für die Matrices 

benötigte Kollagen kommt entweder aus tierischen Quellen oder wird rekombinant 

hergestellt (72). Häufig werden hierfür Schweinehaut, -perikard, Rindersehnen, -

perikard, die Schwänze von Ratten oder die Haut von humanen Leichen verwendet (72, 

73).  

Als Alternative hierzu ist rekombinantes Kollagen zu nennen. Um dieses herzustellen 

werden u.a. Hefepilze, Säugetierzellen und Tabakpflanzen benutzt (72, 73). 

Rekombinantes Kollagen umgeht einige der Schwächen der Gewinnung tierischen 

Kollagens. Zu diesen zählen Qualitätsunterschiede zwischen gleichen Produkten, die 

Übertragung pathogener Faktoren und ethische Probleme durch die Benutzung von 

Tieren. Trotzdem konnte es bisher noch nicht das tierische Kollagen in der Anwendung 

ersetzen. Dies liegt an hohen Produktionskosten, einem geringen Ertrag bei der 

Herstellung und dem Fehlen von Kofaktoren und Enzymen, welche essentiell für die 

Stabilität und Biofunktionalität des Kollagens sind (72, 73). 

Wichtig für den Einsatz der Kollagenmatrices sind deren Eigenschaften wie 

mechanische Stabilität und enzymatischer Abbau, welche von der Kreuzvernetzung, der 

mechanischen Zertrümmerung und der Denaturierung der Tripelhelix abhängig sind 

(61). 

Es kommen verschiedene Verfahren für die Kreuzvernetzung des Kollagens in Frage. 

Diese können in physikalische und chemische Verfahren eingeteilt werden (53, 61, 74). 

Zu den physikalischen Verfahren zählen die Bestrahlung mittels γ-Strahlung sowie der 
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Einsatz ultravioletten Lichtes. Chemische Verfahren umfassen u.a. die Benutzung von 

Glutaraldehyd (GA), Diisocyanat, Azylazide oder Epoxiden (53, 61, 74, 75). 

Zur Beendigung des Herstellungsprozesses müssen die Membranen getrocknet und 

sterilisiert werden, hierfür kommen verschiedene Methoden in Frage (61). Das 

Verfahren der Trocknung ist entscheidend für die Größe der Räume zwischen den 

Kollagenfibrillen. Bei einem konvektionsbasierten Trocknungsvorgang kommt es zu 

einem Kollaps der Fibrillen und Moleküle des Kollagens und gleichzeitig werden die 

Abstände zwischen den Fibrillen auf ein Minimum verkleinert, was durch die 

Rehydrierung nur noch partiell aufgehoben werden kann (61, 76). Eine weitere gängige 

Methode ist die Lyphophilisation (Gefriertrocknung). Hierbei wird die Kollagenmatrix 

auf Temperaturen von -15 bis -80 °C herabgekühlt und die in der Matrix enthaltenen 

Wassermoleküle gefrieren zu Eiskristallen. Dadurch werden die Kapillarkräfte, welche 

zu einer Annäherung der Kollagenfibrillen bei der konvektionsbasierten Trocknung 

führen, umgangen. Im Vakuum kann das Eis durch Sublimation entfernt werden und die 

Struktur der zurückgebliebenen Poren entspricht derjenigen der Eiskristalle (61, 77, 78).  

Die Sterilisation wird u.a. durch γ-Bestrahlung, Ethylenoxid oder Peressigsäure erreicht 

(61). Ein Nachteil der γ-Bestrahlung ist der schädigende Effekt auf die DNA der Zellen 

sowie die Bildung von Radikalen, welche eine Wirkung auf noch enthaltene Proteine, 

Lipide und Endotoxine haben (61, 79). Das Verfahren ist einfach durchführbar, sicher 

und energetisch effizient. Des Weiteren ist eine effektive Elimination von Viren, 

Bakterien und Pilzen möglich (79). Es gibt widersprüchliche Forschungsergebnisse 

bezüglich der Veränderung der Kollagenstruktur durch die γ-Bestrahlung. Es wird 

sowohl von unveränderten Kollagenmatrices als auch Strukturschäden in Abhängigkeit 

von der Strahlendosis berichtet (79-81). Bei der Behandlung durch Ethylenoxid sind 

keine Veränderungen der Kollagenstruktur erkennbar. Es werden Effekte an den 

Seitenketten des Kollagens kontrovers diskutiert, durch die eine verminderte Abbaurate 

durch Kollagenasen beschrieben wird (61, 80, 81). 

2.2.3 Eigenschaften der Kollagenmatrices 

Der Abbau der Kollagenmatrices durch das umgebende Gewebe stellt einen 

entscheidenden Faktor für den Vorgang der Regeneration dar. Er ist bedeutend für die 

Dauer der Ausbildung eines neuen, funktionstüchtigen Gewebes (60). Auf der einen 

Seite steht die Stabilität der Membran. Sie ist im Rahmen der GBR wichtig, da die 

Kollagenmatrix das Einwandern von ungewollten mesenchymalen Zellen und 

Weichgewebe in das Wundbett verhindern soll. Dadurch wird eine ungestörte 
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Knochengewebsregeneration ermöglicht (60). Für eine höhere Stabilität werden in 

Tierversuchen und in der klinischen Praxis Doppelschicht-Techniken beim Einsatz der 

Kollagenmembranen angewendet. Diese zwei Schichten verbinden vorteilhafte 

Eigenschaften. Eine der Schichten hat eine feste und glatte Oberfläche für eine bessere 

Wundheilung. Die andere Schicht besitzt eine löchrige Oberfläche für eine bessere 

Gewebsintegration und Vaskularisation (52, 60, 82, 83).  

Die Kreuzvernetzung der Matrix ist eine weitverbreitete Technik, die zu einer höheren 

Stabilität sowie einem längeren Abbauprozess führt Dies belegen in vitro und in vivo 

Studien (12, 60, 84). Gleichzeitig gibt es Forschungsergebnisse, die nahelegen, dass die 

Kreuzvernetzung auch zu vermehrten Fremdkörperreaktionen, einer verminderten 

Integration der Kollagenmatrices in das Gewebe und einer verminderten Vaskularisation 

führt (12). Dies wird auf die Morphologie der Matrix und damit die Größe der Poren 

zurückgeführt (60).  

Die Beschaffenheit der Oberfläche der Membran ist wichtig, wie schon im Rahmen der 

Doppelschichttechnik angesprochen. Verschiedene Zelltypen bevorzugen 

unterschiedliche Oberflächen. Im Allgemeinen bieten raue Oberflächen mit großen 

Poren eine bessere Möglichkeit zur Zelladhäsion. Besonders Osteoblasten scheinen 

solche Oberflächen zu bevorzugen (85, 86). Eine schnelle Zelladhäsion ist entscheidend 

für das Überleben der Zellen und damit die spätere Proliferation von Osteoblasten und 

Fibroblasten. Dies kann entscheidend für eine bessere Gewebsregeneration sein (87, 88). 

Gleichzeitig ist durch Osteoblasten und Fibroblasten physiologisch eine Integrin-

vermittelte Adhäsion an Kollagen Typ I beschrieben Dies ist ein weiterer Vorteil von 

Kollagenmatrices gegenüber Ersatzmaterialien (89, 90). 

Zuletzt ist die Biokompatibilität der Kollagenmatrix ein wichtiger Faktor für das 

regenerative Potenzial (60). Prinzipiell wird bei der Verwendung von Kollagen als 

Grundstoff für die Matrices sowohl in Tierversuchen als auch in der klinischen 

Anwendung keine Immunogenität beschrieben (66). Allerdings werden für die 

Kreuzvernetzung mittels GA eine schlechtere Biokompatibilität der Kollagenprodukte 

beschrieben, da nach der abschließenden Reinigung und Sterilisation eine Restmenge 

am Kollagen verbleibt. Die schlechtere Biokompatibilität hängt mit der Zytotoxizität 

von GA zusammen (91-93). So beschreiben van Luyn et al. bereits 1992, dass mit GA 

kreuzvernetztes Kollagen noch bis zu 42 Tage nach Einsatz zytotoxische Wirkung im 

Zusammenhang mit Fibroblasten entfaltet, die für die Ausbildung von Kollagen 

zuständig sind. Die Ausbildung neuen Kollagens ist wiederum wichtig für die 

Gewebsregeneration (93). 
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2.3 Angiogenese 

Den Prozess der Gefäßneubildung unterscheidet man in drei grundlegende Arten: Die 

Vaskulogenese, die Angiogenese und die Arteriogenese (94, 95). Des Weiteren muss die 

Angiogenese von Blut- und Lymphgefäßen unterschieden werden. Im Folgenden wird 

vor allem auf die Blutgefäßneubildung eingegangen, da diese für die Arbeit von hoher 

Relevanz sind. 

Die Vaskulogenese beschreibt die de novo Entstehung von Gefäßen aus den 

Angioblasten sowie den mit ihnen verwandten endothelialen Vorläuferzellen 

(engl.: endothelial progenitor cell, EPC) (96). Die Angioblasten lösen sich während der 

Embryonalentwicklung aus extraembryonalem und embryonalem Mesoderm. Sie führen 

zu der Bildung der ersten aus Epithelzellen bestehenden Gefäßen (96, 97). Die EPCs 

kommen auch im adulten Organismus vor (98). Sie sind beispielsweise Teil des Umbaus 

nach myokardialen Infarkten (99), der Atherosklerose (100), der Revaskularisation von 

Wunden (101), aber auch der Endometriose (102) und des Tumorwachstums (103, 104). 

Unter der Angiogenese versteht man die Ausbildung neuer Gefäße aus einem bereits 

existierenden vaskulären Netzwerk. Die Angiogenese ist essentiell für die Ausbildung 

des Blutkreislaufes mit Arterien, Arteriolen, Kapillargefäßen, Venolen und Venen (105) 

und tritt physiologisch bei Ischämien und Wundheilungen auf. Gleichzeitig können 

Störungen der Angiogenese zu Pathologien des Organismus führen (94, 106, 107). 

Die Arteriogenese beschreibt die Rekrutierung von Perizyten und glatten Muskelzellen. 

Diese legen sich um die Endothelzellkanäle, die während der Angiogenese entstanden 

sind. Dadurch stabilisieren sie diese, um sie vor erneutem Abbau zu schützen (107). Sie 

ist eng mit der Angiogenese verbunden und steht ihr zeitlich nachgestellt in der 

Ausbildung funktionsfähiger Gefäße. 

Die Angiogenese wurde erstmals 1794 von John Hunter, einem schottischen Anatom und 

Chirurgen, beschrieben (108). Er entdeckte, dass sich die Vaskularisation eines Gewebes 

an seine metabolischen Bedürfnisse anpasst(108). Die moderne Forschung zu dem 

Thema wurde durch Judah Folkman begründet, welcher erkannte, dass das 

Tumorwachstum entscheidend von der Angiogenese bedingt wird (109, 110). Seitdem 

rückte die Angiogenese als therapeutisches Mittel gegen Tumoren und andere 

Krankheiten in den Mittelpunkt der klinischen Forschung. 
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2.3.1 Anatomischer Aufbau von Blutgefäßen 

Ein Blutgefäß besteht aus der Tunica intima, der Tunica media und der Tunica adventitia 

(111). Hierbei besteht die Tunica intima aus einer einfachen Schicht platten Endothels 

(s. Abb. 2.1). Dieses ist abluminal von der Basalmembran überzogen, dem Stratum 

subendotheliale. Zu dem Stratum subendotheliale gehören v.a. EZM und die Membrana 

elastica interna, welche aus elastischen Fasern besteht und in ihrer Stärke variiert 

(Arterien = starke Ausprägung; Venen = schwache Ausprägung). Das Endothel dient als 

Barriere zwischen dem im Lumen fließenden Blut und dem umgebenden Parenchym. Es 

ist essentiell für die Vasokonstriktion und –dilatation sowie für Mechanismen der 

Koagulation und des Immunsystems. Die Tunica media besteht aus glatten 

Muskelzellen, Kollagen und Elastin und regelt die Durchblutung und die 

Gefäßkontraktion. Sie wird durch die Membrana elastica externa von der Tunica 

adventitia getrennt, welche hauptsächlich aus kollagenen und elastischen Fasern besteht 

(111, 112). Der Aufbau von Kapillaren besitzt drei Anteile: Endothel, Basalmembran 

und von außen stabilisierende Perizyten und glatte Muskelzellen (111). 

 
Abbildung 2.1: Anatomische Darstellung des Aufbaus eines Blutgefäßes. Modifiziert nach Mazurek 
et al. (111). 

Blutgefäße bestehen aus Tunica intima, media und adventitia. Vom Lumen aus gesehen beseht die 

innerste Schicht aus Endothelzellen. Die Tunica media widerum besteht vor allem aus glatter Muskulatur 

und elastischen Fasern. Schließlich schließt die Tunica adventitia das Gefäß nach außen ab. 

2.3.2 Angiogenese auf zellulärer und molekularer Ebene 

Bei der Angiogenese werden zwei wichtige Vorgänge unterschieden: Das Aussprossen 

(engl.: Sprouting) und das Spalten (Intussuszeption) von Gefäßen durch morphologische 

Veränderungen der Endothelzellen (112-114). Ein fein austariertes System an 

Wachstums-, Transkriptionsfaktoren und Signalkaskaden ist für die Aufrechterhaltung 

des Gefäßnetzwerkes im adulten Organismus verantwortlich. An diesem System sind 
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u.a. die Wachstumsfaktoren VEGF, TGF-β, FGF (fibroblast growth factor), TNF-α 

(Tumor necrosis factor), Angiopoetine, Interleukine, HIF-1α (hypoxia-inducable factor) 

und die Notch-, Wnt- und Tie (engl.: Tyrosine kinase with immunoglobulin-like and 

EGF-like domains)-Signalwege beteiligt (94, 95, 106, 115). Neuere Erkenntnisse zeigen, 

dass auch die Epigenetik durch nicht-kodierende microRNAs, durch Blockierung der 

Translation oder Induktion von messenger RNAs einen Einfluss auf die Angiogenese hat 

(116, 117). 

Die Endothelzellen sind von zentraler Bedeutung für die Angiogenese und stehen im 

Mittelpunkt der Forschung. Eine weitere wichtige Rolle spielen die Fibroblasten, glatten 

Muskelzellen und Perizyten (94, 95, 106). Die Differenzierung in endotheliale Tip-, 

Stalk- und Phalanx Zellen bildet die Grundlage für das Aussprossen von Gefäßen (118). 

Die Unterscheidung in Tip- und Stalk-Zellen wurde durch Gerhard et al. erstmals 

vorgenommen. Die Endothelzellen, welche der Führung bei der Aussprossung 

übernehmen werden Tip-Zellen genannt, die nachfolgenden Zellen hingegen 

Stalk-Zellen (119). Die Endothelzellen verharren die meiste Zeit ihres Bestehens in der 

„Quiescence“, d.h. der ruhigen Phase (120). In dieser Phase sind sie von der 

subendothelialen Basalmembran umgeben, welche aus extrazellulären Matrixproteinen 

besteht. Die Basalmembran hält die Endothelzellen zusammen, verhindert, dass sie ihre 

Position verändern, und ist gleichzeitig eine Barriere für die Migration anderer Zellen 

durch sie hindurch (118, 121). Der erste Schritt des Sproutings besteht in der Freisetzung 

der Endothelzellen und der Öffnung der Basalmembran. Des Weiteren muss die EZM 

aufgelockert werden, um die Bildung neuer Gefäße zu ermöglichen. 

Der Auslöser der Kaskade ist das VEGF, welches über den VEGFR-2 (vascular 

endothelial growth factor receptor) zu einer Aktivierung der Membran Typ 1-

Metalloproteinase (MT1-MMP) führt. Diese zieht über den Phosphatidylinositol 3-

Kinase (PI3-Kinase)-Weg die Aktivierung der Matrixmetalloproteinase 2 (MMP2) nach 

sich (122). Die MMP2 führt zu einem direkten Abbau der Basalmembran (123, 124) 

sowie zu einer durch den u-PAR/u-PA (Urokinase) Signalweg vermittelten Proteolyse 

der EZM. Dieser Vorgang schafft den benötigten Platz für das Wachsen des neuen 

Gefäßes (125). 

Man konnte zeigen, dass der u-PAR/u-PA Weg eine wichtige Rolle in der 

Neoangiogenese spielt. So wurde in einem Myokardinfarktmodell in Mäusen mit einem 

mangelhaften u-PA festgestellt, dass in der Postinfarktzeit die Revaskularisierung 

erheblich eingeschränkt war (126). Mäuse, deren u-PA genetisch homozygot 

ausgeschaltet wurde, schienen bei Geburt normal entwickelt, was gegen eine Rolle der 
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Urokinase während der Embryonalentwicklung und der Vaskulogenese spricht (127). 

Die MMP2 bildet außerdem einen Komplex mit dem Integrin αvβ3, einem Membran 

Rezeptor des Vitronectins. Dieser Komplex führt zu einer verstärkten proteolytischen 

Aktivität gegenüber der EZM und ist essentiell für die Migration der Endothelzellen 

(128, 129). 

Nach dem Abbau der Basalmembran und der EZM wird die Ruhephase des nun 

freiliegenden Endothels beendet. Der folgende Prozess der Ausbildung einer 

Gefäßsprossung kann in drei Phasen unterteilt werden: 

1. Auswahl der Tip-Zelle, welche die Zellmigration anführt und durch laterale 

Inhibition Nachbarzellen daran hindert, sich zu demselben Zelltyp zu 

differenzieren. 

2. Verlängerung der Aussprossung durch Migration der Tip-Zelle entlang eines 

chemotaktischen Weges, wobei die Stalk-Zellen durch Proliferation den Kontakt 

zum ursprünglichen Gefäß aufrechterhalten. 

3. Ausbildung eines Lumens, welches die Sprossung mit dem ursprünglichen Gefäß 

verbindet (s. Abb. 2.2). 

Nach der Ausbildung einer Aussprossung verbindet sich diese über eine Anastomose mit 

bereits bestehenden Gefäßen oder anderen Aussprossungen. Die Aussprossungen werden 

anschließend im Zuge des Zurechtstutzens (engl.: Pruning) reorganisiert (112). 
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Abbildung 2.2: Vorgang der Angiogenese 

(A) Das ruhende Endothel wird mittels VEGF-A stimuliert. (B) Dies führt zu der Degradation der 

Basalmembran und der EZM. (C) Es kommt zu der Differenzierung von Tip- und Stalk-Zellen, 

anschließend wird die Aussprossung verlängert und ein Lumen ausgebildet (D). Die Aussprossungen 

anastomosieren (E) und durch das Rekrutieren von Perizyten und glatter Muskulatur wird das Gefäß 

fertig ausgebildet (F). Modifiziert nach Blano et al. (130). 

2.3.2.1 Differenzierung der Endothelzellen 

Zunächst findet die Differenzierung in Tip- und Stalk-Zellen statt. Auch hierbei spielt 

VEGF eine zentrale Rolle (95). Die Familie des Wachstumsfaktors VEGF, ein dimeres 

Glykoprotein, umfasst die sechs Isoformen VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, 

VEGF-E und PlGF (Placental growth factor). Diese Isoformen binden mit 

unterschiedlicher Affinität an die drei Tyrosinkinase-Rezeptoren VEGFR1, VEGFR2 

und VEGFR3. VEGF-A ist durch seine hohe Spezifität für VEGFR1 und VEGFR2 die 

wichtigste Isoform für die Kontrolle der Angiogenese. VEGFR1 hat eine sehr hohe 

Affinität zu VEGF-A, aber eine schwache Kinaseaktivität für die morphologische 

Angiogenese. VEGFR1 ist auch in seiner löslichen Form, dem sVEGFR1 (soluble 

Vascular endothelial grwoth factor) von Bedeutung, da er VEGF bindet und verhindert, 

dass es mit VEGFR2 interagiert (131, 132). Ein Ausfall des Rezeptors führt zu stark 

vergrößerten Gefäßen und zu erhöhter Embryonalletalität (133). Demzufolge ist das 
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Verhältnis von VEGFR1 und VEGFR2 entscheidend für eine physiologische 

Angiogenese. VEGF-C hat eine hohe Spezifität für den VEGFR3 und kann in geringen 

Maßen auch den VEGFR2 aktivieren (130, 134). 

Gerhardt et al. fanden 2003 heraus, dass die Endothelzellen, welche die Führungsrolle 

beim angiogenen Aussprossen innehaben, eine signifikant höhere VEGFR2 Expression 

haben (119). Die Stalk-Zellen hingegen sind stark proliferativ, bilden tight junctions aus, 

um die Stabilität der Aussprossung zu stärken und sind für die Lumenausbildung 

verantwortlich (119, 135, 136). Die Expression von VEGFR1 ist in beiden 

Endothelzelltypen gleich hoch und kann nicht den entscheidenden Anstoß zur 

Differenzierung zu einer Tip-Zelle geben (137). Tammela et al. zeigten, dass VEGFR3 

auch in der Angiogenese von Blutgefäßen eine Rolle spielt (138). Bisher wurde seine 

Wichtigkeit vor allem im Zusammenhang mit der Angiogenese von Lymphgefäßen 

beschrieben (139). 

 
Abbildung 2.3: Differenzierung von Tip- und Stalk-Zellen 

Der Einfluss von VEGF über VEGFR1 und VEGFR2 wird über den Dll4/Notch-Signalweg vermittelt. 

Er führt zu einer Differenzierung von Tip- und Stalk-Zellen über die Inhibition der VEGFR2 Expression 

in den späteren Stalk-Zellen bzw. einer verstärkten VEGFR2 Expression in den späteren Tip-Zellen. 

Modifiziert nach (131). 
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Durch die Aktivierung von VEGFR2 durch VEGF-A kommt es zu einer Bindung des 

Dll-4 (Delta-like) Liganden an den Notch-Rezeptor der Nachbarzelle. Hier führt die 

Notch-Signalkaskade zu einer verminderten Expression des VEGFR2 in der 

Endothelzelle, wohingegen VEGFR1 weiterhin exprimiert wird. Die Endothelzelle hat 

durch die geringere Zahl an VEGFR2 eine verminderte VEGF-Sensitivität und 

differenziert zu einer Stalk-Zelle. Gleichzeitig führt auch die Aktivierung von Notch1 

zu einer Suppression des Tip-Zellen Phänotyps (140). 

Der Notch-Signalweg ist ein zentraler Regulator für die Differenzierung der 

Endothelzellen und eng mit der VEGF/VEGFR2 Kaskade verbunden. Tip-Zellen 

verfügen über ein höheres Level an dem Notch Liganden, dem Transmembranprotein 

Dll4. Stalk- Zellen exprimieren vor allem Notch und Jagged-1 (141, 142). Der Notch-

Signalweg führt in Endothelzellen u.a. zu der frühen Spezifikation aus den Angioblasten 

des Mesoderms während der Entwicklung von Hühnerembryonen (143) und zu der 

Differenzierung des Endothels in arterielle und venöse Gefäße bei Mäusen (144). In 

Studien mit Zebrafischen und Mäusen konnte gezeigt werden, dass der Verlust des 

Dll4/Notch Signalweges zu einer Vermehrung der Tip-Zellen und dadurch der 

Gefäßdichte und der Verzweigungspunkte führte (140, 145, 146). 

Dem Dll4/Notch-Signalweg kommt durch Verminderung der Tip-Zellzahl eine wichtige 

Rolle in der Inhibition der Angiogenese zu. VEGF-A/VEGFR2 und Dll4/Notch haben 

entgegengesetzte Aufgaben in der Angiogenese und stehen durch einen eng verknüpften 

negativen Feedbackmechanismus miteinander in Kontakt. 

2.3.2.2 Führungsrolle der Tip-Zellen, Verlängerung der Aussprossung und 

Ausbildung eines Lumens 

Die Tip-Zellen führen die Aussprossung des Gefäßes an. Deshalb ist ihre Funktionalität 

von besonderer Bedeutung für den angiogenen Vorgang. Um diese Funktionalität zu 

gewährleisten, muss die Zelle ggfs. schnell ausgetauscht werden können (119). 

Jakobsson et al. konnten 2010 in vivo und in vitro zeigen, dass die Tip-Zelle dynamisch 

durch Zellmigration aus dem Bereich der Stalk-Zellen ersetzt wird. Zellen mit einer 

höheren VEGFR2-Expression haben hierbei einen Vorteil, Zellen mit einer höheren 

VEGFR1-Expression hingegen einen Nachteil. Dies sei durch den Dll4/Notch-

Signalweg zu erklären (131). Arima et al. diskutieren die Bedeutung der 

Migrationsgeschwindigkeit der Zellen für die Übernahme der Tip-Zellposition. Ihre 

Daten zeigen keine Auswirkung des Dll4/Notch-Signalweges auf die Zeit, in der eine 

Tip-Zelle an ihrer Position bleibt (147). 
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Die Tip-Zellen bilden Filopodien aus, welche für Zell-Zell-Kontakte, interzelluläre 

Kommunikation und die Migration wichtig sind (119). Die Richtung der Angiogenese 

richtet sich nach dem Ort der höchsten VEGF-Konzentration aus. VEGF wird 

physiologischerweise in hypoxischem Gewebe HIF-abhängig (Hypoxia inducable 

factor) ausgeschüttet (95). 

Die Endothelzellen bewegen sich entlang des VEGF Gradienten unter Ausbildung von 

Filopodien. Die Filopodien scheinen für die Registrierung der angiogene Signale sowie 

die Fortbewegung verantwortlich zu sein (148, 149). Filopodien bestehen aus langen, 

parallelen F-Aktin-Filamenten, wohingegen die Lamellipodien kurze, nahe der 

Zellmembran gelegene Strukturen aus dicht verzweigtem Aktin sind (148, 150). Phng et 

al. konnten zeigen, dass die Filopodien nicht essentiell für die Fortbewegung der 

Endothelzellen sind und hierfür die Lamellipodien ausreichend seien. Filopodien führen 

jedoch zu einer schnelleren Fortbewegung und sind unerlässlich für die Ausbildung der 

Gefäßanastomose mit anderen Aussprossungen (149). 

Die Stalk-Zellen sind durch Zell-Zell-Verbindungen durch VE-Cadherin (Vascular 

endothelial-Cadherin) an die Tip-Zellen gebunden (148). Hierdurch folgen sie den Tip-

Zellen in ihrer Bewegung in Richtung des VEGF-Gradienten nach. 

Die neu gebildete Aussprossung muss nun ein Lumen ausbilden, um die Perfusion zu 

gewährleisten. Zur Ausbildung des Lumens gibt es verschiedene Theorien. Eine 

Hypothese besagt, dass sich zunächst intrazellulär Vesikel bilden. In vitro wurde gezeigt, 

dass Endothelzellen Integrin α2β1- abhängig intrazelluläre Vakuolen ausbilden, welche 

durch Verschmelzung mit Vakuolen anderer Endothelzellen zu der Lumenausbildung in 

Kapillaren führen (151, 152). 

Diesem Modell stehen die Ergebnisse der Forschergruppen um Blum et al. und Strilic et 

al. gegenüber. Sie beschreiben eine extrazelluläre Bildung des Lumens in der 

Entwicklung der dorsalen Aorta bei Mäuseembryonen und konnten lediglich das 

Vorkommen kleiner Vakuolen nachweisen Bei diesem zweiten Modell bilden die 

Endothelzellen zunächst mittels VE-Cadherin Zell-Zell-Kontakte aus, über die 

Rekrutierung von F-Aktin kommt es zu einer Konkarvierung der Endothelzelle und zu 

der extrazellulären Lumenausbildung (153, 154). 

Glabela et al. beschreiben einen Mechanismus, in dem die Hämodynamik wichtig für 

die Ausbildung und Erweiterung des Lumens ist. Es konnte gezeigt werden, dass die 

Verminderung der kardialen und damit auch der hämodynamischen Funktion der 

Embryonen zu einer Stagnation der Ausbildung eines Lumens bis hin zum Kollaps der 

Lumina führte (155). 
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2.3.2.3 Anastomosierung und Perfusion der Aussprossungen 

Zur Ausbildung eines funktionales Gefäßnetzwerkes, ist die Anastomosierung der 

Aussprossungen notwendig. Hierbei unterscheidet man die Anastomose zwischen zwei 

Aussprossungen, also zwei Tip-Zellen, sowie zwischen einem bereits existierenden 

Gefäß und einer Aussprossung, also nur einer beteiligten Tip-Zelle. Zuerst muss ein 

Kontakt zwischen zwei Endothelzellen hergestellt werden. Hierzu verbinden sich die 

Filopodien. Diese Verbindung wird durch ein VE-Cadherin verstärkt und es bildet sich 

eine zirkuläre Kontaktfläche zwischen den Endothelzellen aus (156). Nach dem Kontakt 

zwischen den beiden Tip-Zellen kommt es zu einer apikalen Polarisierung der 

Zellmembranen. Die führt zu der Ausbildung eines Sacks, welcher später das Lumen der 

Anastomose formt (157). Hierbei scheinen Gewebsmakrophagen durch ihre hohe 

Mobilität bei Akkumulierung in der Nähe von Aussprossungen den Kontakt zwischen 

Endothelzellen durch das Zusammenführen der Filopodien zu begünstigen (158). Die 

Konzentration an VEGF-A reguliert die Ausbildung neuer Anastomosen. So führt eine 

niedrige Konzentration an sVEGF1 und an VEGFR1 zu einer erhöhten Zahl an 

transienten Anastomosen. Ein extrazelluläres Überangebot an VEGF führt also zu vielen 

Anastomosen. Der lösliche sVEGF1 reguliert die extrazelluläre VEGF-Konzentration 

herunter und sorgt für die Ausbildungen von wenigeren aber stabileren Anastomosen 

(159).  

2.3.3 Gewebsregeneration und Angiogenese 

Der Gewebsregeneration von Haut, Knochen und Schleimhaut liegt eine gemeinsame 

Systematik zugrunde, die sich im Einzelnen leicht unterscheidet. Zunächst durchläuft 

die Verletzung eine inflammatorische Phase, die die Wunde von pathogenen Erregern 

und Fremdkörpern reinigen soll. Es schließt sich die proliferative Phase an, in welcher 

der Gewebsschaden regeneriert wird. Zuletzt wird die Reparationsphase durchlaufen, in 

der die Narbe geformt wird und die Integrität des Gewebes wiederhergestellt werden 

soll (160-163). Knochengewebe und Schleimhaut bilden nach Verletzungen im 

Gegensatz zur Haut kaum Narben aus (161, 162, 164-166). 
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Abbildung 2.4: Phasen der Gewebsregeneration. 

Die Regeneration von Gewebe umfasst verschiedene Phasen, wozu die Hämostase, die Inflammation, 

die Proliferation und die Reparation gehören. Modifiziert nach Torres et al. (167). 
 

Um die Integrität des Gewebes nach einer Verletzung wiederherzustellen, kommt es 

durch das Zusammenspiel von Immunzellen, Wachstumsfaktoren, Extrazellularmatrix 

und den sich im Wundbett befindenden Zellen zur Gewebsregeneration. Bei der Heilung 

werden zwei Prozesse unterschieden, die inflammatorische Phase und die folgende 

proliferative Phase. In der inflammatorischen Phase wird durch die Aktivität von 

peripheren Monozyten aus dem Blut die Wunde von pathogenen Fremdkörpern 

gereinigt. In der proliferativen Phase wird die Wunde durch Angiogenese, 

Wiederherstellung von peripheren Nerven und Reorganisation des Gewebes wieder 

verschlossen (160). 

2.3.3.1 Die inflammatorische Phase 

Ein wichtiger Faktor in der Gewebsneubildung ist die Versorgung mit Sauerstoff und 

Nährstoffen. Hierfür ist die Versorgung des Gewebes durch Gefäße und die Ausbildung 

neuer Gefäße nach Verletzung entscheidend. Nach der Unterbrechung der 

Gefäßversorgung durch die Verletzung muss der Metabolismus anaerob ablaufen. 

Makrophagen können sich dieser Änderung sehr schnell anpassen. Gleichzeitig werden 

sie durch die Verletzung aktiviert. Durch ihre große Widerstandsfähigkeit und ihre 

ubiquitäre Verteilung im Gewebe sind sie ein wichtiger Baustein im Gefüge der 

Gewebsregeneration (161, 168). 
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Nachdem es zu der Schädigung des Gewebes kam, reagiert der Organismus umgehend. 

Zunächst kommt es zu einer Aktivierung des peripheren Nervensystems- Dies führt zu 

einer Ausschüttung der Neuropeptide Substanz P (SP) und Calcitonin gene-related 

peptide (CGRP) in den Endungen der peripheren Nervenzellen. Hierdurch wird eine 

Entzündungsreaktion ausgelöst (169, 170). Diese Neuropeptide, v.a. CGRP, führen zu 

einer Vasodilatation durch die Relaxation der glatten Muskelzellen der Gefäße, vor allem 

durch CGRP, sowie zu einer erhöhten Permeabilität der Gefäße, was wiederum durch SP 

getriggert wird (160, 161, 171-173). Gleichzeitig führt die Verletzung der Gefäßwand 

zu einer Aktivierung der Thrombozyten. Diese treffen durch den Gefäßschaden auf die 

EZM. Dort binden die Thrombozyten, aggregieren und produzieren Thrombin, welches 

die Gerinnungskaskade in Gang bringt (160, 174). Außerdem führen die aktivierten 

Thrombozyten zu einer Integrin-vermittelten Umwandlung von Fibrinogen zu Fibrin. 

Dieses verstärkt zusammen mit Erythrozyten und neutrophilen Granulozyten das initial 

gebildete Koagulum (174, 175). Des Weiteren kommt es bei der Aktivierung zu einer 

Freisetzung von Wachstumsfaktoren wie PDGF, TGF-β1, FGF, β-FGF, EGF, IGF-1 

(Insulin-like growth factor) und VEGF aus den α-Granula der Thrombozyten, was zu 

einer Modulation der Immunantwort führt (160, 176). Die Aktivierung und die Aufgaben 

der weiteren Immunzellen wie T- und B-Zellen werden aufgrund der geringen Relevanz 

für die Arbeit nicht näher erläutert. 

Im Heilungsprozess von Knochengewebe kommt dem Hämatom, das sich nach der 

Fraktur bildet, eine wichtige Rolle zu. Es besteht aus den verschiedenen Zellen des 

Blutes, wovon die Leukozyten durch Makrophagen, Granulozyten und Lymphozyten 

repräsentiert werden (161). Durch die unterschiedliche Lebensspanne der Zellen, 

verändert sich die Zusammensetzung des Hämatoms über die Zeit. Gleichzeitig kommt 

es durch die ausgeschütteten Zytokine zu einer Zellmigration und einer Erhöhung der 

Zellzahl in den ersten 12-24h. Während dieser Zeit wirkt das Hämatom vor allem 

proinflammatorisch durch die Expression von TNF-α, IL-1β, IL-6 und MCSF 

(macrophage colony-stimulating factor) (161, 177). Im Frakturhämatom herrscht in den 

ersten sieben Tagen eine hohe Konzentration an VEGF, was proangiogen wirkt und somit 

die Knochengewebsregeneration unterstützt (178). 

Eine verlängerte Immunreaktion scheint hingegen zu einer verzögerten Angiogenese zu 

führen. So zeigte sich eine signifikant verminderte Expression von proangiogenen 

Wachstumsfaktoren im Wundbett bei langanhaltender Immunreaktion (162, 177, 178). 

Es wurden im narbenarmen Heilungsprozess der oralen Mukosa im Vergleich zu Wunden 

der Haut niedrigere proinflammatorische Zytokinlevel sowie weniger Immunzellen wie 
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Makrophagen und T-Zellen gemessen (164, 179). Die Population der Fibroblasten in der 

Mukosa scheint zu der schnelleren Wundheilung beizutragen. Die Fibroblasten 

migrieren schneller in das Wundbett und exprimieren mehr Proteine. Besonders MMPs, 

die in die Immunantwort und Veränderung der EZM eingreifen, werden vermehrt 

gebildet (180). Zudem zeigen die Fibroblasten der Mukosa eine schnellere Antwort auf 

TGF-β Stimulation und somit eine frühere Produktion von Kollagen sowie eine frühere 

Kontraktion der Wunde (166, 179). Die Rolle des Speichels bei der oralen Wundheilung 

ist nicht abschließend geklärt. Manche Studien zeigen, dass es durch das feuchte Milieu 

und die im Speichel enthaltenen Zytokine und Wachstumsfaktoren wie VEGF einen 

positiven Effekt gibt (166, 167, 181, 182). Dies wird durch Studien über den 

Funktionsverlust der Speicheldrüsen durch Erkrankungen oder operative Eingriffe 

belegt (182, 183). 

2.3.3.2 Die proliferative Phase 

Die proliferative Phase beginnt etwa 3-4 Tage nach der Verletzung und dauert 2-4 

Wochen. Sie umfasst die Proliferation von Fibroblasten sowie deren Differenzierung, 

die Angiogenese und die Reparatur peripherer Nerven. Die Makrophagen nehmen eine 

zentrale Rolle als Initiator und Regulator der proliferativen Phase ein (160, 161, 184, 

185). Wachstumsfaktoren wie PDGF, FGF-2 und TGF-β führen über eine Stimulation 

von Fibroblasten zu deren Differenzierung und zu einer Migration in das 

Granulationsgewebe (160, 161, 186, 187). Hier ersetzen die zu Myofibroblasten 

differenzierten Fibroblasten schrittweise das vorhandene Fibrinnetz mit Kollagen und 

Fibronektin, um eine intakte Extrazellularmatrix für einsprießende Gefäße auszubilden 

(184, 188, 189). Diese Cytokine führen im Knochenheilungsprozess zu einer 

Differenzierung von MSCs hin zu Osteoblasten. Diese sind für den Aufbau von 

Knochengewebe zuständig (161). Ergebnisse zeigen, dass die für die Regeneration 

essentiellen MSCs durch hypoxische Bedingungen im Gewebe an ihrer Migration 

gehindert werden. Dies verdeutlicht die Bedeutung der Oxygenierung des defekten 

Gewebes und damit der Angiogenese (190). 

TGF-β scheint ein essentieller Wachstumsfaktor im Prozess der Wundheilung sowie im 

Speziellen für die Migration und die Differenzierung der Fibroblasten zu sein (189, 191, 

192). TGF-β führt zu einer Stimulation der Synthese von Kollagen I und III. Gleichzeitig 

beeinflusst es dir Stimulation und Suppression verschiedener MMPs, die das Kollagen 

der EZM abbauen. Demzufolge ist es wichtig für den Umbau und die Dynamik der EZM 

(192, 193). Eine Überexpression von TGF-β kann durch eine Stimulation von CTGF 
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(connective tissue growth factor), welcher mit der Pathophysiologie von Fibrose und 

hypertrophen Narben assoziiert ist, zu Wundheilungsstörungen führen (194).  

Die Angiogenese, die einen Teil der proliferativen Phase bildet, wird ebenfalls durch die 

Makrophagen getriggert (160, 161, 195, 196). Es zeigte sich bei in vivo und in vitro 

Versuchen, dass eine erhöhte Zahl von Wundmakrophagen zu einer vermehrten 

Angiogenese führte (196). Dies wird durch eine VEGF-Sekretion aus Makrophagen 

erklärt. Neuere Studien zeigen, dass hierfür die Expression des Oberflächenproteins C-

C chemokine receptor type 2 (CCR2) der entscheidende Faktor ist (195, 197). So fanden 

Boniakowski et al. heraus, dass CCR2 Knockout-Mäuse eine signifikant schlechtere 

Wundheilung haben. Die Makrophagen migrieren seltener in das Wundgebiet und 

dadurch entstehen vor Ort verminderte Konzentrationen wichtiger pro- und 

antiinflammatorischer Zytokine (198). 

Der Hauptstimulus für die Gefäßneubildung ist die im beschädigten Gewebe 

herrschende Hypoxie, welche zu einer Sekretion von HIF-1 u.a. durch die Makrophagen, 

Fibroblasten, Keratinozyten und Endothelzellen führt (160, 185, 199). HIF-1 führt 

wiederum zu einer vermehrten Ausschüttung von VEGF durch diese Zelltypen sowie 

einer erhöhten VEGF-Expression durch Endothelzellen (192, 200).  

VEGF ist, wie bereits in Abschnitt 2.3.2 beschrieben, ein zentraler Wachstumsfaktor für 

die Angiogenese. Der VEGF-A Gradient, der durch die vermehrte VEGF Sekretion im 

hypoxischen Gewebe entsteht, begünstigt die Gefäßneubildung in Richtung des 

hypoxischen Gewebes. Er ist damit verantwortlich für die Angiogenese (192, 201). 

Diese erhöht den Sauerstoffgehalt im defekten Gewebe, was essentiell für die 

Wundheilung ist (202). Die Endothelzellen der neugebildeten Gefäße schütten PDGF-β 

aus, was zu einer Rekrutierung von Perizyten führt. Diese Perizyten bilden die muralen 

Zellen und damit die Außenwand des Gefäßes. Hierdurch werden die neugebildeten 

Gefäße stabilisiert (203, 204). 

Des Weiteren kommt es innerhalb der proliferativen Phase zu einer Regeneration der 

peripheren Nerven. Dies erfolgt zum einen über kollaterale Reinnervation und zum 

anderen über Regeneration der beschädigten Nerven (160, 205). Eine Denervation der 

Haut führt zu einsprießenden nozizeptiven Nervenendigungen von kollateralen, nicht 

verletzten Axonen. Gleichzeitig kann im adulten Organismus durch Zusammenwachsen 

der beiden Nervenendigungen ein verletzter peripherer Nerv regenerieren und seine 

Funktion zurückgewinnen. Hierbei sind u.a. Schwann’sche Zellen, Makrophagen und 

Fibroblasten von Bedeutung (160, 205). Die Schwann’schen Zellen dedifferenzieren zu 

einer Progenitor-like-Zelle, um das Wachstum der Axone sicherzustellen. Bei der 
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Dedifferenzierung kommt es zu einer Ausschüttung von monocyte chemoattractant 

protein-1 (MCP- 1), IL-1α, IL-1β, and pancreatitis-associated protein III (PAP-III) (160, 

206). Die Chemokine locken Makrophagen an, welche ihrerseits aufgrund des 

hypoxischen Gewebes zu einer Ausschüttung von HIF und schließlich VEGF führen. 

Diese neugebildeten Gefäße werden von den Schwann’schen Zellen als Gerüst zum 

Zusammenwachsen zweier Nervenendigungen nach Verletzung benutzt (160, 207). 

Der proliferativen Phase schließt sich die finale Phase der Umformung des 

neugebildeten Gewebes an. Bei der Regeneration der Haut bildet sich in dieser letzten 

Phase die Narbe aus (160, 161, 163). 

2.4 Platelet-rich fibrin 

2.4.1 Geschichte des Platelet-rich fibrin 

Die regenerative Medizin und das tissue engineering sollen Gewebe bei der 

Regeneration, Reparation und Heilung unterstützen (208). Wie bereits in Abschnitt 2.3.3 

beschrieben, ist das Einsprießen neuer Gefäße in das Gewebe ein essentiell wichtiger 

Faktor bei der Regeneration und Neubildung. Die meisten regenerativen Matrices sind 

zunächst avaskulär. Das Ziel bleibt die Angiogenese und Ausbildung eines 

Gefäßnetzwerkes zur Bildung neuen Weich- und Hartgewebes (208).  

Aufgrund ihrer Wichtigkeit für die Aktivierung und Abstimmung verschiedener 

Wachstumsfaktoren für die Angiogenese, rückten Thrombozyten früh in den Mittelpunkt 

der Forschung. Bereits 1954 postulierte Kingsley das Konzept von 

Thrombozytenkonzentraten und führte den Begriff Platelet-rich plasma (PRP) ein, 

welches schließlich in den 1980er Jahren seinen Einzug in die klinische Praxis hielt 

(208, 209).  

Das Prinzip des PRP sieht eine autologe Blutentnahme kurz vor oder während der 

chirurgischen Intervention vor. Das Blut wird mit einem Antikoagulanz gemischt und 

zentrifugiert. Im ersten Schritt der Zentrifugation, die kurz und mit geringer Kraft 

ausgeführt wird, kommt es zu einer Trennung des Blutes in drei Schichten: den 

Erythrozyten am Boden des Blutentnahmeröhrchens, einem Leukozytenfilm (engl.: 

buffy coat, BC) in der Mitte und Platelet-poor plasma (PPP) als oberster Schicht (11). 

Im BC, der normalerweise weißlich imponiert, sind die meisten Thrombozyten und 

Leukozyten enthalten (11). 

Um nun pure PRP (P-PRP) herzustellen, werden die Schichten PPP und BC in ein 

anderes Röhrchen überführt. Nach erneuter Zentrifugation mit hoher Zentrifugalkraft, 
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wird der größte Teil des PPP verworfen und man erhält P-PRP. Dieses enthält eine hohe 

Anzahl an Thrombozyten, die in fibrinreichem Plasma gelöst sind, wobei die meisten 

Leukozyten durch die Zentrifugation verworfen werden (11). Im Abschnitt 2.3.3 wurde 

die Wichtigkeit von Leukozyten für die Angiogenese und Gewebsregeneration 

beschrieben. Deshalb wurde ein Protokoll entwickelt, mit Hilfe dessen ein sogenanntes 

leukozytenreiches PRP (L-PRP) hergestellt werden kann. Hierbei werden vor der 

zweiten Zentrifugation nicht nur das BC und PPP in ein zweites Röhrchen überführt, 

sondern auch einige residuale Erythrozyten. Es wird ebenfalls ein 

Zentrifugationsprotokoll mit hoher Zentrifugalkraft angewendet und anschließend der 

größte Teil des PPP verworfen (11). 

Choukroun et al. modifizierten das Protokoll im Jahre 2001 hin zu dem mittlerweile am 

häufigsten benutzten Thrombozytenkonzentrat, dem leukocyte- and platelet-rich fibrin 

(L-PRF). Hierbei wird auf die Zugabe eines Antikoagulanz verzichtet und das 

entnommene Blut wird sofort zentrifugiert (11). Das L-PRF enthält mehr Leukozyten 

als das PRP, wie zum Beispiel Makrophagen und neutrophile Granulozyten (208).  

2.4.2 Herstellung 

Innerhalb der PRF-Familie müssen das P-PRF (pure platelet-rich firbin) und das L-PRF 

unterschieden werden. Zuerst wurde das L-PRF durch Choukroun et al. beschrieben (11, 

210). Man spricht von einem Thrombozytenkonzentrat der zweiten Generation, da die 

Herstellung ohne Beisetzung antikoagulatorisch wirksamer Substanzen auskommt (11, 

211).  

Das Blut wird in trockenen, unbeschichteten Glasröhrchen gesammelt und anschließend 

mittels eines schonenden und langsamen Zentrifugationsprogramms zentrifugiert (10 ml 

Glasröhrchen, die direkt nach der Blutentnahme für 10 Minuten bei 3000 rpm (engl.: 

Rotations per minute) zentrifugiert werden, s. Abb. 2.5) (212, 213). Es kommt zu einer 

Aktivierung der Thrombozyten und einer Polymerisierung des Fibrins. Nach 

Beendigung der Zentrifugation entsteht ein dreischichtiger Aufbau. Am Boden des 

Glasröhrchens befinden sich die Erythrozyten, in der Mitte das PRF-Koagulum und die 

oberste Schicht wird durch das PPP gebildet. Im PRF-Koagulum, in dem das Fibrin 

durch Koagulation eine komplexe dreidimensionale Form angenommen hat, finden sich 

die meisten Thrombozyten und Leukozyten des abgenommenen Blutes (11, 212, 214). 

Es konnte gezeigt werden, dass sowohl die Schicht der roten Blutzellen (RBC, engl.: red 

blood cells), als auch das PPP kaum Thrombozyten enthalten. Die meisten 
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Thrombozyten befinden sich am Übergang zwischen dem PRF-Koagulum und der 

Schicht der RBC (214). 

Eine weitere Unterscheidung des L-PRF kann in A-PRF und i-PRF (injectable PRF) 

vorgenommen werden. Der Unterschied besteht im Aggregatszustand der beiden PRFs. 

Das A-PRF ist fest wie die herkömmlichen L-PRF Produkte, wohingegen das i-PRF 

flüssig ist. Beide PRF-Varianten entstehen durch ein im Vergleich zu dem L-PRF 

Herstellung verändertes Zentrifugationsprotokoll. Zunächst wurde 2014 durch eine 

Forschergruppe um Choukroun das Konzept des A-PRF beschrieben. Hierbei wird das 

gewonnene Blut des Probanden 14 Minuten bei 1500 rpm zentrifugiert (s. Abb. 2.5). Es 

wirken deutlich geringere Kräfte während des Vorganges auf die Zellen (215). Dieses 

Konzept des A-PRF wurde weiterentwickelt zum A-PRF+, welches zusätzlich zu den 

verminderten Rotationsumdrehungen auch noch eine kürzere Zentrifugationszeit 

vorsieht. also 8 Minuten lang bei etwa 1300 rpm (s. Abb. 2.5) (216). Das i-PRF wird 

durch ein noch kürzeres und schonenderes Zentrifugationsprotokoll hergestellt (3 

Minuten, 700 rpm, s. Abb. 2.5) (217). Bei allen drei PRF-Varianten werden dem 

abgenommenen Blut vor der Zentrifugation keine zusätzlichen Stoffe beigemischt (215-

217). 

Im Gegensatz hierzu steht die Herstellung eines P-PRF, wofür es aktuell nur einen 

Anbieter gibt. Zunächst wird wie bei der Herstellung des L-PRF Blut abgenommen und 

in einem Röhrchen gesammelt, welches jedoch Tri-Natrium-Citrat als Antikoagulanz 

und ein Trenngel enthält. Zunächst erfolgt eine Zentrifugation mit hoher 

Geschwindigkeit für sechs Minuten (11, 218). Auch hier bilden sich die drei Schichten, 

die nach der Zentrifugation bei der Herstellung der PRP entstehen. PPP und BC werden 

nun in das zweite Röhrchen, welches CaCl₂ enthält, mittels eines speziellen Systems 

überführt. Durch das CaCl₂ beginnt der Inhalt des Röhrchens zu koagulieren und es 

erfolgt die abermalige Zentrifugation für 15 min, wonach sich das P-PRF-Koagulum 

bildet (11). 
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Abbildung 2.5: PRF-Varianten mit Zentrifugationsprotokollen 

2.4.3 Regeneratives und angiogenes Potenzial der PRF 

In den vergangenen zwei Jahrzehnten konzentrierte sich die Forschung auf die 

Bestandteile des PRF, um die Wirkweise besser zu verstehen und neue 

Anwendungsgebiete zu finden. Das angiogene Potenzial des PRF begründet sich u.a. auf 

den enthaltenen Thrombozyten. In den α-Granula der Thrombozyten befinden sich 

sowohl für Thrombozyten spezifische Proteine wie β-Thromboglobulin, als auch für 

Thrombozyten unspezifische Proteine wie Fibronectin, Thrombospondin, Fibrinogen 

und andere wichtige Faktoren für die Gerinnung und das Wachstum (214). Die 

Aktivierung der Thrombozyten während der Zentrifugation spielt eine wichtige Rolle, 

da hierdurch erst die Degranulierung und damit die Sekretion der Zytokine erfolgt (214). 

In dem PRF enthaltene und für die Angiogenese wichtige Zytokine sind vor allem TGFβ-

1, VEGF, PDGF, IGF I und II, IL-1β, IL-4, IL-6 sowie TNF-α (208, 212, 214). 

Der Großteil der bisher durchgeführten Studien erfolgte zur Regeneration von 

Weichgewebe und der damit einhergehenden Angiogenese. In Tiermodellen konnte 

gezeigt werden, dass die bei in vitro Versuchen nachgewiesenen Wachstumsfaktoren 

auch in vivo zu einer vermehrten Gefäßneubildung und einer schnelleren 

Weichgewebsregeneration führen (208). So beschrieben Roy et al. in einem Wundmodell 

am Schwein durch eine Behandlung mittels P-PRF histologisch eine signifikant höhere 

Endothelzelldichte in der Wunde. Des Weiteren konnten sie einen erhöhten Blutfluss in 

den mit PRF behandelten Wunden nachweisen (218). Li et al. beschreiben in einem 

Versuchsaufbau, bei dem das L-PRF Mäusen subkutan implantiert wurde, sodass die 
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PRF-Membran nach einer Woche von Kollagenfasern umgeben ist. Nach zwei Wochen 

sei die PRF-Membran beinahe vollständig aufgelöst und durch körpereigene 

Kollagenfasern ersetzt worden. Es kam zu einer Heilung des Gewebes mit dem PRF als 

Leitstruktur (24). Auch die Kombination von L-PRF mit aus menschlichem Fettgewebe 

gewonnenen Stammzellen (adipose-derived stem cells, ASC) führte in einem Modell mit 

Minischweinen, die im Kopf-Hals-Bereich bestrahlt wurden und anschließend Defekte 

der Parotis aufwiesen, zu einer deutlich verbesserten Regeneration der 

Weichgewebsdefekte (219). 

In der klinischen Anwendung wird das regenerative und angiogene Potenzial des PRF 

auch in der rekonstruktiven Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie genutzt. Es wird 

beispielsweise bei der Behandlung von Extraktionsalveolen zur socket preservation 

eingesetzt. Hier führt es zu einer schnelleren Regeneration und Wundheilung. Außerdem 

senkt es die postoperativen Komplikationsraten (220-223) von palatinalen Wunden (224, 

225) und verbessert die Regeneration parodontaler Defekte (22, 226). Des Weiteren hielt 

das PRF seinen Einzug in die plastische Chirurgie bei der operativen Behandlung 

aknebedingter Narben im Gesicht, der Nasolabialfalten und sonstiger Falten der 

Gesichtshaut (227, 228). Die regenerative Wirkung des PRF konnte im Zusammenhang 

mit chronischen Ulcera der Beine nachgewiesen werden (208, 229-231). Seltener wird 

das PRF in der Urologie im Zusammenhang mit urethralen Fistelungen verwendet (229, 

232, 233). Ein weiteres mögliches Einsatzgebiet ist die Hals-, Nasen- und 

Ohrenheilkunde, wo das PRF zur Behandlung traumatischer Trommelfellperforationen 

(234) sowie bei Septorhinoplastiken verwendet wird (235). Es scheint auch einen 

positiven Effekt bei der Verhinderung pharyngocutaner Fistelbildung nach 

Laryngektomien zu haben (236). 

Weiterführend wird L-PRF auch in der Knochengewebsregeneration verwendet. 

Knochengewebe besteht aus kollagenösen und nicht-kollagenösen Proteinen, wobei 

Kollagen I den Hauptbestandteil darstellt (237). Die Neubildung von Knochengewebe 

wird durch mesenchymale Vorläuferzellen (MPC, mesenchymal progenitor cells) 

sichergestellt, welche sich u.a. im Knochenmark befinden (238, 239). Diese MPCs 

differenzieren sich zu Osteoblasten, welche für den Aufbau des Knochengewebes 

zuständig sind. Für die Differenzierung der MPC und die Migration in das gewünschte 

Gewebe sind Wachstumsfaktoren notwendig. Hier sind vor allem PDGF, TGF-β, VEGF, 

FGF, IGF und BMP entscheidend (237, 239). 

Für die Neubildung von Knochengewebe sind die Wachstumsfaktoren TGF-β und PDGF 

wichtig. TGF-β führt zu einer verstärkten Bildung von Kollagen, sowohl der 
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Extrazellularmatrix als auch des Knochens (192, 193). In vivo Versuche mit Ratten, bei 

denen TGF-β an Knochendefekten der Femurdiaphyse appliziert wurde, zeigen eine 

signifikant verbesserte Mineralisation des Knochens mit einer höheren Dichte (240). In 

klinischen Studien zeigt sich, dass die TGF-β Konzentration im Serum während der 

ersten zwei Wochen nach Frakturen erhöht ist. Gleichzeitig besteht bei Patienten mit 

verzögerter Knochenheilung eine Korrelation mit verminderten TGF-β Konzentrationen 

im Serum (241, 242). Die Rolle des PDGF im Rahmen der Bildung von Knochengewebe 

scheint weniger leicht zu beantworten zu sein. Da das PDGF Molekül ein Dimer aus 

PDGF-A und PDGF-B Ketten ist, gibt es drei Isoformen des Wachstumsfaktors: ein 

Homodimer mit zwei A Ketten, also PDGF-AA, ein Homodimer aus zwei B Ketten, also 

PDGF-BB, sowie ein Heterodimer, das PDGF-AB (243, 244). PDGF, in seinen 

verschiedenen Isoformen, hat vor allem einen mitogenen und migrationsfördernden 

Effekt (237, 239). PDGF-AB scheint die wichtigste Isoform für die Chemotaxis von 

MPCs zu sein, wohingegen PDGF-BB besonders die Chemotaxis von Osteoblasten 

induziert (239). VEGF stellt durch die Induktion von Angiogenese einen wichtigen 

Faktor im Rahmen der Knochengewebsbildung dar. Darüber hinaus haben Street et al. 

2002 einen direkten Effekt von VEGF auf die Umwandlung des weichen Kallus hin zum 

knöchernen, harten Kallus beschrieben. Dies geschieht durch Aktivierung von 

Osteoklasten sowie eine Chemotaxis und Differenzierung von Osteoblasten (245, 246). 
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3 Material und Methoden 

 

3.1 Material 

Chemikalien   

Chemikalie Produktnummer Hersteller, Ort 

Alexa Fluor alpha rabbit A11008 Invitogen, Carlsbad, USA 

Alpha-SMA  A2547 Sigma-Aldrich, St. Lois, 

USA 

Ampuwa Spüllösung 1000 

ml 

4801694 Fresenius Kabi, Bad 

Homburg vor der Höhe, 

Deutschland 

Bovine Serum Albumin A7906-50G Sigma-Aldrich, St. Lois, 

USA 

CD 105 Antikörper orb10285 Biorbyt, Cambridge, 

Großbritannien 

Dako REAL Detection 

System Peroxidase/DAB+, 

Rabbit/Mouse 

K5001 Dako Denmark A/S, 

Glostrup, Dänemark 

Dako EnVision+ System-

HRP Labelled Polymer 

Anti-mouse 

K4001 Dako Denmark A/S, 

Glostrup, Dänemark 

Dako REAL Peroxidase-

Blocking Solution 

S2023 Dako Denmark A/S, 

Glostrup, Dänemark 

Dako Proteinblock Serum-

Free 

X0909 Dako Denmark A/S, 

Glostrup, Dänemark 

DAPI D1306 ThermoFischer, Waltham, 

USA 

Dulbecco’s Modified 

Eagle Medium 

31885-023 Sigma-Aldrich, St. Lois, 

USA 

Dulbecco’s Phosphate 

Buffered Saline 

D8537-500ML Sigma-Aldrich, St. Lois, 

USA 
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Eosin-Lösung 1% 270917/04 (CH.-B.) Apotheke der 

Universitätsmedizin 

Mainz, Mainz 

Ethanol 70% vergällt T913.1 Carl Roth GmbH & Co. 

KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Ethanol 96 % vergällt T171.5 Carl Roth GmbH & Co. 

KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Ethanol 96,5% vergällt 641A Martin und Werner Mundo 

OHG, Mainz, Deutschland 

Ethanol  5054.1 Carl Roth GmbH & Co. 

KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Eukitt Quick-hardening 

mounting medium  

03989-100ML Sigma-Aldrich, St. Lois, 

USA 

Fluorescence mount 

medium 

S3023 Dako, Santa Clara, USA 

GermDecon Spray bottle 34207.01 SERVA, Heidelberg, 

Deutschland 

Goat Serum normal X0907 Dako, Santa Clara, USA 

HCl (1N) 181021.1211 Applichem, Darmstadt, 

Deutschland 

Human TGF beta 1 DuoSet 

ELISA 

DY240 R&D Systems, 

Minneapolis, USA 

Human VEGF DuoSet 

ELISA 

DY293B R&D Systems, 

Minneapolis, USA 

Liquid DAB+ Substrate 

Chromogen 

K3468 Dako Denmark A/S, 

Glostrup, Dänemark 

Mayer’s Hämalaunlösung 1.09249.0500 Merck KGaA, Darmstadt, 

Deutschland 

Reagent Diluent Concen-

trate 2 (10x) 

DY995 R&D Systems, 

Minneapolis, USA 
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Roti-Histofix 4,5% 2213.5 Carl Roth GmbH & Co. 

KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Roti-Histol 6640.1 Carl Roth GmbH & Co. 

KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Schwefellösung (2N) 

1mol/l 

X873.1 Carl Roth GmbH & Co. 

KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Substrate Reagent Pack DY999 R&D Systems, 

Minneapolis, USA 

Tri-Natrium-Di-Hydrat 6448.500 K10020548 Merck, München, 

Deutschland 

Triton-x-100 50ml T8787 Sigma-Aldrich, St. Lois, 

USA 

TWEEN 20 Detergent P5927 Merck KGaA, Darmstadt, 

Deutschland 

Gerätschaften   

Gerätschaft Produktnummer Hersteller, Ort 

Ausblockmaschine   

Brutmaschine Modell 

3000, Type /d 

3333DH Brutmaschinen-Janeschitz 

GmbH, Hammelburg, 

Deutschland 

BXFM Version 3 Intra-

vitalmikroskop 

5J07487 Olympus, Shinjuku, Japan 

Choukroun PRF Duo 

System 

PRF1020F PRF Process Choukroun, 

Nizza, Frankreich 

Inkubator HERAcell 240i 90004149 ThermoFischer, Waltham, 

USA 

Inkubator Function line 95010634 ThermoFischer, Waltham, 

USA 

Keyence BZ-9000E 

Fluoreszenzmikroskop 

10153829 Keyence, Osaka, Japan 
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Kühlschrank -80°C 40854539 ThermoFischer, Waltham, 

USA 

Mikrotom 2030 - Reichert-Jung, Wien, 

Österreich 

pH-Meter CG840 Schott, Mainz, 

Deutschland 

Sicherheitswerkbank von 

Heaeus Instruments, Typ 

HS12 

97106795 Heraeus Instruments, 

Hanau, Deutschland 

Steam Cooker MS0505/1139 Venalisia Import GmbH, 

Ingolstadt, Deutschland 

Tango Desktop, Steuer-

gerät für Mikromanipula-

toren 

00-76-150-1802 Märzhäuser Wetzlar, 

Wetzlar, Deutschland 

VersaMax 

Mikroplattenreader 

BNR06493 Molecular Devices, San 

José, USA 

VHX-1000D digitales 

Mikroskopsystem 

Y1501120034 Keyence, Osaka, Japan 

X-Cite exacte, Fluores-

zenzlichtquelle  

XCT10-0029 Excelitas Technologies, 

Wiesbaden, Deutschland 

Materialien   

Materialie Produktnummer Hersteller, Ort 

A-PRF Röhrchen A-PRFPLUS PRF Process Choukroun, 

Nizza, Frankreich 

A-PRF Zubehör Box APRF3050 PRF Process Choukroun, 

Nizza, Frankreich 

Blutabnahme System APRF3042 PRF Process Choukroun, 

Nizza, Frankreich 

Collprotect membrane 603040 biotiss, Zossen, 

Deutschland 

Combitips advanced 

2.5mL 

0030089.448 Eppendorf AG, Hamburg, 

Deutschland 

Combitips advanced 10mL 0030089.464 Eppendorf AG, Hamburg, 

Deutschland 
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Deckgläser 24 x 32 mm H877.2 Carl Roth GmbH & Co. 

KG 

Jason membrane 683040 biotiss, Zossen, 

Deutschland 

Kanüle 26G, BD 

Microlance 3 

303800 Becton Dickinson, 

Franklin Lakes, USA 

Kanüle 21G, BD Micro-

lance 3 

304432 Becton Dickinson, 

Franklin Lakes, USA 

Leukosilk S 353003 BSN medical, Hamburg, 

Deutschland 

Light-Duty Tissue Wipers 82003-820 VWR, Radnor, USA 

Microplates 96-well plate 

for ELISA 

DY990 R&D Systems, 

Minneapolis, USA 

Mucoderm membrane 703040 biotiss, Zossen, 

Deutschland 

Parafilm M 

Verschlussfolie 

PM996 Cole-Parmer, Wertheim, 

Deutschland 

Petrischale 353003 Sigma-Aldrich, St. Lois, 

USA 

Plate sealer DY992 R&D Systems, 

Minneapolis, USA 

Safe-Lock Tubes 1.5 mL 0030120.086 Eppendorf AG, Hamburg, 

Deutschland 

Silbernitrat-Kaliumnitrat 

Ätzstäbchen 

11722736 Rösch&Handel, St. Anton/ 

Arlberg, Österreich 

Spritze 10 mL 309110 Becton Dickinson, 

Franklin Lakes, USA 

Spritze 1 mL 303174 Becton Dickinson, 

Franklin Lakes, USA 

Tissue embedding 

cassettes 

053861 Kabe Labortechnik,   

Nümbrecht, Deutschland 

Tissue embedding sponge 192922.04 Deltalab, S.L., Barcelona, 

Spanien 
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Tubes 50ml 210261 Greiner bio-one, 

Kremsmünster, Österreich 

Wägepapier TP65.1 Carl Roth GmbH & Co. 

KG 

6-well Platte 657160 Greiner bio-one, 

Kremsmünster, Österreich 

Software   

Software Hersteller, Ort  

BZ-II Analyzer 1.0 Keyence, Osaka, Japan  

BZ-II Viewer Keyence, Osaka, Japan  

cellSens Olympus, Shinjuku, Japan  

Fiji Wayne Rasband  

Hybrid Cell Count Keyence, Osaka, Japan  

SoftMaxPro5.4 Molecular Devices, 

Silicon Valley, CA, USA 

 

VHX-1000 Keyence, Osaka, Japan  

Vessel Analysis Nivetha Govindaraju, M 

farna 

Plug-In Fiji, erste 

Veröffentlichung 

14.06.2016 

Grid Wayne Rasband Plug-In Fiji, erste 

Veröffentlichung 

25.04.2001 

EndNote X7 Alfasoft GmbH, Frankfurt 

am Main, Deutschland 

 

SPSS 23 IBM Deutschland GmbH, 

Ehningen, Deutschland 

 

Tabelle 3.1: Verwendete Materialien 

3.2 Methoden 

3.2.1 Experimentalanlage 

In der vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungen von autologen PRF-Membranen 

in Kopplung mit porcinen Kollagenmembranen auf die Angiogenese gemessen. Das 

Ethikvotum für die Durchführung der vorliegenden Studie ist in der Landesärztekammer 

Rheinland-Pfalz zu finden (Nummer 2019-14705_1). 
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Hierfür wurde eine A-PRF+ Membran verwendet, welche sich in vorangegangenen 

Studien als besonders reich an Wachstumsfaktoren herausstellte und eine gute Stabilität 

besitzt (216). Die Kollagenmembranen wurden anhand ihrer Eigenschaften ausgewählt. 

Wie bereits beschrieben, gibt es Forschungsergebnisse, die darauf hindeuten, dass eine 

Kreuzvernetzung des Kollagens Auswirkungen auf das angiogene Potenzial der 

Kollagenmembranen hat (12, 60). Deshalb wurden zur Gegenüberstellung zwei porcine 

Kollagenmembranen verwendet, von denen eine kreuzvernetzt ist, wohingegen die 

andere nicht kreuzvernetzt ist. Die dritte Membran ist ebenfalls nicht kreuzvernetzt, 

dicker als die beiden anderen und bisher nur für die Regeneration von Weichgewebe 

zugelassen ist. Diese Membranen wurden mit der A-PRF+ biologisiert und gekoppelt. 

Als Kontrollgruppen fungieren jeweils die nativen, nicht biologisierten 

Kollagenmembranen sowie eine nicht gekoppelte A-PRF+. 

Da für die Angiogenese die Wachstumsfaktoren VEGF und TGF-β von entscheidender 

Bedeutung sind, wurden in einem ersten Schritt die Konzentrationen dieser beiden 

Wachstumsfaktoren mit ELISA-Tests in vitro gemessen. 

Hieran schlossen sich die in vivo Versuche an. Zunächst wurden die verschiedenen 

Gruppen auf die YSM appliziert und es wurde mit einem Auflichtmikroskop die 

stattgefundene Angiogenese nach 24 h gemessen. Hierbei wurden die geschossenen 

Bilder ausgewertet und die Gefäße pro mm² und die Gefäßverzeigungspunkte pro mm² 

ausgezählt. 

Zur Validierung der Ergebnisse des YSM-Modells, wurden einige der ausgezählten YSM 

ausgeschnitten und histologisch aufbereitet. Bei der histologischen Auswertung 

entstanden zunächst HE-Schnitte, welche unter dem Mikroskop zum Nachweis von 

morphologischen Gefäßen betrachtet wurden. Zur Operationalisierung wurden hierbei 

die Gefäße pro mm² ausgewertet. 

Da die HE-Färbung nicht spezifisch ist, wurden die ausgewerteten Schnitte mit zwei 

immunhistochemische Marker (α-SMA und CD 105) für die Angiogenese gefärbt (247, 

248). Diese spezifischen Marker für Gefäße sollten die Ergebnisse der HE-Färbung 

validieren. Hierbei wurden abermals die Gefäße pro mm² gemessen sowie der Anteil der 

α-SMA/CD 105-positiven Zellen am gesamten Schnitt. 

In einem letzten Schritt wurden die verschiedenen Gruppen in ein weiteres in vivo 

Modell (CAM-Modell) mit Hühnerembryonen übertragen, welches bisher besser 

beschrieben und etabliert ist als das YSM-Modell. Hierbei wurden die Gefäße mittels in 

vitro-Fluoreszenz dargestellt und mit einem entsprechenden Mikroskop die Bilder 

generiert. Diese wurden dann nach Gefäßen pro mm² und Gefäßverzweigungspunkten 
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pro mm² ausgewertet. Mit einer Software konnten zusätzlich die Gefäßdichte und die 

Vascular length density gemessen werden. 

Experimentalschritt Methode Zielsetzung Messgrößen 

1 ELISA Nachweis der 

Wachstumsfaktoren 

VEGF und TGF-β 

Konzentration von VEGF 

[pg/ml] und TGF-β 

[pg/ml] 

2 YSM-Modell Nachweis der 

Angiogenese in 

vivo 

Gefäße pro mm² und 

Gefäßverzweigungspunkte 

pro mm² 

3 Histologische 

Färbung mittels HE 

der YSM 

Validierung der 

bereits gemessenen 

Angiogenese im 

YSM-Modell 

Gefäße pro mm² 

4 Immunhistologische 

Färbung der YSM 

Validierung der 

bereits 

ausgewerteten HE-

gefärbten Schnitte 

Gefäße pro mm² und 

Anteil des 

immunhistologisch 

gefärbten Teils am 

gesamten Schnitt 

5 CAM-Modell mit in 

vitro-Fluoreszenz 

Validierung der 

gemessenen 

Angiogenese im 

YSM-Modell 

Gefäße pro mm², 

Gefäßverzweigungspunkte 

pro ², Gefäßdichte [%] und 

vascular lenght density [] 
Tabelle 3.2: Experimantalanlage 

3.2.2 Herstellung des Platelet-rich fibrin 

Für die Herstellung des A-PRF+ wurde abwechselnd das Blut zweier gesunder Männer, 

Nichtraucher, 24 und 30 Jahre alt, verwendet. Nach der Punktion der Vena cephalica 

oder der Vena mediana cubiti wurden 10 ml venöses Blut mit einem Vacutainer System 

(PRF Process Choukroun, Nizza/Frankreich) in den A-PRF Röhrchen (PRF Process 

Choukroun, Nizza/Frankreich) gesammelt. Daraufhin wurden die Röhrchen 

unverzüglich in die Zentrifuge (Duo centrifuge, PRF Process Choukroun, 

Nizza/Frankreich) gestellt und mittels eines langsamen Zentrifugationsprotokolls bei 

1200 rpm acht Minuten lang zentrifugiert (216). Es bildeten sich drei Phasen aus, am 

Boden des Glasröhrchens die Erythrozyten, in der Mitte das PRF-Koagulum und als 
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oberste Schicht das PPP in den PRF-Röhrchen, wie bereits in Abschnitt 2.4.2. 

beschrieben. Das gebildete Fibringerinnsel wurde mit einer Pinzette angehoben und 

anschließend mit einer Schere unter sterilen Bedingungen von dem Blutgerinnsel 

getrennt. Nun wurde das Fibringerinnsel in die PRF processing Box (PRF Process 

Choukroun, Nizza/Frankreich) gelegt und für etwa 30 Sekunden gepresst. Diese 

hergestellten PRF-Membranen wurden für die folgenden Versuche verwendet. 

  
Abbildung 3.1: PRF-Röhrchen mit Inhalt 

Links zu sehen ist die Dreischichtung nach Zentrifugation in einem PRF-Röhrchen, rechts zeigt sich das 

PRF-Koagel, welches aus dem PRF-Röhrchen entnommen wird. 

3.2.3 In der Studie verwendete Membranen 

3.2.3.1 Collprotect-Membran 

Die Collprotect-Membran (biotiss, Zossen/Deutschland) ist eine doppelschichtige, 

kreuzvernetzte Kollagenmembran, die aus den Kollagen-Typen I und III, sowie Elastin 

besteht. Sie wurde aus porciner Dermis gewonnen. Zur Aufbereitung erfolgt ein 

mehrschrittiges Reinigungsverfahren, eine Lyophilisation, sowie eine γ-Bestrahlung zur 

Sterilisation. Die Membran ist etwa 0,4 mm dick und soll nach Herstellerinformationen 

vor allem eine Barrierefunktion in der klinischen Anwendung erfüllen (50, 249). 

3.2.3.2 Jason-Membran 

Die Jason-Membran (biotiss, Zossen/Deutschland) besteht aus Kollagen der Typen I und 

III, welche nicht kreuzvernetzt wurde und aus porcinem Perikard gewonnen wurde. Die 

Membran ist 0,15 mm dick und hat eine dichte Oberfläche, die den porösen Kern der 
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Membran verschließt. Nach der Lyophilisation, dem Prozess der Dezellularisation und 

Sterilisation mittels γ-Bestrahlung bleibt eine 3-dimensionale Membran zurück, die aus 

Kollagen und Elastin besteht (249, 250). 

3.2.3.3 Mucoderm-Membran 

Die Mucoderm-Membran (biotiss, Zossen/Deutschland) besteht aus Kollagen, welches 

nicht kreuzvernetzt ist und aus porciner Dermis gewonnen wurde. Nach der 

Lyophilisation, dem Prozess der Dezellularisation und Sterilisation mittels γ-

Bestrahlung bleibt eine 3-dimensionale Matrix zurück, die aus Kollagen und Elastin 

besteht. Die Kollagenmatrix weist eine Dicke von 1,2-1,7 mm auf, sie soll nach 

Informationen des Herstellers die Adhäsion von Fibroblasten und Endothelzellen 

begünstigen (50, 63, 249). 

3.2.4 Bioaktivierung der Kollagenmembranen 

Die Bioaktivierung der Kollagenmembranen erfolgte durch die Koppelung der 

jeweiligen Membran an ein Fibringerinnsel, das etwa dieselbe Größe aufwies wie die 

Membran. Hierzu wurden die Membranen je nach Versuchsaufbau in Stücke von 25 mm² 

bis 50 mm² Größe geschnitten. Die Stücke wurden auf der PRF processing Box (PRF 

Process Choukroun, Nizza/Frankreich) positioniert und anschließend mit einem 

Fibringerinnsel, welches noch nicht zu einer PRF-Membran verarbeitet wurde, bedeckt. 

Anschließend erfolgte die mechanische Koppelung durch 30-sekündiges Aufdrücken des 

Deckels der Box. 

 
Abbildung 3.2: Bioaktivierte Kollagenmembranen. 

3.2.5 ELISA 

Es wurden ELISA-Sandwich-Verfahren durchgeführt., d.h. es werden zwei für das 

nachzuweisende Antigen spezifischer Antikörper verwendet. Hierbei bindet der erste 

Antikörper (Capture Antikörper) eine feste Phase, in diesem Falle die 96-well 
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Mikrotiterplatten. Die darauffolgende Inkubation mit der Probe führt zu der Bindung 

des Antigens an den bereits gebundenen ersten Antikörper. Nach Auswaschen der Probe 

wird ein zweiter, für das Antigen spezifischer, Antikörper dazugegeben. Dieser dockt an 

die an den Capture Antikörper gebundenen primären Antikörper an. Nach einem 

weiteren Waschschritt sind die ungebundenen zweiten Antikörper entfernt. Mittels eines 

markierten sekundären Antikörpers kann nun das Ergebnis quantifiziert werden. 

Zur Gewinnung der Proben wurden zunächst A-PRF-Membranen, native 

Kollagenmembranen und biologisierte Membranen aller Gruppen hergestellt. Diese 

wurden unter sterilen Bedingungen in die Wells einer 6-well-Mikroplatte platziert. 

Anschließend wurden jeweils 2 ml eines unbehandelten, glucosearmen EBM (eagle’s 

basal medium) hinzugegeben und für 24, 96 und 168 h in einem Inkubator (Inkubator 

HERAcell 240i; ThermoFischer, Waltham/USA) bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Nach 

den genannten Zeitpunkten wurden die Proben unter der Werkbank aspiriert und in 1,5 

ml Eppendorf Reaktionsgefäße asserviert. Hierbei wurden zunächst 1 ml verworfen und 

für jede Probe zwei Eppendorf Reaktionsgefäße mit 0,5 ml vorbereitet, um Fehler beim 

Wiederauftauen zu vermeiden. Nun wurden die Wells mit 2 ml des Serums aufgefüllt 

und unter denselben Bedingungen bis zum nächsten Zielzeitpunkt inkubiert. Die 

gewonnenen Proben wurden bei -80°C bis zum Zeitpunkt des ELISA Tests im 

Kühlschrank aufbewahrt. 

3.2.5.1 VEGF ELISA 

Der VEGF ELISA wurde nach dem Protokoll des Herstellers durchgeführt. Er weist 

humanen, natürlichen und rekombinanten VEGF nach. Es wurde das Human VEGF 

DuoSet ELISA (R&D Systems, Minneapolis/USA) für den Nachweis von VEGF in den 

Proben verwendet, die hierin vorhandenen Materialien wurden mit Mischverhältnissen 

in der Tabelle 3.3 aufgeführt. 

Material Herstellung 

Reagent Diluent 54 ml Aqua destillata (Aqua dest.) + 6 ml 

Reagent Diluent 2(10x) 

Wash Buffer 500 ml PBS + 250 μl 0,05% Tween 20 

Capture Antikörper 83 μl Capture Antikörper ad 10 ml PBS 

Detection Antikörper 166 μl Detection Antikörper ad 10 ml 

Reagent Diluent 
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Standard 16,7 μl Standard in 1000 μl Reagent 

Diluent für eine Konzentration von 2000 

pg 

Streptavidin-HRP 50 μl Streptavidin ad 10 ml Reagent 

Diluent 

Substrate Solution 5 ml Color Reagent A + 5 ml Color 

Reagent B  
Tabelle 3.3: Verwendete Materialien Human VEGF ELISA 

Am Vortag der Versuchsdurchführung wurden 83 µl des Capture Antikörpers mit 10 ml 

PBS verdünnt und anschließend jeweils 100 µl pro Well in die Mikroplatte pipettiert. 

Nachdem die Mikroplatte mit einem Plate Sealer verschlossen wurde, wurde über Nacht 

eine Inkubation bei Raumtemperatur durchgeführt. Am nächsten Tag wurden die Wells 

nach Aspiration des Inhaltes dreimal mit jeweils 400 µl Wash Buffer (500 ml PBS und 

250 µl Tween 20) gewaschen. Das Waschen der Mikroplatten wurde, wie hier 

beschrieben, nach jedem weiteren Schritt wiederholt. Daraufhin erfolgte eine 

Blockierung mittels 300 µl Reagent Diluent (1:10 mit Aqua dest. verdünnt) für eine 

Stunde bei Raumtemperatur. Nun wurden 100 µl der Proben sowie des Standards in 

Dubletts aufgetragen und für weitere 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend 

wurden 100 µl Detection Antikörper (166 µl Detection Antikörper in 10 ml verdünntem 

Reagent Diluent) für 2 h in die Wells gegeben. Hiernach erfolgten zuerst eine 

Signalverstärkung mittels 100 µl Streptavidin HRP (1:200 mit Reagent Diluent 

verdünnt), welches 20 min. im Dunkeln inkubiert wurde. Es schloss sich ein weiterer 

Waschvorgang an. Die Färbung wurde mittels 100 µl pro Well Substrate Solution 

abgeschlossen und abermals für 20 min. bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. 

Nach fertiger Inkubation wurden 50 µl Schwefelsäure zu jedem Well dazugegeben, um 

den Färbeprozess zu beenden. Anschließend wurden die Mikroplatten in den 

Mikroplatten-Leser (VersaMax Mikroplattenreader; Molecular Devices, San José/USA) 

 gestellt und mit der SoftMaxPro5.4 Software (Molecular Devices, San José/USA) bei 

450 nm Wellenlänge die Konzentrationen von VEGF der Wells gemessen. 

3.2.5.2 TGF-β1 ELISA 

Der TGF-β1 ELISA-Test wurde nach dem Protokoll des Herstellers durchgeführt. Er 

weist humanen natürlichen und rekombinanten TGF-β1 nach. Es wurde das Human TGF-

β1 DuoSet ELISA (R&D Systems, Minneapolis/USA) für den Nachweis von TGF-β1 in 
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den Proben verwendet. Die vorhandenen Materialien wurden mit Mischverhältnissen in 

der Tabelle 3.4 aufgeführt. 

Material Zusammensetzung 

Reagent Diluent 54 ml Aqua dest. + 6 ml Reagent Diluent 

2(10x) 

Wash Buffer 500 ml PBS + 250 μl 0,05% Tween 20 

Capture Antikörper 83 μl Capture Antikörper ad 10 ml PBS 

1.2N NaOH/0,5M HEPES 75 ml Aqua dest. + 12 ml 10N NaOH + 

11,9 g HEPES + Auffüllen ad 100 ml 

Aquq dest. 

Detection Antikörper 166 μl Detection Antikörper ad 10 ml 

Reagent Diluent 

Standard 16,7 μl Standard in 1000 μl Reagent 

Diluent für eine Konzentration von 2000 

pg 

Streptavidin-HRP 50 μl Streptavidin ad 10 ml Reagent 

Diluent 

Substrate Solution 5 ml Color Reagent A + 5 ml Color 

Reagent B  
Tabelle 3.4: Verwendete Materialien Human TGF-β1 ELISA 

Am Vortag der Durchführung des ELISA-Tests wurden 100 µl/Well des Capture 

Antikörpers in die 96-well Mikroplatte mittels einer Multipipette pipettiert Nach 

Abdeckung durch den Plate Sealer und Beschriftung der Platte wurde über Nacht eine 

Inkubation bei Raumtemperatur durchgeführt. Nach Aspiration und Verwerfen des 

Inhaltes der Wells wurde die Mikroplatte dreimal mit jeweils 400 µl/Well Waschlösung 

(s.o. Wash Buffer) mittels einer Multipipette gewaschen und anschließend auf einem 

sauberen Papiertuch ausgeklopft, um Flüssigkeitsrückstände in den Wells zu vermeiden. 

Nun erfolgte eine Blockierung mittels 300 µl/Well Reagent Diluent, die nach Verschluss 

der Mikroplatte mit dem Plate Sealer eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert wurde. 

Anschließend wurde der Waschvorgang wie oben beschrieben wiederholt. Es wurden 

jeweils 200 µl der Probe mit 40 µl 1N HCL gemischt und anschließend bei 

Raumtemperatur für 10 min. inkubiert. Hiernach wurden weitere 40 µl des 1,2N 

NaOH/0,5M HEPES hinzugegeben. Man erhielt durch die Aktivierung zusätzlich eine 

1,4-fache Verdünnung, welche später während des Messvorganges berücksichtigt wurde. 

Gleichzeitig wurde der Standard in einer Verdünnungsreihe ausgehend von einer 
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Konzentration von 2000 pg/ml in Dubletts in die Wells pipettiert. Nach Verschließen der 

Mikroplatte wurde die Platte für 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Abermals wurde der 

Waschvorgang wiederholt. Nun wurden 100 µl/Well Detection Antikörper pipettiert, die 

Platte mit einem neuen Plate Sealer abgedeckt und für weitere 2 h bei Raumtemperatur 

inkubiert und es erfolgte ein erneuter Waschgang. Die Signalverstärkung erfolgte mit 

100 µl/Well Streptavidin-HRP, welches nach Abdecken mittels Plate Sealer für 20 min. 

im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert wurde. Anschließend wurde ein 

Waschvorgang durchgeführt. Hiernach wurden 100 µl/Well Substrate Solution 

aufgetragen und nach dem Verschluss mittels Plate Sealer für 20 min. bei 

Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Nach fertiger Inkubation wurden schließlich 50 

µl/Well Schwefelsäure hinzugegeben und die fertigen Mikroplatten in den Mikroplatten 

Leser (VersaMax Mikroplattenreader; Molecular Devices, San José/USA) gestellt. Hier 

wurden bei einer Wellenlänge von 450 nm mit der SoftMaxPro5.4 Software (Molecular 

Devices, San José/USA) die Konzentrationen der Wells gemessen. 

3.2.6 Yolk sac membrane Modell 

Aus dem etablierten CAM Modell wurde in den 1980er Jahren das yolk sac membrane 

(YSM) Modell als Alternative zur Untersuchung der Angiogenese entwickelt. Anfangs 

wurde es als frühes (early) CAM Modell bezeichnet (251-253). Es handelt sich auch hier 

um Hühnerembryonen, jedoch ist die Untersuchungseinheit nun nicht mehr die stark 

vaskularisierte CAM, sondern die sich bereits früher in der Embryogenese entwickelnde 

YSM (253, 254). Die YSM bildet sich aus dem sich entwickelnden Darm des Embryos 

am Ende des zweiten Entwicklungstages und breitet sich als Schicht aus Ektoderm über 

dem Eigelb aus, bis es komplett überzogen ist (255-258). Die YSM ist ab dem 4. Tag gut 

vaskularisiert und entwickelt sich weiter, bis sie am 7. Tag von der CAM überwachsen 

und ersetzt wird (259). Die Epithelzellen haben die Aufgabe, das Eigelb aufzunehmen 

und über das ausgebildete Gefäßnetzwerk den Embryo mit Nährstoffen zu versorgen 

(257, 260, 261). 

Die Vorbereitung der Hühnereier unterscheidet sich anfangs nicht von der Methodik des 

CAM Modells. Die Eier werden bei etwa 37,5°C für 72 Stunden bei einer relativen 

Luftfeuchtigkeit von 70-80% inkubiert. Im nächsten Schritt wird ein Teil des Eiweißes 

entfernt, die Eierschale wird eröffnet und anschließend mit einer durchsichtigen Folie 

verschlossen (252, 254, 259, 262, 263). Auch bei dem YSM Modell ist es möglich, den 

Hühnerembryo in ovo zu belassen oder eine Überführung in eine Petrischale oder ein 

anderes geeignetes Gefäß vorzunehmen (259). Die Applikation der zu untersuchenden 
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Substanz erfolgt schließlich am 4.-6. Tag, womit sich ein Beobachtungsfenster von 1-3 

Tagen ergibt (252). Die Applikationsformen unterscheiden sich im Wesentlichen nicht 

von denen des CAM Modells. Auch die Auswertung des YSM Modells bleibt in den 

untersuchten Endpunkten zur Quantifizierung der Angiogenese und den eingesetzten 

Methoden zur Aufnahme der Bilder im Wesentlichen gleich (251, 252, 254, 259, 262). 

In der vorliegenden Arbeit wurden die Leghorn Eier in einer Brutmaschine Modell 3000, 

Type /d (Brutmaschinen-Janeschitz GmbH, Hammelburg/Deutschland) für 3 Tage bei 

38,5°C und konstanter Feuchtigkeit, erreicht durch das Einfüllen von Aqua dest., 

inkubiert. Die Rotationsfunktion der Brutmaschine wurde nicht benutzt, da die 

Eröffnung der Eier an der oberen Seite des Eies ein ständiges Rotieren unmöglich macht. 

Am 4. Tag der Entwicklung wurde den Eiern unter einer Werkbank zunächst ein 

Klebestreifen am spitzen Pol und zwei Leukosilkstreifen an der oberen Seite des Eies 

aufgeklebt, um ein Splittern der Eischale bei Eröffnung zu reduzieren. Anschließend 

wurde mittels einer 10 ml Spritze und einer 21G Kanüle die Eischale im Bereich des 

aufgeklebten durchsichtigen Klebestreifens durchstochen. Es wurden 8-10 ml Eiweiß, 

je nach Größe, des Eies abgenommen und anschließend verworfen. Nach Entfernung der 

Kanüle wurde ein zweiter Klebestreifen über die Eistichstelle geklebt, um 

unkontrolliertes Austreten von weiterem Eiweiß zu verhindern. Daraufhin wurde mittels 

einer sterilen Schere an der oberen Seite des Eies eine ovale Öffnung geschnitten. Nun 

wurden die Öffnung mit Parafilm verschlossen und das Ei für weitere 24 h in die 

Brutmaschine gelegt. 

Die wie oben beschriebenen PRF-, Kollagen- und bioaktivierten Membranen wurden am 

nächsten Tag auf die YSM appliziert. Anschließend wurde der Parafilm erneuert, um das 

Risiko einer Infektion der Eier zu vermindern. Bei der Platzierung wurde darauf 

geachtet, die Membranen auf die erste Abzweigung der Hauptgefäßstämme zu legen, um 

eine Vergleichbarkeit zu gewähren. Des Weiteren wurden pro Ei zwei Membranen 

appliziert, je eine pro Seite des Embryos. 



Material und Methoden 47 

 
Abbildung 3.3 Eier nach Eröffnung mit applizierten Membranen. 

Links: Beobachtung mittels Auflichtmikroskop. Rechts: Mit geöffnetem Parafilm und mit Beschriftung 

nach Applikation der Membranen. 

3.2.7 Histologie 

Es schlossen sich histologische Untersuchungen der YSM an, um die Ergebnisse der 

Lichtbildmikroskopie zu validieren. Gleichzeitig soll die histologische Untersuchung 

der Bestätigung dienen, dass es sich bei den beobachteten Strukturen um Gefäße handelt. 

Es wurden also nach Anfertigung der Fotos die Abschnitte der YSM mittels Schere 

ausgeschnitten, auf denen zuvor die Membranen lagen. Anschließend wurden sie mit 

einer Pinzette auf einen Löffel übertragen. Von diesem Löffel konnte der Ausschnitt der 

Membran auf ein Wägepapier gelegt werden, ohne dass der Ausschnitt zerrissen oder 

gefaltet wurde. Das Wägepapier wurde zu einem Umschlag gefaltet. Dies sollte 

verhindern, dass die Probe während des Ausblockprozesses verloren geht. Der gefaltete 

Umschlag wurde anschließend in eine histologische Kassette gelegt und für 24h in einer 

Fixationslösung aufbewahrt. 
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Abbildung 3.4: Entnahmezyklus der Membranen und der YSM für die weitere histologische 
Untersuchung. 

Auf dem oberen linken Bild sieht man die YSM bereits nach Abheben der applizierten Membranen und 

den mit dem Auflichtmikroskop geschossenen Bildern. Im Uhrzeigersinn zum nächsten Bild 

fortschreitend, wird die YSM, auf der zuvor die Membran lag, mittels Schere ausgeschnitten, mittels 

einer Klemme gegriffen und auf einen Löffel überführt. Von dem Löffel aus wurden die Membranen 

vorsichtig auf Wägepapier gelegt, bevor dieses zu einem Couvert gefaltet wurde und schließlich in die 

Einbettkasette gelegt wurde. 

 

Anschließend wurden die histologischen Schnitte in interdisziplinärer Zusammenarbeit 

mit der Dermatologie der Universitätsmedizin Mainz ausgeblockt. Die ausgeblockten 

Schnitte wurden mittels eines Mikrotoms geschnitten und im Wasserbad auf 

Objektträger übertragen. Die Objektträger wurden entsprechend der Einbettkassetten 

beschriftet, um die Zuordnung der Schnitte zu gewährleisten. 

Anschließend wurde eine HE-Färbung mit allen gewonnen Schnitten durchgeführt. 

Hierfür wurde folgendes Protokoll verwendet: 

1. Die Küvette mit den Schnitten wurde dreimal für 5 min. in Xylol getaucht. 

2. Daraufhin kam sie zweimal 5 min lang in 100%-iges Ethanol. 

3. 5 min. 96%-iges Ethanol. 

4. 5 min. 70%-iges Ethanol. 

5. 5 min. in 50%-iges Ethanol. 

6. Anschließend wurde sie für 20 min. in PBS getaucht, um die Entparaffinierung 

abzuschließen. 

7. Nun kam die Küvette für 5 min. in Hämalaun, welches zuvor 1:10 mit Aqua dest. 

verdünnt wurde. 
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8. Hiernach wurde die Küvette für 10 min. unter einen Strahl fließenden 

Leitungswassers gestellt, um das Hämalaun vom Objektträger abzuwaschen. 

9. Die Küvette wurde für 2 min. in Eosin gestellt. 

10. Anschließend wurde die Küvette mit Aqua dest. gereinigt, um das Eosin 

abzuspülen. 

11. Die Rehydrierung wurde durch kurzes, mehrmaliges Eintauchen in 70%-iges und 

danach 96%-iges Ethanol erreicht. 

12. Dann wurde die Küvette für 5 min. in 100%-iges Ethanol getaucht. 

13. Nachdem sie weitere 5 min. in Xylol stand, konnten die einzelnen Schnitte mit 

Eukitt und Deckgläsern eingedeckt werden. 

Die fertiggestellten histologischen Schnitte wurden unter dem Digitalen Mikroskop 

(Keyence BZ-9000E Fluoreszenzmikroskop; Keyence, Osaka/Japan) betrachtet und es 

wurden digitale Bilder der Schnitte angefertigt. Anschließend wurden zufällig jeweils 

neun Schnitte pro Gruppe ausgewählt. Die Auswertung erfolgte nach 

Pseudonymisierung und Kodierung der Bilder durch einen weiteren, nicht in die Studie 

involvierten Arzt händisch. Zunächst wurde ein Gitter mit einer Kantenlänge von 500 

µm über die Bilder mit der Fiji Software (Wayne Rasband) gelegt. Es wurden jeweils 

drei Quadrate ausgezählt, deren Positionen immer ausgehend von der Mitte des Schnittes 

festgelegt wurden und für alle Schnitte gleich gewählt wurden. Ausgehend von den 

Ergebnissen der ausgezählten Quadrate wurde die Anzahl der Gefäße pro mm² ermittelt. 

Anschließend wurden mit den entsprechenden Schnitten zwei weitere 

immunhistologische Färbungen durchgeführt (s.u.). 

 

 
Abbildung 3.5: Exemplarische Auszählung der Gefäße pro mm² der histologischen Schnitte, die 
zuvor mit dem digitalen Mikroskop betrachtet und digitalisiert wurden. 
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3.2.8 Immunhistologie 

3.2.8.1 α-SMA Färbung 

Die α-SMA Färbung ist spezifisch für glatte Muskelzellen. Sie ist gut geeignet die Media 

von Gefäßen darzustellen. Daher wurde sie in dieser Studie verwendet. Da es sich bei 

der Zielstruktur um Gefäße handelt, ist eine Färbung der glatten Muskulatur gut 

geeignet, um die Media abzubilden. Gleichzeitig können mit der Färbung gut große 

Gefäße dargestellt werden. Der verwendete α-SMA-Antikörper (Sigma-Aldrich, St. 

Lois/USA) ist spezifisch für die Maus, steuerte jedoch auch die in der YSM vorhandenen 

Gefäße an (247). Die Schnitte waren aus denselben Blöcken geschnitten wie diejenigen, 

die zuvor der HE-Färbung unterzogen wurden. 

Es wurde nach folgendem Protokoll gefärbt: 

1. Die Entparaffinierung der Schnitte erfolgte nach demselben Protokoll, wie unter 

dem Abschnitt 3.2.6 in den Schritten 1.-6. beschrieben. 

2. Nachdem die Schnitte für 20 min. in PBS lagen, wurden die Proteine demaskiert, 

indem sie für 30 min. in einem Dampfkocher in einer Natrium-Citratpufferlösung 

mit einem pH-Wert von 6 standen. 

3. Anschließend wurde die Küvette zweimal 10 min. in PBS gewaschen. Nach jedem 

Waschschritt in PBS wurden die Objektträger mit Light duty tissue papers 

getrocknet. 

4. Nun wurde auf die Schnitte ein Tropfen Peroxidase Block appliziert, für 5 min. 

einwirken lassen und nach angelaufener Zeit abtropfen gelassen. 

5. Es folgte ein weiterer Waschschritt, wie unter 3. beschrieben. 

6. Auf die Schnitte wurde der DAKO Protein Block getropft, 10 min. stehen 

gelassen und nach abgelaufener Zeit abtropfen gelassen. 

7. Es folgte das Auftragen des primären Antikörpers (α-SMA), der für eine Stunde 

inkubierte. Für diese Zeitspanne wurden die Schnitte in eine Feuchtkammer 

gestellt, um einem Austrocknen der Schnitte vorzubeugen. 

8. Es folgte ein weiterer Waschschritt, wie unter 3. beschrieben. 

9. Nun wurde auf die Schnitte ein Tropfen Polymer-HRP anti-Maus appliziert und 

für 30 min. in der Feuchtkammer inkubiert. 

10. Es folgte ein weiterer Waschschritt, wie unter 3. beschrieben, 

11. Auf die Schnitte wurde ein Tropfen DAB (1ml DAB Substrat Fl. 3a + 20 µl Liquid 

DAB + Chromogen) appliziert und für 5 min. inkubiert. 

12. Es folgte ein weiterer Waschschritt, wie unter 3. beschrieben. 
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13. Die Rehydrierung und das Eindecken erfolgte, wie unter dem Abschnitt 3.2.6 in 

den Schritten 11.-13. beschrieben. 

3.2.8.2 CD 105 Färbung 

Die CD 105 (Endoglin) Färbung (Biorbyt, Cambridge/Großbritannien) ist eine 

spezifische immunhistologische Färbung. Endoglin gilt als kritischer Marker für die 

Angioneogenese (248).  

Es wurde nach folgendem Protokoll gefärbt: 

1. Die Entparaffinierung der Schnitte erfolgte nach demselben Protokoll, wie unter 

dem Abschnitt 3.2.6 in den Schritten 1.-6. beschrieben. 

2. Die Schnitte wurden dreimal 5min. in PBS gewaschen und anschließend mit light 

duty tissue paper abgetrocknet. 

3. Im Anschluss wurde für 5 min. 0,1%-iges Triton-X-100 (10 ml PBS + 10 μl 

Triton-X-100) auf die Schnitte getropft. 

4. Nun wurde die Küvette zweimal 5 min. in PBS gewaschen und die Schnitte 

anschließend wie in Schritt 2 beschrieben abgetrocknet. 

5. Die Schnitte wurden für 5 min. mittels PBS/BSA blockiert. 

6. Es folgte ein Waschschritt, wie unter Schritt 4 beschrieben. 

7. Die Schnitte wurden für 10 min. mit PBS/Goat Normalserum blockiert. 

8. Es folgte ein Waschschritt, wie unter 4. beschrieben. 

9. Anschließend wurde der CD 105 Anti chicken Antikörper in einer Konzentration 

von 1:750 nach Verdünnung mit PBS/BSA 1% für eine Stunde bei 

Raumtemperatur inkubiert. 

10. Es folgte ein Waschschritt, wie unter 2. beschrieben. 

11. Nun wurden die Schnitte mit dem sekundären Antikörper Alpha rabbit 488 in 

einer Konzentration von 1:100 nach Verdünnung mit PBS/BSA 1% für eine 

Stunde bei Raumtemperatur im Dunkeln aufgrund der fluoreszierenden 

Eigenschaften inkubiert. 

12. Es folgte ein Waschschritt, wie unter 2. beschrieben. 

13. Nun wurden die Schnitte für 5 min. mit DAPI, der Zellkernfärbung, im Dunkeln 

inkubiert. 

14. Es folgte ein Waschschritt, wie unter 2. beschrieben. 

15. Nun wurden die Schnitte mit Fluoreszenz Mount Medium und Eindeckgläsern 

eingedeckt. 
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Die Auswertung der immunhistologischen Färbungen erfolgte nach Pseudonymisierung 

und Kodierung der Bilder durch einen weiteren, nicht in der Studie involvierten Arzt 

händisch, wie bereits für die HE gefärbten Schnitte in Abschnitt 3.2.6 beschrieben. 

Zusätzlich zu dem Endpunkt der Gefäße pro mm² wurde bei der immunhistochemischen 

Auswertung noch die Percentage, also der Anteil an α-SMA/CD 105 positiven Gewebes 

am gesamten Schnitt ermittelt. Hierfür wurden die mit dem digitalen Mikroskop 

(Keyence BZ-9000E Fluoreszenzmikroskop; Keyence, Osaka/Japan) aufgenommenen 

Bilder der Schnitte mit der Software Hybrid Cell Count (Keyence, Osaka/Japan) 

ausgewertet. Hierbei mussten zunächst die Schnitte am Computer markiert werden. 

Anschließend konnten die eingefärbten Gebiete ausgewählt werden. Hiermit errechnete 

die Software den Anteil an α-SMA/CD 105 positiven Gewebe. 

3.2.9 Lichtbildmikroskopie 

Die vorbereiteten Embryonen wurden nach 24 h Inkubationszeit mittels 

Lichtbildmikroskopie untersucht. Hierfür wurden zunächst der Parafilm entfernt und die 

Öffnung an der obenliegenden Seite erweitert, um einen besseren Blick auf die YSM zu 

gewährleisten. Nun wurde eine Aufnahme mit dem VHX-1000D Digitalmikroskop 

(Keyence, Osaka/Japan) der zu untersuchenden Membran in 30x Vergrößerung gemacht. 

Hierbei wurde darauf geachtet, die Membran zentriert aufzunehmen. Anschließend 

wurde die Membran entfernt, sodass ein freier Blick auf die darunterliegende YSM und 

deren Gefäßnetz erreicht wurde. Es wurde darauf geachtet, die Position der YSM unter 

dem Mikroskop nicht zu verändern, um die vorher erreichte Zentrierung nicht 

aufzuheben. Danach wurden Aufnahmen in 30x und 50x Vergrößerung gemacht. Über 

die Bilder wurde digital ein Gitter mit 500 μm Seitenlänge für die spätere Auswertung 

gelegt. 

Die Auswertung erfolgte nach Pseudonymisierung und Kodierung der Bilder durch einen 

weiteren, nicht in der Studie involvierten Arzt. Durch die Zentrierung der Bilder konnte 

innerhalb des mittleren Quadratmillimeters davon ausgegangen werden, dass er unter 

der Membran lag. Hier wurden jeweils zwei gegenüberliegende Kästchen des Gitters 

repräsentativ als ROI ausgewählt. Es wurden alle Gefäße sowie alle 

Gefäßverzweigungspunkte (branching points) gezählt. 
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Abbildung 3.6: Exemplarische Auszählung der Gefäßverzweigungspunkte anhand der mit dem 
Auflichtmikroskop geschossenen Bilder der YSM nach Entfernung der zuvor applizierten 
Membranen. 

3.2.10 Chorion-Allantois-Membran Modell 

Anfang der 1910er Jahre erfolgte die erste Beschreibung von Tumorangiogenese im 

CAM Modell durch Peyton Rous und James B. Murphy (264-267). Die Beschreibung 

als Angiogenesemodell wurde 1974 von der Forschungsgruppe um Folkmann et al. 

vorstellt. Es wurde zunächst zur Untersuchung des Entwicklungspotenzials von 

embryologischen Gewebstransplantaten und der Tumorangiogenese verwendet (268-

270). 

So wird das CAM Modell häufig in der Erforschung wichtiger Wachstumsfaktoren und 

Enzyme im Rahmen der Angiogenese verwendet. Auch die Wirkung von pro- und 

antiangiogen wirksamen Medikamenten (271-273) und den genauen Pathomechanismen 

der Angiogenese von Tumoren kann hierdurch untersucht werden (263, 272, 273). 

Als Untersuchungsobjekt dient die gut vaskularisierte Chorion-Allantois-Membran des 

Hühnerembryos. Die Allantois entsteht an den Tagen 3-4 der Entwicklung des Embryos. 

Die Membran der Allantois dehnt sich aus und verschmilzt mit der Chorionmembran am 

4.-5. Tag der embryonalen Entwicklung zu der CAM. Diese ist reich an Gefäßen und 

essentiell für die Entwicklung des Embryos (263, 270, 274). Die CAM dient als 

respiratorisches System für den Embryo und ist bis zum 19. Tag der Entwicklung 

zuständig für den Gasaustausch (274, 275). Sie wächst schnell, so beträgt die 

durchschnittliche Oberfläche am 6. Tag etwa 6 cm². Am 10.-14. Tag ist sie etwa 65 cm² 

groß (274). Das schnelle Wachstum der Membran ist notwendig, um den ebenfalls 
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schnell wachsenden Embryo zu versorgen. Dies macht gleichzeitig eine schnelle 

Angiogenese in diesem Zeitraum notwendig (274). 

Aufgrund der einfachen Handhabung und der ausgeprägten Gefäßstruktur, wird das 

CAM Modell häufig für die Forschung im Rahmen der Angiogenese benutzt (263). Es 

werden befruchtete Hühnereier bei 37°C für 72 Stunden inkubiert. Danach werden die 

Eierschalen abgewischt, um eine Verschleppung von Mikroorganismen in das Innere des 

Eies zu verhindern. Nun wird ein Teil des Eiweißes entfernt, um die Anhaftung an die 

Eischalenmembran möglichst gering zu halten. Um die zu testende Substanz auf einem 

definierten Ort der CAM zu platzieren, gibt es verschiedene Möglichkeiten wie 

Polymerpellets, Schwämme aus Gelatine und Scheiben aus Plastik (270). Es gibt 

Forschungsgruppen, welche das CAM Modell in ovo ausführen. Alternativ können die 

Hühnerembryonen in Petrischalen überführt werden und somit eine in vitro Betrachtung 

der CAM erfolgen (268, 270). 2015 wurde von Huang et al. eine Methode beschrieben, 

bei welcher der Hühnerembryo nach drei Tagen Bebrütung in eine künstliche, kubische 

Eischale überführt wird. Hierbei ist es möglich, die CAM von allen Seiten zu 

beobachten, Durch Modifikation der künstlichen Eischale können Kammern angebaut 

werden, in welchen eine genaue Beobachtung der CAM oder einzelner Gefäße erfolgen 

kann. Durch diesen Versuchsaufbau können gleichzeitig mehrere Versuchseinheiten bei 

nur einer CAM erreicht werden. Die zu untersuchende Substanz kann leicht appliziert 

werden. Zur Vergleichbarkeit mit den bisher angewendeten CAM Modellen sind noch 

Studien notwendig (266, 276, 277). In der vorliegenden Arbeit wurden die Leghorn Eier 

an Tag 0 in eine Brutmaschine bei 38,5°C und einer konstanten Feuchtigkeit durch 

Zugabe von Aqua dest. inkubiert. An Tag 4 wurden die Eier, wie unter dem Abschnitt 

3.2.4 beschrieben, präpariert und wieder in die Brutmaschine Modell 3000, Type /d 

(Brutmaschinen-Janeschitz GmbH, Hammelburg/Deutschland) gestellt. Am 11. 

Entwicklungstag wurden die vorbereiteten PRF-, Kollagen- und bioaktivierten 

Membranen auf der CAM platziert, wobei hier auch wieder die erste Verzweigung der 

Hauptgefäße des Embryos als Orientierungspunkt dienten. Die Eier wurden 

entsprechend ihrer Gruppe beschriftet, mit einem neuen Parafilm versiegelt und für 

weitere 24 h in die Brutmaschine gestellt. 

Mögliche Endpunkte, um die Angiogenese im CAM Modell zu quantifizieren, sind die 

durchschnittliche Anzahl an Gefäßen in einem definierten Bereich und die Anzahl der 

Verzweigungspunkte der Gefäße. Des Weiteren können mittels Softwareprogrammen die 

Länge dieser Gefäße sowie die Dichte des Gefäßnetzwerkes und der 

Verzweigungspunkte ermittelt werden. So kann ein Anhaltspunkt für die stattgefundene 
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Angiogenese oder deren Inhibition gegeben werden (263, 278). Zur Generierung der 

Bilder wird meist die Mikroskopie herangezogen. Alternativ können andere, 

aufwändigere Verfahren wie eine optische Dopplertomographie, die 

Magnetresonanztomographie oder die Positronen-Emissions-Tomographie benutzt 

werden (278). 

3.2.11 In-vivo Fluoreszenz 

Die vorbereiteten Embryonen des CAM-Modells wurden nach 24 h mittels in-vivo-

Fluoreszenz untersucht. Hierzu wurde unter freundlicher Erlaubnis der HNO-Klinik der 

Universitätsmedizin Mainz und der Biomatics Förderung das BXFM Version 

Intravitalmikroskop (Olympus, Shinjuku/Japan) benutzt. Dieses ermöglichte es, die 

Gefäße valide darzustellen. Zunächst wurden die Öffnungen an der obenliegenden Seite 

der Eier mit einer Schere vergrößert, um einen besseren Zugang zum Gefäßnetz zu 

erreichen. Es folgte nach Knicken der 26G Kanüle eine Injektion von 0,3 ml 5%-iger 

FITC-Dextran-Lösung aufgezogen in einer 1 ml Spritze. Zu vermeiden waren ein 

Durchstechen des Blutgefäßes sowie das Herbeiführen einer Luftembolie. Nach der 

Injektion wurde die Spritze entfernt und das Gefäß mit einem Silbernitrat-Kaliumnitrat 

Ätzstäbchen verschlossen, um das Verbluten und Austreten des Fluoreszenzfarbstoffes 

zu vermeiden. 

Es wurden bei 5x Vergrößerung Bilder an der dem Embryo abgewandten Seite der 

Membran gemacht. Hierbei wurde darauf geachtet, dass die Membran aufgenommen 

wurde, um bei der späteren Auswertung eine Orientierung zu gewährleisten. Der 

ursprüngliche Ansatz, die applizierte Membran von der CAM mit einer Pinzette zu lösen, 

wie in dem YSM Modell geschehen und beschrieben, wurde durch das schnelle 

Einwachsen von Gefäßen in die applizierte Membran wieder verworfen. Es kam zu 

Blutungen und Verletzungen der CAM beim Versuch, die Membranen zu entfernen. 

Deshalb erfolgte die Analyse des Randbereiches der applizierten Membranen.  

Die Bilder wurden später mit Fiji ausgewertet. Alle Bilder wurden pseudonymisiert und 

kodiert. Die Auswertung erfolgte durch einen Arzt, welcher nicht in die Studie involviert 

war. Hierzu wurden sie zunächst bearbeitet, um den Kontrast zwischen schwarzem 

Hintergrund und grün fluoreszierenden Gefäßen zu erhöhen. Mit dem Pug-In „Grid“ 

(Wayne Rasband) wurde nun zunächst ein Gitter digital auf das Bild gezeichnet. Das 

Gitter hatte eine Seitenlänge von 500 μm. Nun wurden drei ROIs ausgewählt, welche 

für jede Datenerhebung für die Bilder gleich blieben. Es handelte sich um drei definierte 



Material und Methoden 56 

Quadrate, welche sich in der Mitte des Bildes befanden und jeweils 500 μm voneinander 

entfernt waren (s. Abb. 3.6). 

In den ROIs wurden die Gefäße bis zur zweiten Aufteilung/Generation sowie deren 

Verzweigungspunkte gezählt. Nach der Auszählung erfolgte eine computergestützte 

Analyse der Bilder. Hierfür wurden Fiji und das „Vessel Analysis“ Plug-In (Nivetha 

Govindaraju, M farna) benutzt. Mit Hilfe dieses Plug-Ins konnte über Binarisierung der 

Bilder die Gefäßdichte (Vascular density) und über Skelettisierung die 

Gefäßlängendichte (Vascular length density) berechnet werden. Die ROIs waren 

dieselben wie bei der vorangegangenen Analyse. 

 
Abbildung 3.7: Exemplarische Auszählung der Gefäßverzweigungspunkte der mit dem 
Intravitalmikroskop geschossenen Bilder von der CAM im Randbereich der applizierten Membran 
(s. grüne Fläche im unteren Bildabschnitt). 

3.3 Statistische Methodik 

Die statistische Auswertung wurde mittels IBM SPSS Statistics (Version 23, IBM, 

Ehningen/Deutschland) durchgeführt. Für die Verwaltung der Forschungsdaten wurde 

Microsoft Office Excel 2007 (Microsoft, Redmond/USA) verwendet. Die Erstellung der 

Graphiken erfolgte mit Microsoft Office Power Point 2007 (Microsoft, Redmond/USA) 

und IBM SPSS Statistics. 

Aufgrund des explorativen Charakters der Arbeit wurden die Hauptfragen nicht für 

multiples Testen adjustiert. Die Ergebnisanalyse erfolgte mit freundlicher Unterstützung 

von Herrn Philipp Mildenberger, Mitarbeiter am Institut für Medizinische Biometrie, 

Epidemiologie und Informatik (IMBEI), der Universitätsmedizin Mainz. Vor der 

Durchführung des jeweiligen Tests wurde eine deskriptive Datenanalyse durchgeführt 
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und anschließend die Datensätze mit dem Shapiro-Wilk Test auf ihre Normalverteilung 

untersucht. 

Die Versuchsreihe mit der YSM wurde mittels der Poisson-Regression ausgewertet. Bei 

allen Ergebnissen wurde im Falle einer Normalverteilung der Daten der t-Test für die 

weitere Analyse verwendet. Bei nicht normalverteilten Datensätzen wurde der Mann-

Whitney-U Test eingesetzt. Ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant 

angesehen. Die Ergebnisse wurden in Form von Boxplots visualisiert. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Ergebnisse des ELISAS 

Die im Folgenden untersuchten Gruppen setzen sich aus einer jeweils bioaktivierten und 

nicht behandelten Membran zusammen: biologisierte Jasonmembran (JB), native 

Jasonmembran (JN), biologisierte Mucodermmembran (MB), native 

Mucodermmembran (MN), biologisierte Collprotectmembran (CB), native 

Collprotectmembran (CN) und eine PRF-Gruppe zur Kontrolle der biologisierten 

Membranen. 

Zuerst wurden die Membranen auf ihre Freisetzung der Wachstumsfaktoren VEGF und 

TGF-β1 in vitro untersucht. Hierbei bestanden die Gruppen aus n=12 für die VEGF-

Freisetzung und n=9 in der Messreihe für die TGF-β1-Freisetzung. 

4.1.1 VEGF ELISA 

Die Ergebnisse des VEGF ELISA Assays zeigen in der univariaten Analyse mittels 

ANOVA einen starken, statistisch auffälligen Effekt zwischen den 

Untersuchungszeitpunkten (p<0,001), den Zusammenhang zwischen 

Untersuchungszeitpunkt und Biologisierung (p<0,001), sowie einen statistisch 

signifikanten Effekt für den Zusammenhang zwischen Zeit, Biologisierung und der 

jeweiligen Membran (p<0,05). Die ANOVA zeigte jedoch keinen Unterschied zwischen 

den Membranen (p>0,05). 

Die angeschlossenen Post hoc Tests sollten nun genauer untersuchen, für welche 

Zeitpunkte Unterschiede zwischen den Gruppen sowie innerhalb der einzelnen Gruppen 

anhand der vergangenen Zeit bestehen. Hierfür wurden paarweise t- Tests oder Mann-

Whitney-U-Tests durchgeführt. Das Signifikanzniveau wurde aufgrund des explorativen 

Charakters der Arbeit nicht angepasst und verblieb bei p<0,05. 

Die Biologisierung führte in allen Gruppen zu einer signifikant erhöhten Freisetzung 

von VEGF sowie einem im Vergleich zu der PRF-Gruppe vergleichbaren VEGF-Level 

Vergleichsgruppe (exemplarisch die 24h-Werte: JB: 128,21 pg/ml vs. JN: 8,72 pg/ml, 

p<0,001; MB: 93,91 pg/ml vs. MN: 13,97 pg/ml, p<0,05; CB: 104,96 pg/ml vs. CN: 2,21 

pg/ml, p<0,001 und PRF: 95,51 pg/ml; s. Abb. 4.1). Es konnte kein statistisch 

signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen biologisierten Gruppen und der PRF-

Gruppe in den paarweisen t-Tests nachgewiesen werden (p>0,05 für alle, s. Abb. 4.1), 

jedoch war tendenziell nach 24h die Freisetzung von VEGF in der CB-Gruppe am 
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höchsten. Für die Jasonmembran wurde gezeigt, dass sie nach 24h (p<0,001), nach 96h 

(JB: 63,83 pg/ml vs. JN: 9,45 pg/ml, p<0,001) und nach 168h (JB: 26,11 pg/ml vs. JN: 

4,83 pg/ml, p<0,001) eine statistisch stark signifikant erhöhte VEGF Freisetzung nach 

der Biologisierung aufweist (s. Abb. 4.1). Für die Mucodermmembran wurde nach 24h 

eine signifikant erhöhte VEGF-Freisetzung nach Biologisierung gezeigt (MB: 93,91 

pg/ml vs. MN: 13,97 pg/ml, p<0,05), wohingegen bei der Collprotectmembran die 

Biologisierung nach 24h (CB: 104,96 pg/ml vs. CN: 2,21 pg/ml,p<0,001) und 48h (CB: 

26,62 pg/ml vs. CN: 7,15 pg/ml,p<0,01) zu einer vermehrten Freisetzung führten (s. 

Abb. 4.1). Die Messung nach 24h zeigte in allen biologisierten Gruppen signifikant die 

höchste VEGF Freisetzung (p<0,05). 

 

Abbildung 4.1: ELISA VEGF. 

Dargestellt wird die Freisetzung von VEGF aus den verschiedenen Membranen in pg/mg über drei 

verschiedene Zeitpunkte (24h, 96h, 168h). Die eingefügten Balken beschreiben die errechnete 

Signifikanz, wobei gilt: * p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001, NS = nicht statistisch signifikant (51). 

4.1.2 TGF-β1 ELISA 

Die Analyse des TGF-β1 ELISA Assays zeigte vergleichbare Ergebnisse zu denen des 

VEGF ELISA Assays. Es konnte keine Freisetzung des Wachstumsfaktors aus den 

nativen Membranen gezeigt werden. Die ANOVA zeigt hier einen statistisch 

signifikanten Effekt für die jeweiligen Messzeitpunkte auf die Freisetzung (p<0,001). 

Zwischen den biologisierten Membranen konnte kein Unterschied gezeigt werden 

(p>0,05). 
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Die Post hoc Tests wurden analog zu denjenigen der Analyse des VEGF ELISAs 

durchgeführt. Aufgrund der fehlenden TGF-β1-Freisetzung aus den nativen Membranen 

wurde zu allen Zeitpunkten eine signifikante Erhöhung durch die Biologisierung 

nachgewiesen (exemplarisch die 24h-Werte: JB: 6063,89 pg/ml vs. JN: 0 pg/ml, 

p<0,001; MB: 6213,4 pg/ml vs. MN: 0 pg/ml, p<0,001; CB: 8001,84 pg/ml vs. CN: 0 

pg/ml, p<0,001 und PRF: 8010,73 pg/ml, s. Abb. 4.2). Der Vergleich zwischen den 

einzelnen biologisierten Gruppen sowie zwischen den biologisierten Gruppen und der 

PRF-Gruppe führte jeweils zu nicht signifikanten Ergebnissen (p>0,05), tendenziell war 

die Freisetzung von TGF- β1-Werte jedoch in der CB und PRF-Gruppe am höchsten. 

Auch in dieser Messreihe konnte über alle Membranen hinweg gezeigt werden, dass die 

Freisetzung innerhalb der ersten 24h statistisch signifikant am höchsten war. 

 

Abbildung 4.2: ELISA TGF-β1. 

Dargestellt wird die Freisetzung von TGF-β1 aus den verschiedenen Membranen in pg/mg über drei 

verschiedene Zeitpunkte (24h, 96h, 168h). Die eingefügten Balken beschreiben die errechnete 

Signifikanz, wobei gilt: * p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001, NS = statistisch nicht signifikant (51). 

4.2 Ergebnisse des YSM Modells 

In der folgenden Messreihe wurden die in Abschnitt 4.1 bereits beschriebenen Gruppen 

JB, JN, MB, MN, CB, CN und PRF, sowie die YSM nativ untersucht. Die Gruppen 

bestanden jeweils aus n=28 Untersuchungseinheiten. 
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4.2.1 Verzweigungspunkte des Gefäßnetzes 

In der Poisson-Regression zeigte sich für alle Gruppen, dass die biologisierten 

Membranen eine signifikant höhere Anzahl an Verzweigungspunkten des 

Gefäßnetzwerkes aufweisen als in der jeweiligen nativen Vergleichsgruppe (JB: 51,36 

±2,72 vs. JN: 33,21 ±2,21, p<0,001; MB: 50,71 ±2,71 vs. MN: 34,36 ±2,24, p<0,001; 

CB: 51,93 ±2,74 vs. CN: 29,93 ±2,1, p<0,001 und PRF: 49,86 ±2,55 vs. YSM: 39,57 

±2,26, p<0,001; s. Abb. 4.3). Zwischen den einzelnen biologisierten Membranen konnte 

kein Unterschied zwischen den Gruppen festgestellt werden (alle p>0,05). Ebenso gab 

es keinen Unterschied zwischen der PRF-Gruppe und den einzelnen biologisierten 

Membranen (alle p>0,05). Allerdings zeigte sich in der Analyse eine Erhöhung der 

Verzweigungspunkte in der YSM Gruppe im Vergleich zu den nativen 

Kollagenmembranen (YSM: 39,57 ±2,26 vs. JN: 33,21 ±2,21 (p<0,001), MN: 34,36 

±2,24 (p<0,01) und CN: 29,93 ±2,1 (p<0,001), s. Abb. 4.3). 

Abbildung 4.3: Verzweigungspunkte pro mm² des Gefäßnetzwerkes der YSM unter dem 
Auflichtmikroskop. 

Die eingefügten Balken beschreiben die errechnete Signifikanz, wobei gilt: * p<0,05, ** p<0,01, 

***p<0,001, NS = statistisch nicht signifikant (51). 

4.2.2 Gefäße 

Die Untersuchung der Bilder auf die Anzahl der Gefäße pro mm² hin zeigte 

vergleichbare Ergebnisse. Die Poisson-Regression führte zu einer signifikant erhöhten 

Anzahl der Gefäße in der YSM für alle biologisierten Gruppen im Vergleich zu der 
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jeweiligen nativen Kollagenmembran (JB: 61,14 ±2,97 vs. JN: 40,64 ±2,43; p<0,001, 

MB: 60,86 ±2,96 vs. MN: 40,71 ±2,34; p<0,001, CB: 60,64 ±2,96 vs. CN: 39,29 ±2,26; 

p<0,001 und PRF: 61,14 ±2,97 vs. YSM: 40,64 ±2,43; p<0,001; s. Abb. 4.4). Es gab 

keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den einzelnen biologisierten 

Membranen (alle p<0,05) sowie zwischen den biologisierten Membranen im Vergleich 

zu der PRF-Gruppe (alle p<0,05). 

 
Abbildung 4.4: Gefäße pro mm² der YSM unter dem Auflichtmikroskop. 

Die eingefügten Balken beschreiben die errechnete Signifikanz, wobei gilt: * p<0,05, ** p<0,01, 

***p<0,001, NS = statistisch nicht signifikant (51). 

4.3 Ergebnisse der histologischen Auswertung 

Nach der Auswertung der Bilder wurden Subgruppen von n=9 einer weiteren 

histologischen und immunhistochemischen Untersuchung unterzogen, um die 

vorherigen Ergebnisse zu verifizieren. Hierfür wurden die Schnitte zunächst mit HE 

gefärbt, bevor die immunhistochemischen Färbungen CD105 und α-SMA durchgeführt 

wurden, um die Gefäße spezifisch darzustellen. 

Im Falle der HE-Färbung, wurde die Anzahl der Gefäße pro mm² semiquantitativ 

ausgezählt. Für die beiden immunhistochemischen Färbungen wurde zusätzlich zu der 

semiquantitativen Auswertung eine Software (Hybrid Cell Count; Keyence, 

Osaka/Japan) verwendet, welche den gefärbten Anteil des histologischen Schnittes 
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ermittelte. Diese Methode diente der Verifizierung der semiquantitativen Zählung und 

der Differenzierung zwischen Gefäßanzahl und der Größe der gemessenen Gefäße. 

4.3.1 HE Färbung 

Die Analyse der Anzahl der Gefäße pro mm² zeigte in den biologisierten Gruppen 

signifikant höhere Werte als in den jeweiligen Vergleichsgruppen (JB: 20,59 ±3,59 vs. 

JN: 13,19 ±3,25, p<0,01, MB: 23,26 ±4,56 vs. MN: 11,41 ±2,61, p<0,001, CB: 21,78 

±4,13 vs. CN: 12,44 ±3,84, p<0,01, PRF: 17,48 ±3,01 vs. YSM: 13,19 ±3, p<0,05, s. 

Abb. 4.5). Die Anzahl der Gefäße war in der JB Gruppe ca. 1,60-fach, in der MB Gruppe 

ca. 2,1-fach, in der CB-Gruppe ca. 1,9-fach und in der PRF-Gruppe ca. 1,4-fach im 

Vergleich zu der jeweiligen Kontrollgruppe erhöht. Zwischen den einzelnen 

biologisierten Membranen kam es zu keinen Unterschieden, mit Ausnahme einer ca. 1,3-

fach erhöhten Gefäßzahl in der biologisierten Mucodermgruppe im Vergleich zu der PRF 

(MB: 23,26 ±4,56 vs. 17,48 ±3,01, p<0,05). 

 
Abbildung 4.5: Gefäße pro mm² nach Auswertung der HE Schnitte der YSM. 

Die eingefügten Balken beschreiben die errechnete Signifikanz, wobei gilt: * p<0,05, ** p<0,01, 

***p<0,001, NS = statistisch nicht signifikant (51). 

4.3.2 α-SMA Färbung 

Die Auswertung der α-SMA-gefärbten histologischen Schnitte zeigte für die Anzahl der 

Gefäße pro mm² ein vergleichbares Ergebnis zu demjenigen der HE-Schnitte. Auch hier 
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war in allen biologisierten Gruppen die Anzahl der Gefäße im Vergleich zu den 

Kontrollgruppen statistisch signifikant erhöht (JB: 20,3 ±3,92 vs. JN: 12,44 ±3,59, 

p<0,01, MB: 23,85 ±4,57 vs MN: 17,33 ±4,97, p<0,05, CB: 26,81 ±3,53 vs. CN: 16,89 

±3,94, p<0,01 und PRF: 19,26 ±2,76 vs. YSM: 13,93 ±5,95, p<0,05, s. Abb. 4.6). Die 

Anzahl der Gefäße war in der JB-Gruppe ca. 1,7-fach größer, in der MB-Gruppe ca. 1,4-

fach, in der CB-Gruppe ca. 1,7-fach und in der PRF-Gruppe ca. 1,5-fach erhöht im 

Vergleich zu der jeweiligen Kontrollgruppe. Es zeigte sich in dieser Versuchsreihe eine 

vermehrte Gefäßzahl in der CB-Gruppe im Vergleich zu der JB- (p<0,05) und zu der 

PRF-Gruppe (p<0,01). 

Abbildung 4.6: Gefäße pro mm² nach Auswertung der immunhistochemischen α-SMA Schnitte der 
YSM. 

Die eingefügten Balken beschreiben die errechnete Signifikanz, wobei gilt: * p<0,05, ** p<0,01, 

***p<0,001, NS = statistisch nicht signifikant (51). 

Die Auswertung derselben Bilder mittels der Hybrid Cell Count Software (Keyence, 

Osaka/Japan) auf den Anteil der α-SMA positiven Strukturen hin, ergab für den 

Vergleich zwischen der JB und JN Gruppe einen statistisch signifikanten Unterschied 

(JB: 20,65 ±3,5% vs. JN: 16,48 ±2,87%, p<0,05, s. Abb. 4.7). Für alle weiteren Gruppen 

konnte weder im Vergleich zwischen biologisierten und nativen Membranen, noch im 

paarweisen Vergleich zwischen den einzelnen biologisierten Membranen und der PRF-

Membran ein statistisch signifikanter Unterschied festgestellt werden (alle p >0,05), 

tendenziell zeigte sich in den Gruppen der biologisierten Membranen jedoch höhere 

Werte als in der PRF Gruppe. 
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Abbildung 4.7: Anteil des a-SMA positiven Gewebes am histologischen Schnitt der YSM. 

Die eingefügten Balken beschreiben die errechnete Signifikanz, wobei gilt: * p<0,05, ** p<0,01, 

***p<0,001, NS = statistisch nicht signifikant (51). 

4.3.3 CD 105 Färbung 

Die immunhistochemische Analyse der CD105 positiven Gefäße pro mm² zeigte eine 

statistisch signifikant erhöhte Gefäßzahl in allen biologisierten Gruppen (JB: 20,89 

±5,27 vs. JN: 12,74 ±2,46, p<0,01, MB: 29,48 ±3,74 vs. MN: 11,11 ±3,87, p<0,001, CB: 

20,37 ±3,41 vs. CN: 12,89 ±4,1, p<0,01 und PRF: 15,11 ±2,11 vs. YSM: 11,26 ±3,16, 

p<0,05, s. Abb.4.8). Im Detail gab es eine etwa 1,6-fache Erhöhung in der JB-Gruppe 

im Vergleich zu ihrer Kontrollgruppe. In der MB-Gruppe war die Anzahl ca. 2,9-fach, 

in der CB-Gruppe ca. 1,8-fach und in der PRF-Gruppe ca. 1,4-fach erhöht. 

Des Weiteren zeigte sich, dass sich die meisten Gefäße in der MB-Gruppe bildeten. Hier 

kam es zu einer statistisch signifikanten Erhöhung im Vergleich zu der JB-Gruppe (MB: 

29,48 ±3,74 vs. JB: 20,89 ±5,27, p<0,01), zu der CB-Gruppe (20,37 ±3,41, p<0,001) 

und der PRF-Gruppe (15,11 ±2,11, p<0,001). In der JB- und CB-Gruppe kam es zu einer 

erhöhten Anzahl an Gefäßen im Vergleich zu der PRF-Gruppe (JB: 20,89 ±5,27 vs. PRF: 

15,11 ±2,11, p<0,05; CB: 20,37 ±3,41 vs. PRF: 15,11 ±2,11, p<0,01). 
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Abbildung 4.8: Gefäße pro mm² nach Auswertung der immunhistochemischen CD105 Schnitte der 
YSM. 

Die eingefügten Balken beschreiben die errechnete Signifikanz, wobei gilt: * p<0,05, ** p<0,01, 

***p<0,001, NS = statistisch nicht signifikant (51). 

Die quantitative Auswertung der Bilder mittels der Hybrid Cell Count Software 

(Keyence, Osaka/Japan) konnte für keines der Vergleichspaare (exemplarisch: JB: 5,35 

±1,25 vs. JN: 6,45 ±3,42, p>0,05, s. Abb. 4.9) einen statistisch signifikanten Unterschied 

nachweisen. Ebenso wenig zeigte sich ein Unterschied für den Vergleich zwischen den 

biologisierten Gruppen und der PRF-Gruppe (alle p>0,05). 

 
Abbildung 4.9: Anteil des CD105 positiven Gewebes am histologischen Schnitt der YSM. 

Die eingefügten Balken beschreiben die errechnete Signifikanz, wobei gilt: * p<0,05, ** p<0,01, 

***p<0,001, NS = statistisch nicht signifikant (51). 
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4.4 Ergebnisse des CAM Modells 

4.4.1 Gefäße 

Anschließend wurden Versuche mit der intravital Fluoreszenz Mikroskopie 

durchgeführt, um die vorangegangenen Ergebnisse zu überprüfen. In diesen Versuchen 

konnte eine Vermehrung der Gefäße in der CAM nach Applikation der biologisierten JB-

Membran (JB: 34,52 ±4,11 vs. JN: 24 ±3,16, p<0,001), sowie der MB-Membran (MB: 

36,59 ±6,3 vs. MN: 26,37 ±3,86, p<0,01) festgestellt werden (s. Abb. 4.10). Im 

Gegensatz zu den bisherigen Ergebnissen stellte sich kein statistisch signifikanter 

Unterschied bei Applikation der CB-Membran im Vergleich zu der CN-Membran dar 

(CB: 30,22 ±3,94 vs. CN: 25,63 ±3,79, p>0,05). Der Vergleich zwischen den 

biologisierten Gruppen und der PRF-Gruppe zeigte keinen statistisch signifikanten 

Unterschied. Es wurden jedoch in den Gruppen JB und MB die meisten Gefäße gezählt. 

 

 
Abbildung 4.10: Gefäße pro mm² in der mittels intravital Fluoreszenz Miroskopie untersuchten 
CAM. 

Die eingefügten Balken beschreiben die errechnete Signifikanz, wobei gilt: * p<0,05, ** p<0,01, 

***p<0,001, NS = statistisch nicht signifikant (51). 
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4.4.2 Verzweigungspunkte des Gefäßnetzes 

Es zeigte sich ein statistisch signifikanter Anstieg der Anzahl an 

Gefäßverzweigungspunkten in der JB Gruppe (JB: 26,81 ±5,72 vs. JN: 14,81 ±2,79, 

p<0,001) und in der MB Gruppe (MB: 28,59 ±6,71 vs. MN: 17,48 ±6,12, p<0,01; s. 

Abb.4.11). Es gab keinen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen CB und CN 

(CB: 22,96 ±4,75 vs. CN: 18,07 ±3,29, p=0,1). Wie schon im vorherigen Abschnitt 

beschrieben, konnte kein Unterschied zwischen den einzelnen biologisierten Gruppen 

im Vergleich zu der PRF-Gruppe festgestellt werden (p>0,05). Es wurden jedoch in den 

Gruppen JB und MB die meisten Gefäßverzeigungspunkte beobachtet. 

 
Abbildung 4.11: Verzweigungspunkte des Gefäßnetzwerkes pro mm² nach Untersuchung der CAM 
mittels intravital-fluoreszenz Mikroskopie. 

Die eingefügten Balken beschreiben die errechnete Signifikanz, wobei gilt: * p<0,05, ** p<0,01, 

***p<0,001, NS = statistisch nicht signifikant (51). 
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4.4.3 Gefäßdichte 

Bei Auswertung derselben Bilder mittels der FIJI Software und dem Vessel Analysis 

Plug-In zeigte sich ein statistisch signifikanter Anstieg der Gefäßdichte von 8,36 ±8,33 

Prozentpunkten in der CAM, welche mittels MB behandelt wurde (MB: 31,29 ±5,65% 

vs. MN: 22,93 ±5,19%, p<0,05, s. Abb. 4.12). Auch für die CB-Gruppe konnte eine 

statistisch signifikante Vermehrung der Gefäßdichte nachgewiesen werden (CB: 38,83 

±8,1% vs. CN: 24,93 ±4,76%). Zwischen den Gruppen JB und JN konnte kein statistisch 

signifikanter Unterschied gezeigt werden (JB: 27,79 ±5,86% vs. JN: 22,44 ±4,17%, 

p<0,2). Der Vergleich zwischen den biologisierten Membranen und der PRF-Gruppe 

ergab keinen Unterschied (JB: 27,79 ±5,86%, MB: 31,29 ±5,65%, CB: 38,83 ±8,1% vs. 

PRF: 29,58 ±4,92%, alle p>0,05). 

 
Abbildung 4.12: Gefäßdichte der CAM nach Untersuchung mittes intravital-fluoreszenz 
Mikroskopie. 

Die eingefügten Balken beschreiben die errechnete Signifikanz, wobei gilt: * p<0,05, ** p<0,01, 

***p<0,001, NS = statistisch nicht signifikant (51). 
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4.4.4 Vascular length density 

Für die Auswertung der Vascular length density wurde dasselbe Plug-In verwendet, das 

für die Auswertung der Gefäßdichte zum Einsatz kam. Es zeigten sich keine statistisch 

signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen (JB: 1,77 ±0,64 vs. JN:1,69 ±0,67, 

MB: 2,29±0,74 vs. MN: 1,84 ±0,75, CB: 1,99 ±0,82 vs. CN: 2,07 ±1,02, PRF: 2,15± 

0,84; s. Abb. 4.13). Des Weiteren konnten keine Unterschiede zwischen den 

biologisierten Gruppen und der PRF-Gruppe festgestellt werden (alle p>0,05). 

 
Abbildung 4.13: Vascular length density der CAM nach intravital-fluoreszenz Mikroskopie. 

Die eingefügten Balken beschreiben die errechnete Signifikanz, wobei gilt: * p<0,05, ** p<0,01, 

***p<0,001, NS = statistisch nicht signifikant. 
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5 Diskussion 

Aufgrund der Häufigkeit von Defekten in der Kopf-Hals-Region besteht ein hoher 

Bedarf an regenerativen Verfahren für die rekonstruktive Chirurgie. Anhand der 

Literaturdiskussion ist zu erkennen, dass neue Verfahren und Lösungen essentiell für die 

Weiterentwicklung des Faches sind. Der Einsatz von Kollagenmembranen und PRF-

Materialien ist, einzeln gesehen, seit vielen Jahren in der Forschung und klinischen 

Anwendung präsent. Besonders die Forschung zur Angiogenese ist von breitem Interesse 

innerhalb der Medizin und das Verständnis auf diesem Gebiet soll eine bessere 

Behandlung u.a. von chronischen Wunden, periimplantären und parodontalen Defekten 

ermöglichen. Die leichte Handhabung und die Vorteile in der klinischen Anwendung im 

Rahmen der GTR/GBR führten dazu, dass aktuell Kollagenmembranen in der 

regenerativen Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie häufig Anwendung finden. 

Die Verwendung von PRF-Materialien bietet eine kostengünstige Alternative zu 

Zelltherapien mit Stammzellen, welche ihrerseits vielversprechende Ansätze zeigen. 

Durch die schnelle Verfügbarkeit des PRF und die Tatsache, dass es sich um autologes 

Material handelt, stieg die Zahl der Interventionen mit PRF in den letzten Jahren stark 

an. PRF-Produkte stehen nicht nur zu Wachstumsfaktoren in Konkurrenz, sondern auch 

zu anderen Thrombozytenkonzentraten. Hier ist vor allem das PRP zu nennen, welches 

schon längere Zeit verwendet wird. Außerdem wird das PRF  stetig weiterentwickelt und 

kann in unterschiedlichen Formen wie i-PRF, A-PRF und A-PRF+ hergestellt werden. 

Mit dem CGF (Concentrated growth factor) wurde eine neue Generation an 

Thrombozytenkonzentraten eingeführt, hierzu ist die Studienlage allerdings noch nicht 

sehr ausgeprägt. Da parodontale Defekte eine geringe regenerative Fähigkeit aufweisen, 

ist hier die bestmögliche Unterstützung für eine Heilung notwendig. Ebendort soll die 

vorliegende Studie anknüpfen. 

In der folgenden Diskussion werden die Ergebnisse der durchgeführten Untersuchungen 

in den Kontext der aktuellen Forschung zur Angiogenese im Bereich der 

Gewebsregeneration gesetzt. Es wird diskutiert, welche Unterschiede die Membranen in 

ihrem Potenzial und ihren Eigenschaften aufweisen und ob dies zu einem signifikanten 

Unterschied in den Untersuchungen führte. 
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5.1 VEGF und TGF-β1 als wichtige Wachstumsfaktoren der 

Angiogenese und Gewebsregeneration 

Die Angiogenese ist ein komplexer Prozess, der sich aus dem Zusammenspiel 

verschiedener Zellen und Wachstumsfaktoren ergibt. Hierbei ist die Wichtigkeit von 

VEGF für die Angiogenese als zentraler Regulator hervorzuheben (279, 280). 

Wie in der vorangegangen Literaturdiskussion beschrieben, ist VEGF entscheidend für 

die Selektion der Tip-Zelle, welche neue Aussprossungen der Gefäße einleitet (119). Ein 

VEGF Konzentrations-Gradient gibt der Aussprossung die Richtung für ihr Wachstum 

vor. So können das Angebot an Sauerstoff in hypoxischem Gewebe erhöht und 

Gewebsdefekte wieder geschlossen werden (280). Es zeigt sich jedoch auch, dass VEGF 

nicht nur im Rahmen der embryonalen Entwicklung und der Regeneration von Gewebe 

eine Rolle spielt, sondern ebenfalls der wichtigste proangiogene Faktor bei der 

Tumorgenese ist. So kam es auch zur Forschung an Anti-VEGF Medikamenten zur 

Versorgung von Tumoren wie beispielsweise Bevacizumab (280). 

TGF-β hingegen wirkt meist angiostatisch, kann jedoch durch eine bisher noch nicht 

vollständig verstandene Aktivierung auch proangiogene werden. Des Weiteren ist TGF-

β Teil vieler Prozesse, die bei der Wundheilung wichtig sind. Hierzu gehört die 

inflammatorische Reaktion, die Proliferation von Fibroblasten, die Stimulation der 

Produktion von Kollagen und damit auch die Ausbildung einer neuen EZM (281, 282). 

Beide Wachstumsfaktoren werden durch Thrombozyten bei deren Aktivierung aus den 

α-Granula ausgeschüttet. Dies geschieht physiologisch beim Prozess der Wundheilung 

(176). Thrombozytenkonzentrate machen sich diesen Umstand zunutze. PRP als 

Thromboyztenkonzentrat der ersten Generation und PRF als Thrombozytenkonzentrat 

der zweiten Generation stehen sich in der klinischen Nutzung gegenüber. 

Dementsprechend interessant sind komparative Studien zwischen den 

Thrombozytenkonzentraten. 

Schär et al. verglichen in ihrer Studie von 2015 die Ausschüttung von TGF-β, VEGF, 

IGF-1, PDGF-AB und IL-1β in L-PRF, L-PRP und einem natürlichen Blutkoagulum. 

Hierbei fanden die Forscher heraus, dass die Ausschüttung von VEGF aus dem 

natürlichen Blutkoagulum am höchsten ist, während die Ausschüttung von TGF-β aus 

dem L-PRF am höchsten ist. Über die Zeit gesehen schüttete L-PRP in den ersten 8h 

mehr VEGF und TGF- β aus als das L-PRF. Dies glich sich allerdings nach 24h an und 

kehrte sich mit zunehmendem Beobachtungszeitraum um. In den angeschlossenen 

Migrationsmodellen von MSCs und HUVEC (primary human umbilical vein endothelial 
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cells) zeigten sich für beide Zellreihen höhere Migrationsraten für L-PRF im Vergleich 

zu L-PRP (283). Masuki et al. vergleichen PRP, A-PRF und CGF. CGF wurde 2006 von 

Sacco et al. entwickelt (284). Die Herstellung ähnelt derjenigen des PRF, nur wird ein 

anderes Zentrifugationsprogramm verwendet. Hierbei werden während des 

Zentrifugationsvorganges die rpm alteriert, was zu einer stabileren Fibrinstruktur führen 

und gleichzeitig die Konzentration der verschiedenen Wachstumsfaktoren erhöhen soll 

(285-287). In der Studie von Masuki et al. zeigen sich ähnliche Ergebnisse. Auch hier 

ist die Konzentration an VEGF und TGF-β in der A-PRF-Gruppe höher als in der PRP-

Gruppe, wohingegen die CGF-Gruppe vergleichbare Ergebnisse zu der A-PRF-Gruppe 

zeigt. Im angeschlossenen Modell zur Proliferation von periostalen Zellen, die aus 

humanem Alveolarknochen gewonnen wurden, zeigt sich ein heterogenes Ergebnis. Die 

Proliferation ist von der Konzentration der Thrombozytenkonzentrate abhängig. Bei 

geringer Konzentration scheint PRP zu einer höheren Proliferation zu führen, bei 

höheren Konzentrationen hingegen das PRF und CGF (284). 

Auch die Wahl der PRF-Röhrchen, Zentrifugen und des Zentrifugationsprotokolls haben 

einen Einfluss auf das produzierte PRF-Material. Dies arbeiten Dohan Ehrenfest et al. 

in ihrer Arbeit von 2017 heraus (288). Zunächst werden vier Zentrifugen von 

verschiedenen Herstellern gegenübergestellt und anhand der Intensität der Vibrationen 

während des Zentrifgationsprozesses. Hierbei fiel auf, dass es große Unterschiede in der 

Intensität der Vibrationen gibt, exemplarisch sollen die Intra-Spin und die A-PRF-

Zentrifuge herausgegriffen werden. In einem nächsten Schritt wurden die hergestellten 

PRF-Koagel gemessen und es zeigte sich, dass die Zentrifugen, in welchen eine höhere 

Intensität an Vibrationen herrscht (A-PRF 12), auch ein kleineres PRF-Koagel erzeugen. 

In der Rasterelektronenmikroskopie zeigte sich ein dichteres Fibrinnetzwerk bei dem L-

PRF (Intra-Spin Zentrifuge) als bei dem A-PRF. Und auch die 

Wachstumsfaktorenexpression war in dem L-PRF über 7 Tage hinweg höher (288). Diese 

Ergebnisse implizieren, dass eine hohe Intensität an Vibrationen während des 

Zentrifugationsprozesses eine negative Auswirkung auf die Qualität und damit auch das 

angiogene Potenzial des PRF-Produktes hat. 

In einer Studie von 2012 untersuchten Kobayashi et al. PRF in Hinsicht auf seine 

Herstellung. Es wurden zwei Gruppen verglichen. Eine der Gruppe wurde mit einer Gaze 

zur PRF-Membran komprimiert, die andere Gruppe wurde mit einem speziellen 

Kompressionswerkzeug behandelt. Hierbei stellten sie fest, dass in der mit der Gaze 

behandelten Gruppe ein niedrigeres Gewicht herrscht, weniger Zellen vorhanden sind 

und auch die Konzentration einiger Wachstumsfaktoren wie VEGF-D, PDGF-AB, 
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PDGF-BB und IGF-II vermindert ist. Gleichzeitig stellten sie im CAM-Modell eine 

verminderte Angiogenese in dieser Gruppe fest, was die vorherigen Ergebnisse bestätigt. 

Dies ließ die Forschergruppe zu der Annahme kommen, dass die Wachstumsfaktoren 

zum Teil im Plasma sind, welches bei Kompression durch die Gaze beinahe vollständig 

aufgesogen wird, wohingegen nur ein kleiner Teil in dem Fibrinnetz zu verbleiben 

scheint (289). 

Dies deckt sich mit den Aussagen der Übersichtsarbeit von Clark. Hier kommt er zu der 

Annahme, dass Fibrin Wachstumsfaktoren direkt oder indirekt binden kann. Zu den 

direkt gebundenen Faktoren gehören Thrombin, PDGF und TGF-β. Da Fibrin auch 

Heparin bindet, kommt es indirekt zur Adhäsion von heparinbindenden 

Wachstumsfaktoren. Zu diesen gehören VEGF, PDGF und bFGF (290). Dies könnte eine 

Erklärung für die Ergebnisse der Studie von Kobayashi liefern. Die PRF verfügt über 

eine stärker vernetzte Fibrinstruktur als das PRP (213). Dies könnte zu einer höheren 

Retention von Wachstumsfaktoren in dem Fibrinnetz der PRF führen und erklären, 

warum die Konzentrationen von ausgeschütteten Wachstumsfaktoren wie VEGF und 

TGF-β bei in vitro Versuchen mit der PRF höher ausfallen als diejenigen der PRP. 

Außerdem kann es auch dafür verantwortlich sein, dass die Ausschüttung in den ersten 

Stunden im PRP höher ist und in der PRF erst sukzessive ausgeschüttet wird. Dohan 

Ehrenfest et al weisen in ihrer Arbeit von 2009 nach, dass die Wachstumsfaktoren in 

dem stark vernetzten Fibrinnetz zunächst verbleiben und langsam über 7 Tage an die 

Umgebung abgegeben werden. Ihre Ergebnisse ließen sie zu dem Schluss kommen, dass 

die Leukozyten und Thrombozyten, die ebenfalls in dem Fibrinnetz verbleiben, auch 

über die gesamte Zeit weiterhin Wachstumsfaktoren ausschütten (291). 

Die Ergebnisse der in vitro Versuche konnten durch in vivo Studien bestätigt werden. 

Hierfür wurden sowohl Tierversuche als auch klinische Studien durchgeführt. Kim et al. 

untersuchten drei Thrombozytenkonzentrate im Hinblick auf ihre Fähigkeit zur 

Knochengewebsregeneration. Hierzu wurden operative Defekte in Schädel von Hasen 

zugefügt und anschließend erfolgte eine Behandlung mittels Thrombozytenkonzentrat. 

Hierbei stellten sich keine Unterschiede zwischen den Interventions-Gruppen heraus, 

untersucht wurden das Knochenvolumen und die Knochendichte. Nach 6 Wochen waren 

die Thrombozytengruppen dem physiologischen Heilungsprozess durchgehend 

überlegen, nach 12 Wochen glichen sich die Ergebnisse teilweise an (292). Eine Fall-

Serie mit PRF als Füllungsmaterial im Rahmen eines Sinuslifts und gleichzeitiges 

Setzen eines Zahnimplantats bei Menschen zeigt ebenfalls nach sechs Monaten eine gute 

Knochenregeneration. Sowohl die Röntgenaufnahmen als auch die Biopsien zeigen eine 
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voll ausgebildete und intakte Knochenstruktur. Aufgrund der Natur der Fall-Serie gab 

es keine Vergleichsgruppe (293). Eine ähnliche Fall-Studie mit einer längeren 

Beobachtungsdauer von bis zu sechs Jahren konnte ebenfalls eine signifikante 

Steigerung der Knochenhöhe nachweisen. So waren die Knochen bei Implantation im 

Mittel 1-3 mm dick und nach Beendigung der Beobachtungsdauer konnte ein 

Knochenzuwachs von 8,5-12 mm verzeichnet werden. Gleichzeitig heilten alle 

Implantate erfolgreich ein und es kam zu keiner Explantation innerhalb der sechs Jahre. 

Ein interessanter Nebeneffekt der Fall-Serie war, dass keine zusätzliche 

Kollagenmembran oder xenogene Knochenmaterialien verwendet wurden, um dem 

Sinus als Schutz vor einwachsendem Bindegewebe zu dienen. In den Röntgen-

Kontrollen zeigte sich trotzdem ein intaktes Knochengewebe ohne von außen 

einwachsenden Bindegewebes (294). 

Eine weitere Indikation zur Knochengewebsregeneration ist die Extraktion von Zähnen. 

Hier knüpft die Studie von Varghese et al. von 2017 an. Es wurden 30 Patienten mit 

beidseitiger Extraktion des dritten Molaren behandelt. Dabei wurde eine Seite nach 

Extraktion primär verschlossen und die andere mit PRF als Füllmaterial behandelt. Es 

zeigte sich in den nachfolgenden Untersuchungen mittels Röntgenaufnahmen, dass die 

PRF-Gruppe eine höhere Knochendichte aufwies. Gleichzeitig kam es auch bei dem 

Heilungsindex des Weichgewebes zu besseren Ergebnissen der PRF-Gruppe (295). Dies 

zeigt das hohe Potenzial des PRF zur Kochengewebsregeneration und bestätigt 

gleichzeitig die in vitro Ergebnisse, welche die Proliferation von Osteoblasten 

beschreiben. 

Eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse von den VEGF und TGF-β Konzentrationen in den 

verschiedenen Studien ist nur bedingt gegeben, da es interindividuelle Unterschiede 

gibt. Hierbei ist die Studienlage kontrovers, welche Faktoren die 

Konzentrationsunterschiede bedingen. Weibrich et al. stellen in ihrer Studie von 2002 

fest, dass keine Korrelation zwischen den Thrombozyten und der späteren Konzentration 

an Wachstumsfaktoren besteht, was mit hohen interindividuellen Unterschieden der 

Wachstumsfaktorenkonzentrationen begründet wurde. Gleichzeitig konnte man keine 

Korrelation zwischen Alter und Geschlecht für die spätere Konzentration im PRP zeigen 

(296). 2014 wurde eine vergleichbare Studie, ebenfalls mit PRP, durchgeführt. Hier 

fanden Evanson et al. jedoch heraus, dass Frauen für die gemessenen 

Wachstumsfaktoren (EGF (epidermal growth factor), HGF (hepatocyte growth factor), 

IGF-1, PDGF-AB, PDGF-BB, TGF-β1 und VEGF) höhere Werte aufweisen. Die 

Ergebnisse waren mit Ausnahme von PDGF-AB, TGF-β1 und VEGF signifikant. Des 
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Weiteren arbeiteten sie eine Korrelation zwischen Alter und der Konzentration von 

Wachstumsfaktoren heraus. So wiesen alle Wachstumsfaktoren bis auf HGF und VEGF 

eine signifikant höhere Konzentration in der Gruppe der Patienten auf, die 25 Jahre und 

jünger waren (297). Eine Schwäche beider Studien ist die ungleichmäßig verteilte 

Stichprobe bezüglich des Geschlechts der Probanden. 

Ein weiterer häufig unterschätzter Faktor für die Ausbeute an Thrombozytenkonzentrat 

ist die Zeit zwischen Blutentnahme und Start der Zentrifugation. Miron et al. 

beschreiben in ihrer Studie von 2018 den Zusammenhang von Alter, Geschlecht und 

Verzögerung bis zur Zentrifugation mit der Größe der PRF-Membranen. Sie zeigen eine 

signifikant verringerte Größe der PRF-Membranen ab einer Verzögerung von 90s und 

eine weitere Verminderung ab 120s. Des Weiteren konnten sie zeigen, dass Frauen 

signifikant größere PRF-Membranen bilden als Männer, dieser Effekt lässt jedoch nach 

60s Verzögerungszeit nach. Für das Alter konnten keine signifikanten Unterschiede 

festgestellt werden, jedoch waren die PRF-Membranen der älteren Versuchsgruppen 

tendenziell größer (298). 

Trotz der hohen Unterschiede der Proben für die Konzentration der Wachstumsfaktoren, 

soll in den folgenden Kapiteln ein Vergleich zu anderen Studien erfolgen (s. Abschnitte 

4.1.1 und 4.1.2). 

5.1.1 Diskussion der Ergebnisse: VEGF-Konzentration 

Die in der vorliegenden Arbeit mittels ELISA gemessene VEGF-Konzentration bezieht 

sich auf die VEGF Isoformen VEGF121, VEGF165 und VEGF165b (299). Dies sind die 

häufigsten Isoformen von VEGF-A und damit von entscheidender Bedeutung für die 

Angiogenese (300). 

Die Ergebnisse in der vorliegenden Studie zeigen, dass die Freisetzung von VEGF aus 

den biologisierten Kollagenmembranen über die Zeit nachlässt. Die höchsten 

Konzentrationen wurden in jeder Gruppe jeweils nach 24h gemessen. Danach wurde die 

Freisetzung in den biologisierten Gruppen und der PRF-Gruppe geringer. Im Vergleich 

der Gruppen fiel auf, dass die VEGF Freisetzung aus der biologisierten und nicht 

kreuzvernetzten JB-Membran über alle Zeitpunkte hinweg höher war als in den anderen 

Gruppen. Selbst in der PRF-Gruppe zeigten sich niedrigere Freisetzungslevel (s. 

Abschnitt 4.1.1). Dies ist verwunderlich, da man davon ausgeht, dass die 

Wachstumsfaktoren aus der biologisierenden Komponente, also der PRF-Membran, 

kommen und die Kollagenmembranen nativ keine Wachstumsfaktoren ausschütten. 

Gleichzeitig waren die Konzentrationen der VEGF-Freisetzung in den Gruppen der 



Diskussion 77 

nativen Kollagenmembranen konstant nachweisbar. Dies könnte auf einer 

Ungenauigkeit des angewendeten ELISA-Sets beruhen. Die erhöhte Konzentration von 

VEGF der JB-Gruppe könnte damit zusammenhängen, dass die benutzten PRF-

Membranen in ihrer Größe variierten und geteilt wurden, um an die eingesetzten 

Kollagenmembranen angepasst zu werden. Gleichzeitig ist es nicht möglich, eine 

gleichmäßige Verteilung von Wachstumsfaktoren innerhalb einer PRF-Membran zu 

garantieren. Auch dies kann zu den Abweichungen zwischen den Gruppen führen. 

Da in der aktuellen Literatur nach Kenntnis des Autors keine Arbeiten existieren, die 

eine Biologisierung von Kollagenmembranen mittels A-PRF+ vornehmen und 

anschließend die Konzentration von VEGF messen, ist ein Vergleich mit anderen Studien 

nur bedingt möglich. Die Konzentration der A-PRF+ lag in dieser Arbeit nach 24h bei 

95,51 pg/ml, nach 96h bei 27,6 pg/ml und nach 168h bei 21,13 pg/ml (s. Abb. 4.1). In 

der Arbeit von Masuki et al. werden deutlich höhere Konzentrationen von etwa 1000 

pg/ml für VEGF angegeben. Jedoch nennt die Forschungsgruppe nicht die gemessene 

VEGF-Isoform und auch nicht den Zeitpunkt der Probenentnahme (284). Schär et al. 

beschreiben in ihrer Arbeit eine VEGF-Konzentration von 852 pg/ml in den hergestellten 

L-PRF Membranen über 28 Tage gemessen. Jedoch stieg hier die VEGF-Konzentration 

kontinuierlich bis zum 7. Tag an (283). Die Studie von Ratajczak et al. aus dem Jahr 

2018 misst ebenfalls höhere VEGF-Level, die sich kontinuierlich vom 2. bis zum 6. Tag 

steigern. Nach 4 Tagen ist die hier gemessene VEGF-Konzentration bei 1322 pg/ml 

(301), zum Vergleich konnte in der vorliegenden Arbeit hier nur eine Konzentration von 

27,60 pg/ml in der PRF-Gruppe und 63,83 pg/ml in der JB-Gruppe gemessen werden (s. 

Tabelle 7.4). Bei Ratajczak kam jedoch ein anderes Zentrifugationsprotokoll mit 2700 

rpm zum Einsatz und es wurde unter Zugabe von Antibiotika und anschließend 

Zentrifugation ein anderes Medium zur Messung der Wachstumsfaktorenfreisetzung 

benutzt. Liang et al. beschreiben in ihrer Studie, bei der die L-PRF mit einem 

vergleichbaren Protokoll zu der Arbeit von Ratajczak hergestellt wurde, deutlich 

geringere VEGF-Konzentrationen von unter 100 pg/ml nach dem ersten Tag und etwa 

350 pg/ml nach sieben Tagen. Jedoch ist auch in dieser Arbeit ein Gipfel der 

Konzentration nach einer Woche beobachtbar. Dies gilt nicht nur für VEGF sondern auch 

für die Konzentrationen von bFGF, EGF, PDGF-AB, TGF-β1, IL-4, IL-6 und MMP-1 

(302). Die ansteigenden VEGF-Level konnten in der vorliegenden Arbeit nicht 

beobachtet werden. Dies kann mit der Teilung der PRF-Membranen zusammenhängen 

oder mit dem ausgewählten Medium. Es könnte ebenfalls zu einer Wechselwirkung 

zwischen dem Kollagen der verwendeten Membranen und dem VEGF aus der A-PRF 
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gekommen sein. Da die Gruppen der biologisierten Kollagenmembranen jedoch keine 

niedrigeren VEGF-Konzentrationen zeigen als die alleinige PRF-Gruppe, scheint dies 

eher unwahrscheinlich als Begründung für die niedrigeren Level und die verändere 

Freisetzungsdynamik. 

Wang et al. vergleichen in ihrer Studie von 2019 eine L-PRF Membran mit einer 

lyophilisierten PRF-Membran. Die Lyophilisierung soll zusätzlich zu der leichten 

Lagerung eine bessere Stabilität aufweisen. In dieser Arbeit wurden ebenfalls 

fragmentierte PRF-Membranen untersucht und nach einer 14-tägigen Inkubation wurden 

die freigesetzten Wachstumsfaktoren gemessen. Es wurden keine signifikanten 

Unterschiede zwischen der verwendeten L-PRF und der lyophilisierten PRF gemessen. 

Hierbei lag die detektierte VEGF-Konzentration bei 95,3 pg/ml (303), was wiederum 

eine geringere Konzentration als in der vorliegenden Studie bedeutet (s. Abb. 4.1). 

Taniguchi et al. beziffern die gesamte Konzentration der von ihnen erzeugten PRP-

Membranen bei männlichen Probanden im Mittel auf 240 pg/ml und bei Frauen deutlich 

geringer auf 140 pg/ml (304). Dieses Ergebnis ist dem der vorliegenden Studie recht 

ähnlich, da hierbei nicht zu verschiedenen Zeitpunkten gemessen wurde, sondern die 

gesamte Konzentration. Die Ergebnisse von Taniguchi et al. stehen jedoch in einem 

Widerspruch zu den Ergebnissen der Arbeiten von Weibrich und Evanson, welche keine 

signifikanten Unterschiede zwischen den Geschlechtern beobachten konnten, bzw. leicht 

erhöhte Konzentrationen für die PRP-Membranen von Frauen sahen (296, 297). 

In der Arbeit von Kleinheinz et al., die 2010 durchgeführt wurde, wird die 

Wechselwirkung von VEGF165 an Kollagen Typ I untersucht, aus welchem auch die in 

der vorliegenden Arbeit verwendeten Kollagenmembranen bestehen. Hierbei stellen die 

Forscher bei Strukturanalysen mittels Raster- und Transmissionselekronenmikroskop 

fest, dass sich ein Komplex aus den beiden Molekülen bildet. Sie konnten eine recht 

stabile VEGF-Freisetzung für die ersten 50h nachweisen, wobei es zunächst eine frühe 

Ausschüttung gab und anschließend das VEGF langsamer durch den Abbau des 

Komplexes freigesetzt wurde. Dieser Komplex scheint sich außerdem positiv auf das 

Überleben des VEGF auszuwirken, da die ermittelte Halbwertszeit für freies VEGF bei 

90 min. lag, die Freisetzung jedoch deutlich länger auf hohem Niveau zu beobachten 

war. Des Weiteren konnten Hinweise für einen Sättigungsprozess beobachtet werden, da 

höhere VEGF-Dosen nicht zu einer höheren Freisetzung führten (305). 

Eine Bindung von VEGF an Fibrinogen und Fibrin wurde durch Sahni et al. 

nachgewiesen. Die Forschergruppe um Sahni zeigt, dass VEGF eine starke Bindung 

eingeht, wobei Fibrin bevorzugt wird. Sie diskutieren, dass dies zusammen mit der 
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Bindung von FGF-2 ein Faktor für die Angiogenese an der Wunde sein kann. Außerdem 

weisen sie nach, dass VEGF durch die Bindung nicht seine Funktionalität einbüßt (306). 

In der Studie von Martino et al. wurde VEGF nach seinen Isoformen aufgeschlüsselt in 

seiner Bindung an die Heparin-bindende Domäne von Fibrin und Fibrinogen untersucht. 

Hierbei wurde deutlich, dass vor allem VEGF-B eine starke Bindung eingeht. VEGF165 

und VEGF121 scheinen hingegen nicht stark gebunden zu werden. In einem 

angeschlossenen Versuch, in dem die Freisetzung von VEGF aus einer Fibrinmatrix 

detektiert wurde, zeigte sich, dass nach einem Tag bereits mehr als 85% entwichen (307). 

In der vorliegenden Arbeit konnte nicht beobachtet werden, dass die biologisierten 

Kollagenmembranen eine verminderte VEGF-Freisetzung im Vergleich zu der alleinigen 

PRF zeigen. Dies spricht gegen einen übermäßigen Verlust von VEGF durch eine 

Komplexbildung mit dem Kollagen der Membranen. Gleichzeitig konnte eine 

langanhaltende Freisetzung gezeigt werden, was durch Komplexbildung von VEGF mit 

dem Kollagen oder Fibrin zusammenhängen könnte. 

 Die schnelle Freisetzung von VEGF in der Studie von Martino et al. unterstützt eher die 

Ergebnisse der vorliegenden Studie mit den über die Zeit sinkenden VEGF-

Konzentrationen im Vergleich zu den Studien von Schär, Ratajzcak und Liang. 

Es ergeben sich weitere interessante Fragen, die es durch nachfolgende Studien noch zu 

klären gilt. Wie gestaltet sich die Verteilung des VEGF in den biologisierten 

Membranen? Kommt es zu einer Bindung von VEGF am Kollagen der Membranen oder 

wird es durch seine Bindungsfähigkeit zu Fibrin in der PRF-Membran gehalten? 

5.1.2 Diskussion der Ergebnisse: TGF-Konzentration 

Die gemessene TGF-Konzentration bezieht sich in der vorliegenden Arbeit auf TGF-β1 

(308). TGF-β1 ist, wie schon in der Literaturdiskussion beschrieben, für die 

Hämatopoese und Differenzierung von Endothelzellen verantwortlich und deshalb 

wichtig für die Angiogenese. 

In der vorliegenden Studie zeigte sich in der ANOVA-Analyse, dass die Zeit als Faktor 

einen signifikanten Einfluss auf die Freisetzung des Wachstumsfaktors hat. Ein 

statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Membranen konnte nicht 

nachgewiesen werden (s. Abschnitt 4.1.1.). In den Post-hoc Tests ergaben sich jedoch 

unterschiedliche Freisetzungsdynamiken für die verschiedenen biologisierten 

Membranen und die PRF. So wurden für die MB- und PRF-Gruppen signifikant 

verringerte TGF-β1-Konzentrationen nach 96h (MB) bzw. 128h (MB und PRF) 

gemessen. Die anderen beiden biologisierten Membranen zeigen zwar ebenfalls eine 
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Verringerung des TGF-β1, diese war jedoch nicht statistisch signifikant. Die höchsten 

Werte für die Freisetzung nach 24h wurden in der CB-Gruppe (8001,84 pg/ml) und der 

PRF-Gruppe (8010,73 pg/ml) gemessen (vgl. Abb. 4.2). 

In der Literatur konnten nach Recherche keine Arbeiten gefunden werden, die eine TGF-

β1-Freisetzung aus mittels PRF biologisierten Kollagenmembranen messen. Deshalb 

erfolgt hier auch vor allem ein Vergleich mit Studien, welche die TGF-Konzentration in 

PRF-Membranen nachweisen. Masuki et al. geben deutlich höhere Level für TGF-β in 

der A-PRF an, so liegt hier die Konzentration bei 400 ng/ml, einem Vielfachen der 

gemessenen 8 ng/ml in der vorliegenden Studie (284). Die Arbeit von Schär et al. gibt 

hingegen für die L-PRF nur eine TGF-β1-Konzentration von 37,8 ng/ml an. Hier zeigte 

sich eine Freisetzungsdynamik, bei der ein Maximum nach 7 Tagen erreicht wird (283). 

Wang et al. hingegen messen in ihrer Studie in dem erzeugten L-PRF TGF-β-Werte von 

210,5 pg/ml (303). Die vorliegenden Ergebnisse der verschiedenen Studien zeigen eine 

hohe Variabilität. Dies stützt die These von Weibrich et al., dass die interindividuellen 

Unterschiede der vorhandenen Wachstumsfaktoren in Thrombozytenkonzentraten 

extrem ausgeprägt sind (296). Zusätzlich erschwert die Verwendung verschiedener PRF-

Varianten den Vergleich zu anderen Studien. 

Da in der vorliegenden Studie im Vergleich zu anderen eine verringerte Freisetzung von 

TGF-β1 über die Zeit beobachtet wurde, müssen die konträren Ergebnisse diskutiert 

werden. Ein eventueller Zusammenhang mit der Kopplung an eine Kollagenmembran 

könnte die Ursache sein. 2006 untersuchten Caballé-Serrano et al. die 

Wechselwirkungen von BCM, welches TGF-β1 enthält, und einer nicht kreuzvernetzten 

Kollagenmembran porciner Herkunft. Hierbei stellten sie fest, dass die 

Kollagenmembran das TGF-β absorbiert und dies auch nach längerer Zeit weiterhin 

abgeben kann. Die Tatsache, dass die Genexpression in den untersuchten Fibroblasten 

unabhängig von der Oberfläche der Membran und von UV-Einstrahlung war, lässt die 

Forschungsgruppe von einer stabilen Bindung ausgehen (309). Stähli et al. untersuchen 

in einem ähnlichen Versuchsaufbau die Wechselwirkungen von TGF-β sowie EMD und 

verschiedenen Kollagenmembranen. Die verwendeten Kollagenmembranen gleichen 

denjenigen der vorliegenden Arbeit. Hierbei stellen sie fest, dass sowohl EMD als auch 

TGF-β eine Bindung mit den Kollagenmembranen eingeht. Der Nachweis von TGF-β 

bzw. einer TGF-β-ähnlichen Aktivität des EMD geschah über den Nachweis der 

Genexpression von IL11, NOX4 und PRG4 in Fibroblasten. Die Tatsache, dass es nach 

Waschungen der Membranen und ohne Zugabe von Kollagenasen auch nach fünf Tagen 
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noch zu einer Stimulation der Genexpression kam, ließ die Forschergruppe von einer 

starken Bindung ausgehen. Die Natur der Bindung bleibt jedoch weiterhin unklar (250). 

Martino et al. untersuchten 2003 die Bindung verschiedener Wachstumsfaktoren an die 

Heparin-bindende Domäne von Fibrin und Fibrinogen. Hierbei zeigten sie, dass TGF-β1 

und TGF-β2 jeweils eine starke Bindung zu Fibrin(ogen) ausbilden. In anschließenden 

Versuchen wurde die Freisetzung der Wachstumsfaktoren aus einer Fibrinmatrix 

gemessen, wobei TGF-β ein verzögertes Freisetzungsverhalten im Vergleich zu weniger 

stark bindenden Wachstumsfaktoren wie etwas VEGF zeigte (307). 

Di Summa et al. untersuchen deshalb die Auswirkungen der Kopplung von PRF-

Membranen mit Kollagenmembranen und Titanoberflächen. Hierbei stellen sie fest, dass 

das TGF-β durch die beiden Materialien absorbiert wird. Dies gelang über den Nachweis 

der durch TGF-β induzierten Genexpression von IL11, NOX4 und PRG4. Die 

untersuchten Kollagenmembranen wurden 1h mit TGF-β inkubiert und anschließend 

gewaschen. Das galt dem Forscherteam als Beweis dafür, dass TGF-β Bindungen mit 

dem Kollagen der Membran eingeht und trotzdem weiterhin aktiv und in der Lage ist, 

Gene zu stimulieren (310). 

Die Frage, wie die Bindung zwischen TGF-β und Kollagen respektive Fibrin 

charakterisiert ist und die Stärke der jeweiligen Bindung, könnte zu einer Beantwortung 

für die veränderte Freisetzungsdynamik im Vergleich zu anderen Studien führen. 

Nichtsdestotrotz war auch die Freisetzung aus der PRF-Gruppe geringer und schneller 

als bei vergleichbaren Studien, wie auch schon bei den Versuchen zu der Freisetzung 

von VEGF beschrieben. Durch die verschiedenen verwendeten PRF-Typen ist nur eine 

bedingte Vergleichbarkeit gegeben. 

Da jedoch in der vorliegenden Studie die höchsten Wachstumsfaktorenkonzentrationen 

innerhalb der ersten 24h freigesetzt wurden, wurde bei den anschließenden 

Angiogenesemodellen ein Beobachtungszeitraum von ebenjenen 24h gewählt. 

5.2 YSM zur Messung der Angiogenese 

Angiogenesemodelle nehmen eine wichtige Rolle in der Erforschung der Angiogenese 

unter physiologischen und pathologischen Bedingungen ein. Gerade in der 

Tumorforschung ist die Angiogenese ein zentraler Dreh- und Angelpunkt, um neue 

Therapien zu entwickeln (108, 109). 

Angiogenesemodelle haben verschiedene Limitierungen. Die in vitro Modelle können 

das komplexe Zusammenspiel aus EZM, verschiedenen in die Angiogenese involvierten 

Zelltypen, hämodynamischen und metabolischen Faktoren nicht ausreichend abbilden. 
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Sie sind vor allem dafür geeignet, erste Annäherungen an die Vorgänge zu generieren. 

Außerdem sind in vitro Versuche gut dafür geeignet, hohe Fallzahlen zu generieren. Die 

hierbei erhaltenen Ergebnisse müssen jedoch in vivo bestätigt werden. In vivo Modelle 

haben mit eigenen Limitationen zu kämpfen. Hier sind vor allem ethische Probleme 

durch das Wohl der Tiere, niedrige Fallzahlen bei hohen Kosten und andere 

Voraussetzungen als im menschlichen Organismus zu nennen. Dazu gehören in Modellen 

mit kleinen Tieren etwa veränderte hämodynamische Gegebenheiten (108). 

Das YSM-Modell gehört zu den in vivo Angiogenesemodellen. Deutlich häufiger 

verwendet wird das CAM-Modell, welches derselben Modellgruppe angehört. 

Nichtsdestotrotz ist das YSM Modell in der experimentellen Forschung bereits seit 

Jahren Bestandteil der Angiogeneseforschung. Zuerst beschrieben Rosenbruch und 

Holst 1990 in ihrer Arbeit die Eignung des YSM-Modells für toxikologische Studien. 

Sie postulierten als optimalen Applikationszeitpunkt den 4. Tag nach Beginn der 

Inkubation und maßen die Toxizität semiquantitativ durch hämorrhagische Ereignisse 

(Größe und Anzahl) auf der YSM. Als wichtigen Aspekt, welcher das YSM-Modell über 

das CAM-Modell stellt, nannten sie das noch nicht ausgebildete Nervensystem in den 

ersten Tagen der Embryonalzeit (252, 311). Im Vergleich hierzu ist nach 10-14 Tagen, 

was der Beobachtungszeit für das CAM-Modell entspricht, bereits das Nervensystem 

weiter fortgeschritten und man kann Reflexe nachweisen sowie sensible Empfindungen 

des Embryos (312). 

Heutzutage steht die Benutzung von Tiermodellen zur Forschung vor großen 

Herausforderungen und steht in der Gesellschaft häufig in der Kritik. Dieser großen 

Verantwortung sind sich Forscher bewusst und trotz der Unerlässlichkeit von 

Tierversuchen besteht Übereinkommen darüber, dass Tierversuche auf ein Minimum 

reduziert werden müssen. So soll vor allem das Wohl der Tiere in den Mittelpunkt 

gestellt werden. Deshalb sollen sich Tierversuche an dem 3R-Prinzip (reduce, refine, 

replace) orientieren, also das Vermeiden, Verringern und Verbessern der Versuche (313). 

Dies führte zu der Beliebtheit u.a. von Hühnerembryonen und einem weitgehenden 

Verzicht von größeren Tieren in der Angiogeneseforschung. So gesehen, kann man das 

YSM-Modell im Rahmen des 3R-Prinzips als weitere Verbesserung des CAM-Modells 

sehen. 

Die Studie von Jin et al. aus dem Jahr 2013 untersucht die Vaskulogenese und 

Angiogenese in Abhängigkeit von der Glucosekonzentration. Hierzu wurden sowohl das 

YSM- als auch das CAM-Modell verwendet. Es wurde jeweils ein Silikonring auf die 

Membran gegeben, in welchem die Glucose in verschiedenen Konzentrationen appliziert 
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wurde. Es zeigte sich, dass die Glucose mit zunehmender Konzentration eine 

antiangiogene Wirkung entfaltet. Dies wurde zum einen durch eine verminderte 

Gefäßdichte der YSM und zum anderen durch eine verringerte Ausdehnung des 

Gefäßplexus ermittelt. Die angeschlossenen Versuche mit dem CAM-Modell bestätigten 

die Ergebnisse (314). Eine Forschergruppe um Wang und Ma benutzte das YSM-Modell 

2015 zur Untersuchung des Einflusses von Ethanol und Koffein auf die Angiogenese 

(315, 316). In der Studie zum Einfluss von Koffein auf die Angiogenese werden die 

YSM und CAM mit der humanen Placenta verglichen, wobei morphologisch einige 

Ähnlichkeiten beschrieben werden. Des Weiteren kam es zu einer Bestimmung der 

Expression von Genen, die für die Angiogenese wichtig sind. Hierbei stellen die 

Forscher ebenfalls eine Ähnlichkeit in der Expression zwischen YSM und CAM fest und 

können zentrale bioaktive Faktoren für die Angiogenese wie VEGF, VEGFR2, IGF2, 

HIF-2 nachweisen. Die antiangiogene Wirkung des Koffeins kann sowohl im YSM- als 

auch im CAM-Modell nachgewiesen werden, sie zeigen darüber hinaus eine verminderte 

Expression proangiogener Faktoren wie VEGF, was sie als Ursache der verminderten 

Angiogenese angeben (315). In einer zweiten Studie, die mit Ethanol durchgeführt 

wurde, zeigen sie vergleichbare Ergebnisse für diese Substanz. Es kam zu einer 

verkürzten Lebensdauer der Zellen der YSM und CAM, zu einer verminderten 

Expression proangiogen wirksamer Wachstumsfaktoren sowie zu einer verringerten 

Blutgefäßdichte (30% in der Kontrollgruppe vs. 15-20% in den Ethanolgruppen) und 

einer verminderten Ausdehnung des Gefäßplexus. Die meisten Ergebnisse waren 

abhängig von der zugeführten Ethanolmenge, d.h. eine erhöhte Zugabe von Ethanol hatte 

schwerwiegende antiangiogene Auswirkungen (316). Diese Ergebnisse demonstrieren 

die Eignung des YSM als Modell zur Erforschung der Angiogenese.  

2018 erfolgte durch As at al. eine Etablierung des YSM-Modells. Hierbei wurden 

antiangiogene Substanzen auf die YSM appliziert. Hierbei gab es unbehandelte YSMs, 

welche als Kontrolle dienten, mittels 0,9%-iger NaCl behandelte YSMs, welche als 

vehincle control dienten, und Applikationen von Arginin und Avastin als pro- und 

antiangiogen wirksame Substanzen für die positiv Kontrollgruppe. Durch diese breite 

Auswahl an Gruppen lassen sich die Effekte der applizierten Substanzen gut 

einschätzen. Die Forschungsgruppe kam zu dem Ergebnis, dass das in ovo YSM-Modell 

vergleichbare Untersuchungen wie das CAM-Modell ermöglicht, und dass die Kosten 

geringer sind, da der Bebrütungszeitraum von über 10 Tagen auf maximal 5-6 Tage 

begrenzt ist. Außerdem konnte ein hohes Überleben der Eier über alle Gruppen von 

insgesamt 97,77% bei 180 Versuchsobjekten erreicht werden. Des Weiteren waren die 
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Ergebnisse für die Veränderung der Gefäßanzahlen in YSM- und CAM-Modell für die 

Gruppen miteinander vergleichbar (317). Es stellt sich trotz der Studie weiterhin die 

Frage, ob die Unterschiede zwischen den einzelnen pro- und antiangiogen wirksamen 

Substanzen in beiden Modellen gleich gut abgebildet werden können. Hier fällt bei 

Durchsicht der Ergebnisse auf, dass die Unterschiede zwischen den proangiogenen 

Gruppen für die Werte der quartären Gefäße im YSM-Modell weniger stark ausgeprägt 

sind als beim CAM-Modell, was auf ein geringeres Ansprechen der Gefäße in der YSM 

hinweisen könnte. 

5.2.1 Diskussion der Ergebnisse: Gefäße und Verzweigungspunkte 

Zur Messung der Angiogenese im Modell mit Hühnerembryonen gibt es verschiedene 

Methoden, die sich in quantitative und semiquantitative unterteilen lassen. Zur 

Evaluation gehören die Quantifikation von anti- und proangiogenen Wachstumsfaktoren, 

Hormonen und die Expression von Genen, die für die Angiogenese wichtig sind (278). 

Um die unmittelbaren Auswirkungen dieser bioaktiven Moleküle zu messen, werden 

verschiedene wichtige Endpunkte für die Angiogenese herangezogen: die Anzahl der 

Gefäße in einem definierten Bereich, Anzahl der Verzweigungspunkte von Gefäßen in 

einem definierten Bereich, Gefäßdichte und durchschnittliche Gefäßlänge (263, 278, 

318, 319). Häufig wird mittels eines digitalen Mikroskops ein Bild der YSM oder CAM 

gemacht, welches später ausgewertet werden kann. Hierbei kann auch auf die Hilfe von 

Software-Programmen zurückgegriffen werden. Dies kann die Ermittlung der 

Gefäßdichte und durchschnittliche Gefäßlängen erleichtern oder erst ermöglichen (318).  

Nguyen et al. beschreiben 1993 in ihrer Studie eine spezielle Form des Nachweises zur 

Angiogenese. Hierzu wird auf die CAM ein Kollagengel zwischen zwei Gitter 

aufgetragen. Die zu untersuchenden Stoffe werden in das Kollagengel gemischt und es 

kommt zu einer vertikalen Angiogenese in das Kollagengel hinein. Als Argument für 

eine genauere Quantifikation der Angiogenese führen die Autoren an, dass die vertikale 

Angiogenese nicht fehleranfällig sei für normale Wachstumsprozesse des 

Gefäßnetzwerkes innerhalb der CAM oder Kontraktionen der Membran durch 

Verschiebungen des pH-Wertes und Verletzungen der Oberfläche. Ein weiterer positiver 

Effekt ist, dass das Kollagen einen weißen Hintergrund bietet, von dem sich die Gefäße 

gut abgrenzen lassen (320). Aufgrund der leichteren Handhabung wird dennoch meist 

die Angiogenese in der Ebene der YSM oder CAM gemessen, wie auch in der 

vorliegenden Arbeit geschehen. 
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Im YSM-Modell wurden mit einem Auflichtmikroskop die Bilder gemacht und 

anschließend die Gefäße pro mm² und Gefäßverzweigungspunkte pro mm² ausgezählt. 

Hierbei zeigten sich Werte von 50,71 - 51,93 Gefäßverzweigungspunkte pro mm² im 

Durchschnitt für die biologisierten Gruppen, wobei die CB-Gruppe die höchste Anzahl 

zeigte. In der PRF-Gruppe wurden 49,86 Gefäßverzweigungspunkte pro mm² gezählt. 

Zwischen den Gruppen herrschten keine signifikanten Unterschiede, in den 

biologisierten Gruppen wurden jedoch signifikant mehr Gefäßverzweigungspunkte pro 

mm² beobachtet als bei den jeweiligen nativen Kollagenmembranen. Auffällig war die 

signifikant höhere Anzahl an Gefäßverzweigungspunkten in der Kontrollgruppe, der 

unbehandelten YSM, im Vergleich zu den Gruppen der nativen Kollagenmembranen. Die 

Ergebnisse der Gefäße pro mm² sind analog zu denjenigen der 

Gefäßverzweigungspunkte pro mm², mit Ausnahme eines Angleichens der nativen 

Kollagenmembran-Gruppen und der unbehandelten YSM-Kontroll-Gruppe (s. Abschnitt 

4.2.1, 4.2.2, s. Tab. 7.6, 7.7). 

Die Gruppenstärke betrug jeweils n=28 (s. Abschnitt 4.2). Damit waren die Gruppen 

vergleichbar mit der Studie von As et al., welcher eine Gruppengröße von n=30 zugrunde 

lag (317), Ma et al. untersuchten Gruppen von n=25 (315), wohingegen die Studie von 

Wang et al. aus dem Jahr 2015 mit einer deutlich kleineren Gruppengröße von n=10 

arbeitete (316). Dies zeigt, dass die Stichprobe der vorliegenden Arbeit im Vergleich zu 

anderen Studien gleichwertig oder gar größer ist, die erzeugten Ergebnisse also von nicht 

unerheblichem Wert sind. 

As legte in seiner Studie der Auswertung der Gefäße eine andere Zählweise zugrunde 

als die vorliegende Arbeit. Er ordnete die Gefäße nach ihrem Rang, d.h. in Gefäße erster, 

zweiter, dritter und vierter Ordnung. Hierbei waren die Gefäße erster Ordnung 

diejenigen, die direkt ohne Verzweigung aus dem Embryo entsprossen. Nach jeder 

Verzweigung fallen die Gefäße in ihrem Rang bis hin zu den Gefäßen vierter Ordnung, 

zu denen das Kapillarnetzwerk gehört. Außerdem wurde in dieser Studie ein 300x300 

Pixel großes Fenster händisch ausgezählt, was allerdings nicht näher in einen 

Größenbezug gestellt wurde (321). Diese fehlende Bezugsgröße verhindert eine 

Vergleichbarkeit der absoluten Ergebnisse zu der vorliegenden Studie. Viele andere 

Arbeiten beschreiben jedoch im YSM-Modell meist die Gefäßdichte, so geschehen bei 

Wang et al. (316), Jin et al.(314) und Jiao et al. (322). Auffällig ist, dass die eben 

genannten Arbeiten ihre Bilder in einer deutlich niedrigeren Vergrößerung 

aufgenommen haben als es in der vorliegenden Arbeit der Fall war. Es war zwar in keiner 

der Arbeiten eine genaue Vergrößerung angegeben, jedoch ist die niedrigere 
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Vergrößerung augenfällig bei Durchsicht der Ergebnisse der Studien. Die recht hohe 

Vergrößerung von 50x rückt den Fokus der Angiogenese hinein in den kapillären Bereich 

und weg von den großen Gefäßen der YSM. Dementsprechend wären die verschiedenen 

Ergebnisse der gemessenen Gefäße nur bedingt bis gar nicht miteinander vergleichbar. 

Es muss ebenfalls in Betracht gezogen werden, dass während der Durchführung der 

Untersuchung weiterhin Angiogenese und Vaskulogenese von statten gehen. Das 

Untersuchungsobjekt ist nicht starr, auch durch äußere Einflüsse geprägt und damit ist 

die Messung der Angiogenese hier stets schwierig isoliert untersuchbar. Wang et al. 

beschreiben in ihrer Studie die Vergrößerungsrate der YSM-Region, der Blutgefäßregion 

auf der YSM und der Gefäßdichte innerhalb von 12h, nachdem die Embryonen zuvor 

60h inkubiert wurden. Hierbei kommen sie auf eine Vergrößerung der Gefäßregion von 

120% und der Gefäßdichte von etwa 70% (323). Dies zeigt das schnelle Wachstum der 

YSM und die Notwendigkeit einer Kontrollgruppe, um zwischen den pro- bzw. 

antiangiogenen Eigenschaften der applizierten Substanz und der durch die Entwicklung 

stattfindenden Angiogenese unterscheiden zu können. 

Die Einordnung der Gefäße nach Rängen ermöglicht sicherlich eine bessere 

Vergleichbarkeit zwischen verschiedenen Studien und ist weniger anfällig für Fehler 

aufgrund des ausgewählten Ausschnittes der YSM, allerdings muss auch hier eine feste 

Bezugsgröße festgelegt werden, um Studien untereinander vergleichen zu können. 

Hierfür eignet sich das Auszählen pro Quadratmillimeter oder Quadratzentimeter, da 

dies gebräuchliche Größen sind, abgeleitet von der SI-Einheit Meter und leicht 

standardisierbar (324). 

5.2.2 Diskussion der Ergebnisse: HE Färbung 

Die histologische Untersuchung der YSM wird auch in anderen vergleichbaren Studien 

durchgeführt. Sie dient der Validierung der Ergebnisse aus den vorherigen Ergebnissen 

der Auszählung der Gefäße. Die Gefäßverzweigungspunkte sind hierbei jedoch nicht 

nachvollziehbar, da ein histologischer Schnitt immer nur einen kleinen Ausschnitt des 

Gesamten zeigt und nur selten den Verlauf von Gefäßen. Die Ausrichtung der Schnitte 

(horizontal vs. vertikal) ändert ebenfalls das Ergebnis der Auszählung von Gefäßen. In 

der vorliegenden Studie wurde eine horizontale Schnittführung der YSM gewählt, da 

hierdurch ein repräsentativerer, weil größerer Ausschnitt untersucht werden kann. Durch 

die dünne YSM kommt es in der Tiefe der Membran trotzdem zu einem „blinden Fleck“, 

welcher bei dieser Methode nicht sichtbar wird. Allerdings ist die Entnahme des 

betroffenen Abschnitts der YSM leichter zu standardisieren als bei einer vertikalen 
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Probenentnahme. In der vorliegenden Studie wurde dementsprechend immer die 

gesamte YSM unter der zu untersuchenden Membran entnommen. Bei einer vertikalen 

Schnittführung ist der untersuchte Ausschnitt unter der Membran sehr variabel und 

durch diese Variabilität entsteht eine gewisse Fehleranfälligkeit. 

Wang et al. beschreiben in ihrer Arbeit die Auswirkung von hoher Salzexposition auf 

den Hühnerembryo u.a. durch das Gefäßnetzwerk der YSM. Hierbeimaßen sie die 

Gefäßdichte, welche in der unbehandelten YSM bei 9,02% lag und mittels einer 

Software ermittelt wurde, und analysieren danach histologische Schnitte aus der YSM. 

Sie beschreiben in der histologischen Auswertung HE-gefärbte Schnitte. Die definierten 

Endpunkte waren der Gefäßdurchmesser und die Anzahl an Gefäßen in der YSM. In der 

unbehandelten YSM zählen sie pro Schnitt 6,4 Gefäße (325). Zum Vergleich wurden in 

der vorliegenden Studie 13,19 Gefäße pro mm² in der YSM Gruppe ausgezählt. Die 

histologischen Schnitte wurden bei Wang et al. im Gegensatz zu der vorliegenden Studie 

vertikal durch die YSM angefertigt und nicht horizontal. Dies könnte die geringere 

Anzahl an gezählten Gefäßen gegenüber der vorliegenden Studie erklären. 

5.2.3 Diskussion der Ergebnisse: Immunhistochemische Färbungen 

In der vorliegenden Studie wurden ferner nach der HE Färbung weitere 

immunhistochemische Färbungen der Schnitte mit einem α-SMA-Antikörper und einem 

CD105-Antikörper durchgeführt. α-SMA ist ein Protein, welches in glatten 

Muskelzellen und Perizyten exprimiert wird (326, 327). Hiermit zeigt eine 

immunhistochemische Färbung mit α-SMA an, wo sich diese beiden Zelltypen befinden, 

ist damit also ein indirekter Nachweis für das Vorhandensein von Gefäßen. Nach der 

Aussprossung sind die neuen Gefäße zunächst nur Endothelzellrohre, ohne weitere 

Wand. Deshalb rekrutieren die Endothelzellen im Prozess der Reifung murale Zellen wie 

Perizyten und glatte Muskelzellen, die sich zur Stabilisierung um das bestehende 

Endothelzellrohr legen (203). Wichtige Wachstumsfaktoren in diesem Zusammenhang 

sind vor allem PDGF-B und TGF-β, die für die Rekrutierung, Differenzierung der 

muralen Zellen und deren Adhäsion an das Endothelzellrohr sorgen (203). Diesen 

Umstand machten sich auch Kobayashi et al. in ihrer Studie von 2015 zunutze, färbten 

jedoch Schnitte aus der CAM und nicht der YSM (247).  

In der vorliegenden Studie wurden für die Auswertung der α-SMA- Färbung signifikante 

Unterschiede für die bioaktivierten Kollagenmembrangruppen im Vergleich zu den 

nativen Kollagenmembrangruppen gefunden. So fand sich eine 1,44-1,69-fache 

Vermehrung der Gefäßzahl durch die Bioaktivierung. Tendenziell waren auch für die 
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Ermittlung des Anteils an α-SMA+-Zellen die Prozentzahlen für die bioaktivierten 

Gruppen höher als für ihre jeweiligen Vergleichsgruppen, ein signifikanter Unterschied 

fand sich jedoch nur im Vergleich von der CB- und CN-Gruppe (s. Abschnitt 4.3.2). Ein 

Grund für die Diskrepanz zwischen den Ergebnissen der ausgezählten α-SMA+-Gefäßen 

und der Ergebnisse des Anteils an α-SMA+-Zellen am gesamten Schnitt ist vermutlich 

in der Tatsache zu finden, dass die Rekrutierung der muralen Zellen bis zu 48h dauert. 

Benjamin et al. fanden in einem Modell der Retina von Nagetieren heraus, dass nach 2 

Tagen nur die größeren Arteriolen mit Perizyten bedeckt waren, obwohl das 

Gefäßnetzwerk bereits voll ausgebildet war. Es dauerte 10 Tage, bevor die primären 

Verzweigungen mit Perizyten bedeckt waren und erst nach 18 Tagen kam es zu einer 

Umhüllung der sekundären und tertiären Verzweigungen (328). Trotzdem bedienen sich 

viele Studien der α-SMA-Färbung im Zusammenhang mit dem Nachweis der 

Angiogenese (247). Hiermit waren nach dem Beobachtungszeitraum von 24h also häufig 

der Prozess der Reifung der Gefäße noch nicht abgeschlossen und somit noch keine 

signifikant erhöhte Anzahl an α-SMA+-Zellen in dem Schnitt zu finden. Lin et al. weisen 

nach, dass die α-SMA-Expression über die Zeit konstant ist. Der Fehler liegt also nicht 

in einer erst über die Zeit zunehmenden bzw. späteren α-SMA-Expression (329). 

In der Studie von Kobayashi et al., in welcher verschiedene Thrombozytenkonzentrate 

gegeneinander getestet werden und auf die CAM aufgetragen werden, wurden ebenfalls 

histologische Untersuchungen gemacht. Die erfolgte α-SMA-Färbung zeigte Ergebnisse 

von über 50 α-SMA+-Gefäßen pro mm² für die unbehandelte CAM und von über 100 α-

SMA+-Gefäßen für die PRF-Gruppe (247). Zum Vergleich zeigten sich in der 

vorliegenden Studie lediglich 13,93 Gefäße pro mm² in der YSM-Gruppe und 19,26 

Gefäße in der PRF-Gruppe (s. Abschnitt 4.1.6). Ein Grund für den eklatanten 

Unterschied der Ergebnisse könnte die Tatsache sein, dass die CAM stärker 

vaskularisiert ist als die YSM. Des Weiteren ist der starke Anstieg der Gefäße in der PRF 

im Vergleich zu der CAM in der Studie von Kobayashi eventuell auch der längeren 

Inkubationszeit von 3 Tagen im Vergleich zu dem einen Tag in der vorliegenden Studie 

geschuldet. 

Des Weiteren sind diese Ergebnisse auch in anderen Tiermodellen nachweisbar, so 

geschehen bei Chen et al.. Untersucht wurde der Einfluss von einer Mischung aus PRF 

und aus Fettgewebe gewonnenen Stammzellen auf die Heilung von oralen und 

maxillofacialen Defekten. Hierbei wurde eine immunhistochemische Färbung für den 

Faktor VIII angewandt, um Gefäße nachzuweisen. Es konnte eine signifikante 
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Steigerung der Gefäßzahl von 11,2 Gefäßen pro mm² auf 22,3 in der PRF-Gruppe und 

26,4 in der kombinierten Gruppe beobachtet werden (219). 

Endoglin (CD105) ist ein Marker für proliferierende Endothelzellen von Blutgefäßen 

(248). Die Aufgabe von CD105 ist die Modulation der Signalantwort von TGF-β, dieser 

Aufgabe kommt es als TGF-β Typ III Rezeptor nach (330, 331). CD105 wird von aktiven 

Gefäßendothelzellen exprimiert und kann deshalb als Marker für die Angiogenese 

eingesetzt werden. Endothelzellen, die sich in ihrer Ruhephase befinden, exprimieren 

hingegen kein CD105 (331). CD105 ist essentiell für die Ausbildung eines gut 

funktionierenden Gefäßnetzwerkes, dies zeigt sich bei Krankheiten wie der hereditären 

hämorrhagischen Teleangiektasie (HHT), für welche ein Defekt im Endoglingen zu 

Gefäßmalformationen und einem Verlust der Kapillaren führt (332). Die Wichtigkeit von 

CD105 für die Angiogenese konnte auch für das Huhn von Raab et al. in ihrer Arbeit 

von 1999 gezeigt werden (333). Rossi et al. beschreiben weiterhin, dass das CD105 von 

Hühnern demjenigen von Säugetieren sehr ähnlich ist. Trotz dieser hohen Ähnlichkeit 

konnten sie keine funktionale Bindung von humanem TGF-β und dem CD105 von 

Hühnern nachweisen (334). In der vorliegenden Studie zeigte sich für alle bioaktivierten 

Gruppen eine signifikant erhöhte Gefäßzahl pro mm². Die MB-Gruppe zeigte hierbei die 

höchste Gefäßzahl mit 29,48 Gefäßen pro mm² und auch die höchste Steigerung der 

Gefäßzahl im Vergleich mit der nativen Kontrollgruppe mit einer 2,92-fachen Erhöhung. 

Gleichzeitig zeigte die MB-Gruppe auch im Vergleich zu den anderen biologisierten 

Gruppen eine signifikant erhöhte Gefäßzahl. Ebenfalls auffällig war, dass die reine PRF-

Gruppe die geringsten Gefäßzahlen aufwies und signifikant verminderte Zahlen für die 

Gefäße pro mm² im Vergleich zu den biologisierten Kollagenmembrangruppen zeigte (s. 

Abschnitt 4.3.3). Da das eingesetzte PRF humane Wachstumsfaktoren enthielt, könnte 

es zu einer verminderten Endothelzellaktivierung gekommen sein, dies erklärt allerdings 

nicht den Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen. Ein eventueller Einfluss des 

Kollagens aus den eingesetzten Kollagenmembranen auf das Endoglin kann diskutiert 

werden. In der aktuellen Literatur findet sich jedoch keine Arbeit, die sich der 

Interaktion dieser beiden Moleküle widmet. 

Raab et al. beschreiben die Angiogenese in der CAM ebenfalls anhand einer Färbung 

von Endoglin, die angefertigten histologischen Schnitte wurden jedoch nicht 

quantifiziert. Es erfolgte lediglich der Nachweis, dass Endoglin tatsächlich in den 

Gefäßen vorhanden ist (333). Ferician et al. untersuchten in ihrer Studie von 2015 

ebenfalls histologische Schnitte aus der CAM, nachdem zuvor ein Nierenzellkarzinom 

implantiert wurde. Die Färbung folgte u.a. mit CD105-Nachweis. Allerdings werden die 
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Ergebnisse in Gefäßen pro Sichtfeld bei 400-facher Vergrößerung angegeben und es 

wurde auch nur die Anzahl in der CAM mit implantierten Nierenzelltumorenberichtet, 

die bei 30 CD105+-Blutgefäßen pro Sichtfeld lag (335). Immunhistochemische 

Färbungen mit CD105 werden auch in anderen Tiermodellen verwendet, wie etwa bei 

Nagern. Aktuelle Versuche mit Monoklonalen Antikörpern gegen Endoglin zur 

Verminderung des Tumorgefäßwachstums zeigen eine signifikante Effektivität (336-

338). Die fehlenden Studien zum Vergleich der Ergebnisse der vorliegenden Studie 

machen eine Einordnung in die Gesamtliteratur schwierig. Es ist jedoch möglich, eine 

Konsistenz der Ergebnisse innerhalb der Arbeit zu erkennen. So wurden für die PRF 

Gruppe in der HE-Färbung 17,48 Gefäße pro mm² ausgezählt, in der α-SMA-Färbung 

waren es 19,26 Gefäße und in der CD105-Färbung 15,11 Gefäße. Exemplarisch sollen 

noch die Ergebnisse von der JB-Gruppe aufgeführt werden: HE-Färbung: 20,59; α-SMA-

Färbung: 20,3; CD105-Färbung: 20,89 (s. Abschnitte 4.3.1, 4.3.2, 4.3.3). Die Ergebnisse 

der verschiedenen Färbungen liegen also sehr nah beieinander, was ein Indiz dafür ist, 

dass sie die Wirklichkeit gut abbilden. Kleinere Abweichungen können durch das 

unterschiedliche Anschneiden der histologischen Schnitte und Fehler beim Zählen 

erklärt werden. 

5.3 CAM zur Messung der Angiogenese 

Die CAM ist ein sehr beliebtes in vivo Modell zur Untersuchung der Angiogenese. Sie 

eignet sich aufgrund der leichten Handhabe und der Möglichkeit hohe Fallzahlen zu 

generieren hervorragend als Untersuchungseinheit. Gleichzeitig steht sie im Einklang 

mit den 3R-Richtlinien zum Schutz von Labortieren im Zusammenhang mit der 

Forschung (266). 

Es gibt verschiedene Protokolle des CAM-Modells, was eine Vergleichbarkeit der 

Untersuchungsergebnisse erschwert. Meist wird am 9. oder 10. Tag die Applikation des 

zu untersuchenden Stoffes oder Materials vorgenommen. Anschließend wird dieser nach 

einer bestimmten Inkubationszeit ausgewertet (339-341). Wilting et al. postulierten 

1991, dass eine Applikation erst ab dem 13. Tage erfolgen sollte, da vorher die 

Angiogenese noch nicht abgeschlossen  und die Rate an positiven und negativen 

Antworten auf die Trägerstruktur des zu untersuchenden Stoffes deutlich höher sei 

(341). Es gibt jedoch auch Lehrmeinungen, die den optimalen Zeitpunkt der Applikation 

auf den 7. Tag datieren, da hier die Gebiete zwischen den großen Gefäßen noch nicht 

stark vaskularisiert sind. Das Immunsystem des Hühnerembryos ist noch nicht voll 

ausgebildet und die Interaktion zwischen dem Material und dem sich entwickelnden 
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Mesoderm bietet zu diesem Zeitpunkt ein optimales Umfeld für sich neu entwickelnde 

Gefäße (266). 

Die Angiogenese der CAM kann in drei Phasen eingeteilt werden. Die erste dauert etwa 

von Tag 5-7, wobei der vorherrschende Mechanismus das Aussprießen neuer Gefäße ist. 

Hier kommt es zu einem raschen Anstieg der Anzahl von Kapillaren. Schlatter et al. 

gehen in ihrer Arbeit davon aus, dass zu diesem Zeitpunkt vor allem eine Vermehrung 

durch ein Aussprossen stattfindet (340). In der zweiten Phase, welche von Tag 8-12 

andauert, wird die Intussuszeption wichtiger. Trotz eines weiteren Anstiegs der 

Gefäßdichte der CAM können kaum noch Aussprossungen neuer Gefäße beobachtet 

werden. In der letzten Phase, den Tagen 13 und 14, dehnt sich zwar das Gefäßnetz weiter 

aus, die Komplexität reduziert sich jedoch eher. Die Gefäßdichte nimmt ab und der 

interkapilläre Abstand nimmt wieder zu (270, 340). Dies deckt sich mit der Arbeit von 

Wilting et al., die forderten, dass die Untersuchungen zur Angiogenese erst ab dem 13. 

Tag stattfinden sollten (341). 

Ein Problem bei einer solch späten Applikation ist die Ausbildung des Immunsystems 

ab dem 11. Tag. So konnten Janse et al. ab dem 13.-14. Tag eine zellvermittelte 

Immunreaktion feststellen, indem sie Leukozyten und Phagozyten in verschiedenen 

Geweben des Hühnerembryos nachwiesen (342). Murphy beschreibt hingegen in seiner 

Arbeit, dass eine Implantation von Gewebe aus Ratten problemlos und scheinbar ohne 

Immunreaktion bis zum 18. Tag in den Hühnerembryo möglich ist. Ab dem 19. Tag 

zeigten die implantierten Zellen Zeichen der Nekrose (343). Trotz der späten 

Immunreaktion wird ab dem 15. Tag häufig eine unspezifische inflammatorische 

Reaktion beschrieben, die jedoch umso seltener auftritt, je früher die Applikation der 

Testsubstanz oder des Testmaterials geschieht (344). 

In der vorliegenden Arbeit wurden die Kollagenmembranen am 11. Tag appliziert und 

nach 24h kam es zu einer Auswertung der Angiogenese. Dieser etwas spätere Zeitpunkt 

wurde aufgrund der Beschreibung der Eigenschaften der Endothelzellen in der CAM von 

Ausprunk et al. in ihrer Studie aus dem Jahr 1974 ausgewählt. Hierbei kommt die 

Forschergruppe zu dem Ergebnis, dass die Endothelzellen vor dem 11. Tag recht 

undifferenziert und unreif sind. Dies wurde durch eine Molekülmarkierung der 

Endothelzellen durch Thymidin bestimmt. So lag der Molekülmarkierungsindex der 

Endothelzellen vor dem 11. Tag bei etwa 23% und fiel danach auf 2,8% ab. Dies ließ die 

Autoren zu der Annahme kommen, dass die Endothelzellen nach dem 11. Tag eher die 

Charakteristika reifer Endothelzellen aufweisen (269). 
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5.3.1 Diskussion der Ergebnisse: Gefäße und Verzweigungspunkte 

Zur Quantifikation der Angiogenese in der CAM sind verschiedene Möglichkeiten 

vorhanden, wie schon bei der Quantifikation der Angiogenese im YSM-Modell 

besprochen. Es kommen semi-quantitative und quantitative Verfahren in Frage. Die 

gewöhnlichste Variante ist das manuelle Auszählen der Gefäße, dies wurde u.a. durch 

DeFouw et al. durchgeführt (274). Die Forschergruppe teilte die Gefäße nach ihrer 

Ordnung ein, ähnlich wie bei As et al. geschehen (321). Ein Unterschied ist, dass die 

Ordnung der Gefäße bei DeFouw et al. mit dem Zusammenfließen der Gefäße zunimmt, 

Gefäße erster Ordnung also Kapillaren darstellen, und bei As et al. Gefäße erster 

Ordnung die Umbilikalgefäße des Embryos repräsentieren. In der Studie von DeFouw 

et al. wurde, wie in der vorliegenden Studie, ein definierter Bereich untersucht, in 

diesem Fall ein Quadrat von 0,7cm x 0,7cm. Anschließend erfolgte eine manuelle 

Auszählung nach Ordnung der Gefäße (274). Auch bei dieser Studie ist eine 

Vergleichbarkeit nur bedingt möglich, da die ausgezählten Gefäße in einer 

ungewöhnlichen Fläche von 0,49cm² angegeben wurden. Dasselbe Problem ergibt sich 

in der Studie von Célérier et al. aus dem Jahr 2002, wo ebenfalls die Gefäße der ersten 

und zweiten Ordnung an einem zufälligen Ort der CAM ausgezählt wurden, jedoch 

keiner Bezugsgröße zugeordnet wurden (345). Und auch As et al. zählen zwar die Gefäße 

in der CAM aus, geben allerdings etwa 20 Gefäße pro 300x300 Pixel an, was einen 

Vergleich unmöglich macht (317). 

In der Studie von Kobayashi et al. wird, wie auch in der vorliegenden Studie, das 

angiogene Potenzial der PRF mit dem CAM-Modell gemessen. Es ergibt sich für die 

unbehandelte CAM ein Wert von etwa 30 Gefäßen pro mm² und etwa 60 Gefäßen pro 

mm² nach Behandlung mit einer PRF (247). Diese Werte konnten in der vorliegenden 

Studie nicht bestätigt werden. Hier wurden 30,81 Gefäße pro mm² in der PRF Gruppe 

gezählt. Die Gruppen der nativen Kollagenmebranen wiesen 24(JN)-26,37(MN) Gefäße 

pro mm² auf. Die biologisierten Kollagenmembranen der JB und MB-Gruppe 34,52 bzw. 

36,59 Gefäße pro mm² und hatten damit eine signifikant vergrößerte Anzahl (s. Abschnitt 

4.4.1). Nichtsdestotrotz sind die Zahlen der biologisierten Gruppen deutlich geringer als 

in der vergleichbaren Studie von Kobayashi, wohingegen die Zahlen der unbehandelten 

CAM und der nativen Kollagenmembranen aus der vorliegenden Studie vergleichbar 

hoch sind. Ein möglicher Erklärungsansatz liegt in der deutlich längeren Inkubationszeit 

in der Studie von Kobayashi et al. von 72h (247). Bei Ratajczak et al. wird ebenfalls 

eine L-PRF-Membran auf die CAM appliziert und es kommt zu einer Auszählung der 
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Gefäße. Jedoch wird nicht weiter angegeben, wie und wo die Gefäße ausgezählt werden. 

Dementsprechend sind die absoluten Zahlen der Ergebnisse nicht miteinander zu 

vergleich. Die Forscher zeigten jedoch ebenfalls eine signifikante Steigerung der 

Gefäßzahl in der CAM durch eine Behandlung mit PRF (301). 

Hilfreich bei der Quantifikation der Gefäße kann die Injektion von fluoreszierenden 

Substanzen in das Gefäßsystem des Embryos sein. Ein beliebter Fluoreszenzfarbstoff ist 

die FITC-Dextran-Lösung, welche mittels eines Intravitalfluoreszenzmikroskops 

dargestellt wird. Diese Methode garantiert die Detektion der durchbluteten Gefäße, 

gleichzeitig ist die Lösung toxisch und der Embryo stirbt innerhalb einiger Minuten bis 

Stunden. Eine langfristige Beobachtung der Angiogenese ist hiermit also nicht möglich. 

Diese Methode ist auch nur für das CAM-Modell geeignet, da die Injektion eine gewisse 

Größe der Gefäße voraussetzt (266, 274, 346). Deshalb beschreiben Leong et al. 2010 

in ihrer Arbeit eine Methode, die sich fluoreszierende virale Nanopartikel zu Nutze 

macht. Diese sollen eine bessere Biokompatibilität aufweisen und dadurch eine längere 

Beobachtung der Angiogenese ermöglichen (347). Ebensolche Forschungsansätze 

können einen wichtigen Beitrag zur Erforschung der Angiogenese leisten, da sie eine 

bessere Untersuchung über einen längeren Zeitraum möglich machen. 

Des Weiteren muss die Inkubationszeit von 24h in der vorliegenden Studie diskutiert 

werden. Ribatti et al. postulierten eine Inkubationszeit von 72-96h zur Messung einer 

pro- oder antiangiogenen Antwort der CAM. Bei der empfohlenen Inkubationszeit 

handelt es sich allerdings um die Testung von Substanzen, die mittels Polymeren auf die 

CAM aufgebracht werden. Diese Polymere werden abgebaut und geben über die Zeit die 

Testsubstanz an die CAM ab (348). In einer früheren Arbeit untersuchte Ribatti die 

Reorganisation von Gefäßen nach deren Durchtrennung in der CAM. Er zeigte, dass 

innerhalb von 24-72h eine Anastomosierung stattfand, was die Angiogenese innerhalb 

von 24h in der CAM beweist (349). 

Die Fallzahl von n=9 pro Gruppe war deutlich niedriger als im zuvor durchgeführten 

YSM-Modell. Dies lag zum einen an der Tatsache, dass das CAM-Modell 

zeitaufwändiger ist als das YSM-Modell und zum anderen an der hohen Anzahl an 

Hühnerembryonen, die bis zum 11. Tag verstarben. In der Studie von Célérier et al. 

variierten die Gruppengrößen zwischen n=6 und n=20 (345), Kobayashi et al. arbeiteten 

hingegen nur mit n=5 (247), was den Fallzahlen pro Gruppe von n=7 in der Arbeit von 

Strick et al. sehr ähnlich war (350). Die Fallzahlen der vorliegenden Studie wurden für 

das CAM-Modell also in üblichem Ausmaß gewählt und sind in der Lage valide 

Ergebnisse zu liefern. 
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In der vorliegenden Studie konnte klar gezeigt werden, dass auch bei einem 

Beobachtungszeitpunkt von 24h bereits eine Angiogenese detektiert werden kann (s. 

Abb. 4.10, 4.11, 4.12). Es wurde eine signifikante Vermehrung der Gefäße und der 

Gefäßverzeigungspunkt pro mm² für die biologisierten JB und MB-Gruppen beobachtet. 

In der CB-Gruppe kam es nicht zu einer signifikanten Steigerung der Gefäße oder 

Gefäßverzweigungspunkte. In dieser Hinsicht sind die Ergebnisse der vorliegenden 

Studie konstant. Nichtsdestotrotz steht die Tatsache, dass es in der CB-Gruppe nicht zu 

einer Vermehrung kam, konträr zu den bereits diskutierten Ergebnissen des YSM-

Modells. Dies kann an der Tatsache liegen, dass der Beobachtungszeitraum von 24h für 

das CAM-Modell doch zu kurz gewählt wurde, obwohl er für das YSM-Modell 

ausreichend zu sein scheint. Ein weiterer Indikator hierfür sind die Ergebnisse der 

Gefäßdichte der CAM. Hier ergab sich nur für die MB und CB-Gruppen eine Erhöhung 

des Gefäßanteils der CAM. Dies ist vor allem für die JB und die GB-Gruppen 

inkonsistent im Vergleich zu den Ergebnissen der Gefäße pro mm². Wenn man davon 

ausgeht, dass mehr Gefäße auch gleichzeitig eine höhere Gefäßdichte bedeuten, ist die 

Erklärung für diese Inkonsistenz in der Software oder dem Versuchsaufbau zu suchen. 

Möglicherweise kam es innerhalb der 24h in der JB-Gruppe zwar zu einer Erhöhung der 

Gefäßzahl pro mm², diese Gefäße scheinen jedoch nicht genügend Zeit zur Reifung und 

Vergrößerung ihres Lumens gehabt zu haben, sodass die höhere Anzahl nicht in einer 

höheren Gefäßdichte resultierte (328). 

Andere in vivo Modelle konnten ebenfalls eine gesteigerte Angiogenese durch die 

Benutzung von PRF nachweisen. So untersuchten Roy et al. 2011 den Einfluss von PRF 

im Zusammenhang mit der Angiogenese von Wunden. Hierzu wurden den Rücken von 

Schweinen chirurgisch Hautdefekte von einer bestimmten Größe zugefügt. Die 

Behandlung mit PRF führte zu einer schnelleren und verbesserten Wundheilung. Zur 

Quantifikation der Angiogenese wurde mit einem Laser-Doppler der Blutfluss 

gemessen. Es zeigten sich signifikant höhere Blutflussraten in der PRF-Gruppe, was die 

Forscher zu der Annahme brachte, dass auch die Angiogenese durch die PRF verbessert 

wurde. Die Messung wurde 14 Tage nach Implantation durchgeführt, die sehr kleine 

Fallzahl von n=3 schränkt die Aussagekraft der Studie jedoch ein (218). Suzuki et al. 

benutzen einen ähnlichen Versuchsaufbau für ihre Studie an Ratten. Hierzu wurden den 

Ratten am Rücken chirurgisch Hautdefekte von etwa 1,5 cm zugefügt, anschließend 

wurde ein Gelatingel, mit PRF, PRP und verschiedenen Wachstumsfaktoren getränkt, 

eingefügt. Zu verschiedenen Zeitpunkten erfolgte eine Gewebeentnahme. Zur Messung 

der Angiogenese wurde hier die Menge an Hämoglobin quantifiziert, die auf das 
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Vorhandensein von Blutgefäßen hinweisen soll. Hierbei zeigte sich für das PRF eine 

Erhöhung der Menge an Hämoglobin mit einem Maximum nach 3 Tagen, was für die 

Forscher mit einer schnellen Freisetzung der Wachstumsfaktoren aus dem PRF 

zusammenhängt und es konnte eine Erhöhung der Angiogenese nachgewiesen werden 

(351). Diese Studien zeigen, dass sich die Ergebnisse aus der vorliegenden Studie, trotz 

der Tatsache, dass sie in einem Tiermodell mit Vögeln durchgeführt wurden, auch mit 

in vivo Versuchen in Säugetieren reproduzieren lassen. 

5.3.2 Diskussion der Ergebnisse: Gefäßdichte und Vascular length density 

Die Gefäßdichte als Methode des Nachweises von Angiogenese wurde bereits kurz in 

Abschnitt 5.2.1 diskutiert. Die Messung der Gefäßdichte zum Nachweis von 

Angiogenese ist durch die vermehrte Anzahl an Gefäßen bei einer Stimulation der 

Endothelzellen zu erklären. Durch ein Mehr an Gefäßen steigt ebenfalls die Gefäßdichte.  

In der vorliegenden Studie lag die gemessene Gefäßdichte zwischen 27,79 % in der JB 

Gruppe und 38,83 % in der CB-Gruppe. Ein statistisch signifikanter Unterschied konnte 

zwischen den biologisierten Gruppen nicht festgestellt werden. Für die CB und MB-

Gruppen konnte jeweils eine statistisch signifikante Erhöhung der Gefäßdichte im 

Vergleich zu der jeweiligen nativen Kollagenmembrangruppe ermittelt werden (s. 

Abschnitt 4.4.4). 

Miller et al. vergleichen in ihrer Studie u.a. die Auswertung der Gefäßdichte durch einen 

Score von 0 bis 4 (0 bedeutete keine Angiogenese in der CAM sichtbar, 4 bedeutete eine 

starke Angiogenese in der CAM sichtbar), welcher von 3 unabhängigen Untersuchern 

ausgeführt wurde. Um die Gefäße besser darzustellen, wurde in dieser Studie ebenfalls 

FITC-Dextran verwendet. Verglichen mit der Computeranalyse konnten im Score-

System keine Änderungen durch die Behandlung mit bFGF entdeckt werden, 

wohingegen die Analyse durch die Software eine signifikante Steigerung der 

Gefäßdichte in der CAM detektierte. Dies ließ die Autoren zu der Vermutung kommen, 

dass eine computergestützte Auswertung zu exakteren Ergebnissen führt und die 

Wirklichkeit für die Gefäßdichte besser abbilden kann (352). Deshalb geschah die 

Ermittlung in der vorliegenden Studie mit der Fiji-Software, welche zunächst eine 

Skelettierung des Gefäßnetzwerkes vornahm, um später daraus die Gefäßdichte zu 

messen. Du et al. beschreiben in ihrer aktuellen Studie aus dem Jahr 2020 die 

Gefäßdichte in der CAM und deren Änderung durch die Implantation von humanen 

Brustkrebszellen. Hierbei benutzen sie ebenfalls die Fiji-Software und kommen auf 

vergleichbare Ergebnisse. Zum Vergleich liegt hier die Gefäßdichte in der unbehandelten 
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CAM bei 23,8% und in der vorliegenden Studie bei 22,39% bzw. 22,44% in den beiden 

nativen Kollagengruppen JN und MN (353) (s. Abschnitt 4.4.3). 

Im Gegensatz zu den vorliegenden Ergebnissen beschreiben Nica et al. in ihrer Studie 

zur Wundheilung in Ratten keine positiven Auswirkungen von PRF auf die Angiogenese. 

Hier sind sowohl die Gefäßdichte als auch die Anzahl der Glutgefäße in den 

histologischen Schnitten nicht signifikant erhöht. Es zeigte sich lediglich eine 

verminderte Nekroserate durch die Behandlung mit PRF (354). Eine mögliche Erklärung 

für die unterschiedlichen Ergebnisse könnte in den Methoden liegen, da histologische 

Schnitte nur schwierig das gesamte Gefäßnetzwerk abbilden können. Dies erklärt jedoch 

nur den Unterschied in der Gefäßdichte, nicht das Ausbleiben einer Erhöhung der 

Gefäßzahl. 

In der Studie von Strick et al. erfolgte ebenfalls eine Untersuchung der CAM, bei der 

sowohl ein vascular density index als auch die vascular length density bestimmt wurden. 

Der vascular density index wird hier mit Schnittpunkten des Gefäßnetzwerkes pro mm 

gemessen, beschreibt also eher die Verzweigungspunkte als die Gefäßdichte und auch 

die Einheit der vascular length density wird ungewöhnlicherweise in mm/mm² 

angegeben (350). 

Vergleichbare Studien zur vascular length density in der CAM konnten in der 

Literaturrecherche nicht gefunden werden, nichtsdestotrotz wird diese Zielgröße häufig 

im Zusammenhang mit der Untersuchung des Gefäßplexus der Retina beschrieben (355, 

356). Hier ist die vascular length density folgendermaßen definiert: skeletonized vessel 

area/total area × 100 %. So ist sie etwa bei Patienten mit Sepsis in der Retina vermindert 

und korreliert mit Laktat und dem Herzindex (356). In der vorliegenden Studie konnte 

kein statistisch signifikanter Einfluss der biologisierten Gruppen oder der PRF auf die 

vascular length density gezeigt werden. Die vascular length density war jedoch stets in 

der biologisierten Gruppe höher als in der jeweiligen nativen Kollagenmembran-Gruppe. 

Eine fehlende Signifikanz der Ergebnisse könnte an dem zu kurz gewählten 

Beobachtungszeitraum liegen oder aber daran, dass die Zielgröße nicht für die Messung 

der Angiogenese im CAM-Modell geeignet ist. Für Letzteres würde auch die fehlende 

Vergleichsliteratur sprechen. 
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5.4 Auswirkungen der Eigenschaften der Kollagenmatrices auf die 

Angiogenese und Gewebsregeneration 

In der vorliegenden Studie wurden drei Kollagenmembranen verglichen, die aufgrund 

ihrer Herstellung unterschiedliche Eigenschaften aufweisen. Alle drei bestehen aus 

porcinem Kollagen der Typen I und III. Eine der Membranen (Collprotect) ist 

kreuzvernetzt, was zu einer höheren Stabilität führen soll und die Größe der Poren in 

der Kollagenmembran vermindert. Die anderen beiden Membranen sind hingegen nicht 

kreuzvernetzt, besitzen jedoch unterschiedliche Dicken. Dies sollte es ermöglichen, 

einen Effekt der Kreuzvernetzung und der Dicke der Membran auf die Angiogenese 

sowie die Speicherung und Expression von Wachstumsfaktoren zu untersuchen. 

Bei einem Überblick über die Ergebnisse der vorliegenden Studie kann man festhalten, 

dass eine Biologisierung der Kollagenmembranen durchgängig in allen Versuchen mit 

wenigen Ausnahmen zu einer erhöhten Angiogenese führt. 

Dies zeigte sich sowohl im YSM-Modell, in den histologischen Untersuchungen und im 

CAM-Modell. Auch die in vitro Untersuchung der biologisierten Kollagenmembranen 

in den ELISA-Tests konnte eine erhöhte Freisetzung von VEGF und TGF-β nachweisen. 

Es ist jedoch aufgrund der erhaltenen Ergebnisse nicht möglich, eine Aussage über den 

Einfluss der verschiedenen eingesetzten Kollagenmembranen auf die Angiogenese zu 

treffen (s. Abschnitt 4.1.1, 4.1.2). 

In der Studie von Stähli et al. wurden dieselben Kollagenmembranen wie in der 

vorliegenden Arbeit verwendet. U.a. erfolgte eine Untersuchung der Membranen mit 

dem Rasterelektronenmikroskop, wobei die nicht kreuzvernetzte Kollagenmembran 

(Jason) eine sehr dichte Oberfläche zeigt, wohingegen die kreuzvernetzte 

Kollagenmembran eine etwas losere Porenstruktur aufweist (Collprotect). Dies ist  

anhand der Literatur ein verwunderliches Ergebnis. Die nicht kreuzvernetzte 

Kollagenmatrix zeigt die rauste Oberfläche (Mucoderm) (250). 

Aus bisherigen Studien zu dem Thema lässt sich ableiten, dass die verschiedenen 

Beschaffenheiten der Kollagenmembranen durchaus zu unterschiedlichen angiogenen 

Reaktionen führen können. Rothamel et al. untersuchen in den Studien von 2005 und 

2006 den Einfluss einer Kreuzvernetzung des Kollagens auf die Biokompatibilität und 

die Angiogenese in Ratten (12, 357). Hierbei zeigen ihre Ergebnisse, dass 

Kollagenmembranen, die nicht kreuzvernetzt sind, tendenziell schneller durch den 

Körper abgebaut werden und es schneller zu einer Vaskularisierung der Membran 

kommt. So waren die nicht kreuzvernetzten Kollagenmembranen nach 2 Wochen 
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größtenteils vollständig vaskularisiert, wohingegen es bei den kreuzvernetzten 

Kollagenmembranen 4-8 Wochen dauerte, um eine ähnliche Vaskularisierung zu 

erreichen. Gleichzeitig ergab die morphologische Untersuchung der Membranen unter 

dem Rasterelektronenmikroskop vor allem für die kreuzvernetzten Kollagenmembranen 

das Erscheinungsbild einer porösen Oberfläche (12). Diese Ergebnisse sind kontrovers 

zu diskutieren, da die Forschergruppe in einer vergleichbaren Studie zu weniger 

eindeutigen Ergebnissen kommt, wonach auch kreuzvernetzte Matrices ebenfalls eine 

schnelle Vaskularisation innerhalb der ersten 2 Wochen induzieren können, ohne 

gleichzeitig einem frühen Abbau durch den Körper zu unterliegen. Diese Effekte sind 

jedoch nach dem vollständigen Abbau der Membran nicht mehr nachweisbar, was 

wiederum einen schnellen Abbau wichtiger machen würde (357). 

Die Größe der Poren in der Kollagenmatrix scheint einen entscheidenden Einfluss auf 

die Vaskularisation der Matrix zu haben. Es zeigt sich in einem Modell zur Regeneration 

von Knochengewebe mit einer Matrix aus Hydroxyapatit, dass die optimale Porengröße 

bei 300-400 µm liegt. Hierbei wächst nur ein Gefäß pro Pore und das Knochenwachstum 

entlang des Gefäßes scheint im Vergleich zu den anderen Porengrößen physiologischer 

abzulaufen (358). In der Rückenhautkammer von Mäusen wurde in den ersten 8-12 

Tagen eine bessere Angiogenese bei einer Porengröße von 250-300 µm festgestellt 

(359). Demgegenüber weisen die Ergebnisse einer anderen Forschungsgruppe für 

osteogene Vorgängerzellen der Ratte auf eine bessere Zelladhäsion bei einer deutlich 

kleineren Porengröße einer Kollagen-Glykosaminoglykan-Matrix von etwa 90 µm hin. 

Mit zunehmender Größe zeigte sich gleichzeitig eine geringere Adhäsion (360). 

Zeltinger et al. konnten hingegen keine Präferenz von Fibroblasten für eine bestimmte 

Porengröße zwischen 38 und 150 µm nachweisen sowie eine bevorzugte Porengröße von 

<38 µm für mikrovaskuläre Endothelzellen (361). Diese konträren Studienergebnisse 

müssen durch folgende Studien überprüft werden, um die optimale Morphologie für 

Kollagenmembranen zur Unterstützung der Angiogenese zu herauszufinden und diese 

dementsprechend herstellen zu können. 

Magnaudeix et al. untersuchen in ihrer Studie den Einfluss der Porenform auf die 

Angiogenese im CAM-Modell. Hierbei stellen sie fest, dass Formen mit spitzen 

Winkeln, also etwa Rhomben und Dreiecke, zu einem besseren Einwachsen der Gefäße 

in die Poren führen (362). Da in den Kollagenmembranen ebenfalls Poren vorhanden 

sind, die spitze Winkel aufweisen, könnte dies ein Hinweis darauf sein, dass mehr dieser 

Poren zu einer besseren Vaskularisierung führen können. Dieses Wissen könnte darüber 
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hinaus hilfreich sein für zukünftige Experimente mit künstlich hergestellten Membranen 

zur Weich- und Knochengewebsregeneration. 

Da die in vitro und in vivo Studienergebnisse nicht eindeutig sind, ist der Blick in die 

klinische Anwendung wichtig zur Einordnung der Ergebnisse. In einer präklinischen 

Studie mit Schafen wurden von Dogan et al. Implantate gesetzt und später histologisch 

untersucht. Hierbei zeigen die vorläufigen Ergebnisse einen verbesserten Knochen-

Implantat-Kontakt, der als Messgröße für die Knochengewebsregeneration 

herangezogen wurde. Es zeigte sich für alle verwendeten Membranen ein besseres 

Ergebnis als für die Implantation ohne begleitende Membranimplantation und 

gleichzeitig ein besseres Ergebnis für die kreuzvernetzte Membran als für die nicht 

kreuzvernetzte Membran. Aufgrund der geringen Fallzahl von n=4 sind die Ergebnisse 

jedoch nur bedingt aussagekräftig (363). Eine Studie erfolgte am Hund zur GTR im 

Rahmen des Weichgewebsaufbau am Kieferkamm nach Zahnextraktion. Die Ergebnisse 

zeigen für alle Zeitpunkte (4, 8 und 26 Wochen nach der chirurgischen Intervention) ein 

dickeres Weichgewebe in der Gruppe, welche mit der kreuzvernetzten 

Kollagenmembran behandelt wurde, als in der Kontroll- und der nicht-kreuzvernetzten 

Kollagenmembrangruppe. Eine statistische Signifikanz zwischen den beiden 

Kollagenmembrangruppen ließ sich jedoch nur nach 4 Wochen für zwei Messpunkte 

nachweisen. Für die Messung des nativen Weichgewebes zeigt sich nach 26 Wochen 

sogar eine leichte Erhöhung in der Gruppe der nicht kreuzvernetzten Kollagenmembran 

(364). Insgesamt scheinen die Ergebnisse aus den praktischen in vivo Studien eher 

Vorteile im Einsatz von kreuzvernetzten Kollagenmembranen zu sehen, was daran liegen 

könnte, dass die Tatsache der besseren Stabilität und dadurch des besseren Schutzes vor 

einwandernden Zellen in der Praxis wichtiger ist als eine schnelle Vaskularisierung der 

Kollagenmembran. Trotzdem gilt es im Hinterkopf zu behalten, dass die durchgeführten 

Studien an Tieren stattfanden und damit nur eine Annäherung an die Situation in der 

humanen Mundhöhle darstellen. Gleichzeitig handelte es sich um kleine Studien und der 

Aspekt der besseren Biokompatibilität der nicht kreuzvernetzten Kollagenmembranen 

wurde trotz seiner hohen klinischen Relevanz nicht explizit untersucht. Die 

Übersichtsarbeit von Al-Maawi et al. fasst die Immunantwort auf verschiedene 

Biomaterialien zusammen, u.a. auch von Kollagenmembranen und gibt hiermit Antwort 

auf die unterschiedliche Biokompatibilität. Es wird impliziert, dass nicht-kreuzvernetzte 

Kollagenmembranen vor allem nicht-inflammatorische M2-Makrophagen induziert, 

wohingegen eine Kreuzvernetzung der Membranen eher zu der Ausbildung des 

proinflammatorischen M1 Phänotypen führt (365). 
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Die Übersichtsarbeit von García et al. aus dem Jahr 2017 kommt ebenfalls zu dem 

Schluss, dass keine Unterschiede im Knochengewebsaufbau zwischen dem Einsatz von 

kreuzvernetzten und nicht kreuzvernetzten Kollagenmembranen auszumachen sind. Es 

wurden zehn Studien in die Übersichtsarbeit mit aufgenommen, von denen neun 

randomisierten kontrollierten Studien entsprachen. Ein Kritikpunkt der Autoren war die 

geringe Fallzahlen der Studien, weshalb die jeweiligen Ergebnisse nur bedingte 

Aussagekraft besitzen. Die Komplikationsrate war, über die Studien gesehen, leicht 

niedriger bei den nicht-kreuzvernetzten Membranen, jedoch konnte auch hier kein 

statistisch signifikanter Unterschied ermittelt werden (89). 

Die vorliegende Studie kann aufgrund ihrer Anlage nur eine bedingte Aussage zu den 

unterschiedlichen angiogenen Eigenschaften der Kollagenmembranen machen. Eine 

histologische Untersuchung der Kollagenmembranen hätte die Frage nach der 

unterschiedlichen Vaskularisierung beantworten können. Da allerdings in den gefärbten 

Kollagenmembranen keine Gefäße beobachtet werden konnten, wurde auf eine weitere 

Färbung der Membranen verzichtet und nur die YSM als Nachweis der Angiogenese 

untersucht. Die Versuche anderer Forschungsgruppen zu diesem Thema bedienten sich 

jedoch anderer Versuchsmodelle, die einen längeren Beobachtungszeitraum ermöglichen 

(vgl. die Studien von Rothamel et al. zu diesem Thema (12, 60, 357)). Vermutlich kam 

es in der vorliegenden Studie nach 24h noch zu keiner relevanten Vaskularisierung der 

Kollagenmembranen. 

 

5.5 Bioaktivierte Kollagenmatrices und ihre Rolle in der regenerativen 

rekonstruktiven Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie  

Gerade im Rahmen der GTR und GBR tritt die Verwendung von bioaktivierten 

Kollagenmatrices mit zahlreichen anderen Verfahren in Konkurrenz, die sich teilweise 

bereits in der klinischen Anwendung etabliert haben. 

Im Falle der GBR ist sowohl der alleinige Einsatz von Kollagenmembranen als auch die 

Kombination mit Knochenersatzmaterialien (366, 367), EMD (368, 369) oder PRF (370, 

371) möglich. In der Übersichtsarbeit von Wessing et al. von 2017 wird in 20 Studien 

(17 RCT und 3 prospektiven Studien) der Einfluss von Kollagenmembranen und 

verschiedenen Knochenersatzmaterialien beleuchtet. Hierbei kommen die Forscher zu 

dem Ergebnis, dass die Kopplung von Knochenersatzmaterialien und 

Kollagenmembranen im Rahmen der GBR eine effektive Methode zur Augmentation des 
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Alveolarkamms ist und ein simultanes Einsetzen des Implantates keine Nachteile im 

Implantatüberleben darstellt. Darüber hinaus konnte für kreuzvernetzte Membranen eine 

um 30% höhere Komplikationsrate im Vergleich zu nicht-kreuzvernetzten 

Kollagenmembranen beobachtet werden, welche jedoch nicht statistisch signifikant war. 

Eine weitere wichtige Aussage der Übersichtsarbeit ist, dass die Fixation der 

Kollagenmembran, wenn auch nicht statistisch signifikant, zu einer besseren 

Knochenregeneration führt. Dies wird mit dem besseren Schutz durch einwandernde 

Zellen und mit der Fixation des Knochenersatzmaterials an der gewünschten Stelle 

begründet (372). Hier deutet sich eine Chance an, welche sich durch die Kopplung des 

PRF und der Kollagenmembran ergibt. In diesem Falle kann das PRF präzise platziert 

und fixiert werden, was ohne die Kollagenmembran nicht möglich wäre.  

Die Übersichtsarbeit von Sanz-Sánchez et al. kommt zu ähnlichen Ergebnissen. Nur wird 

zusätzlich noch der Einfluss von autologem Knochen untersucht. Hierfür wurden in den 

eingeschlossenen Studien meist Knochenblöcke verwendet, das Outcome wurde jedoch 

durch den Zusatz von xenogenem Knochenmaterial verbessert. Des Weiteren bestätigen 

die Daten, dass die Verwendung von einer Okklusionsmembran die 

Knochenregeneration signifikant steigert. Da der Beobachtungszeitraum der meisten 

inbegriffenen Studien lediglich ein Jahr beträgt werden Komplikationen wie Gingivitis 

und Periimplantitis kaum beobachtet. Hierfür müsste das Follow-up deutlich länger 

gewählt werden (373). 

In einer Studie, die an Hunden durchgeführt wurde, untersuchten Schmitt et al. nach 10 

Monaten histologisch und immunhistologisch die Gingiva nach Implantation von 

Kollagenmembranen. Es zeigte sich für die Verwendung eines subepithelialen autologen 

Bindegewebstransplantat eine höhere Dicke des Bindegewebes als bei der Verwendung 

einer Kollagenmatrix. Verwendet wurde eine dreidimensionale nicht kreuzvernetzte 

porcine Kollagenmatrix (Mucoderm). Für die Dicke des Alveolarknochens, des oralen 

Epithels und des Parodontalligaments zeigten sich keine signifikanten Unterschiede. 

Außerdem unterschieden sich die Gruppen nicht für die VEGF-Konzentration im 

Gewebe sowie die Kollagen-I-Expression und die Qualität des Bindegewebes (374). 

Jankovic et al. vergleichen das autologe Bindegewebstransplantat bei gingivaler 

Rezession mit dem Einsatz von PRF. Hierbei finden sich sowohl nach einer als auch 

nach zwei Wochen statistisch signifikante Verbesserungen beim Heilungsindex, welcher 

sich aus verschiedenen Parametern wie Rötung, Blutung und Vorhandensein von 

Granulationsgewebe zusammensetzt. Auch die gemessene Schmerzintensität war 

innerhalb der ersten Woche signifikant niedriger in der PRF-Gruppe. Nach sechs 
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Monaten waren jedoch keine Unterschiede zwischen den Gruppen zu erkennen (375). 

Im Zusammenhang mit gingivaler Rezession zeigen sowohl PRF als auch die 

Kollagenmembranen vergleichbare Ergebnisse zu den etablierten Verfahren wie etwa 

autologe Bindegewebstransplantate. In der randomisierten kontrollierten Studie von 

Sharma et al. von 2019 wird bei gingivaler Rezession eine Kollagenmatrix mit dem 

Einsatz von PRF verglichen. Die Forschungsgruppe kommt zu dem Ergebnis, dass der 

Einsatz beider Verfahren zu einer signifikant verbesserten Heilung führt, jedoch konnten 

keine signifikanten Unterschiede in Blutungen, Dicke der Gingiva und Schmerz 

zwischen beiden Gruppen detektiert werden. Durch die PRF kam es lediglich zu einer 

etwas schnelleren Heilung zu Beginn des Prozesses (376). Kulkarni et al. beschreiben 

in ihrer Fallserie die Behandlung der Stelle der entnommenen autologen freien 

Gingivatransplantate, da es hier häufig zu Problemen der Wundheilung kommt. Hierbei 

zeigte sich, dass sich sowohl die Heilung durch den Einsatz von PRF verbessern lässt 

als auch eine Schmerzreduktion damit zu erreichen ist (377). All diese Studien 

demonstrieren für die Weichgewebsregeneration und GTR Vorteile durch die Nutzung 

von PRF und Kollagenmembranen. 

Ein zu dem Versuch der Bioaktivierung der Kollagenmembranen in der vorliegenden 

Studie ähnlicher Versuch wurde durch Al-Maawi et al. 2019 unternommen. Hierbei 

handelte es sich jedoch um liquid-PRF und nicht das A-PRF+. Sie untersuchten, 

inwiefern die verschiedenen Kollagenmembranen das liquid-PRF aufnehmen können. 

Hierbei wurden fünf verschiedene Kollagenmembranen porcinen Ursprungs untersucht. 

Es zeigten sich für alle fünf unterschiedliche Aufnahmefähigkeiten des liquid-PRF. Dies 

wird durch die unterschiedliche Morphologie begründet, so zeigte die Mucograft ®-

Kollagenmembran in der histologischen Untersuchung eine komplette Durchsetzung mit 

Leukozyten und Thrombozyten. Die anderen untersuchten Membranen, unter denen auch 

die Collprotect-Membran und die Mucoderm-Membran waren, zeigten nur eine teilweise 

bis oberflächliche Aufnahme der o.g. Blutzellen. Bei den Versuchen zur Aufnahme von 

Wasser und liquid-PRF durch Messung der Gewichtsänderung zeigte sich ebenfalls für 

die Mucograft-Membran die höchste Gewichtszunahme und damit Aufnahmekapazität. 

Zwischen den anderen Membranen ergaben sich keine signifikanten Unterschiede (50). 

Diese Studie zeigt, dass die Auswahl der richtigen Kollagenmembran für die Kopplung 

mit dem PRF von entscheidender Bedeutung ist. Deshalb ist der Vergleich zwischen 

verschiedenen Kollagenmembranen auch weiterhin in Versuchen anzustreben und 

eminent wichtig, um durch Bioaktivierung ein optimales klinisches Ergebnis zu erzielen. 
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Aufgrund der guten proangiogenen Eigenschaften des PRF gibt es nicht nur Studien zur 

Kopplung mit Kollagenmembranen, sondern auch mit Knochenersatzmaterialien. Blatt 

et al. untersuchen in ihrer aktuellen Studie von 2021 den Einfluss von liquid-PRF im 

Zusammenhang mit verschiedenen Knochenersatzmaterialien auf das angiogene 

Potenzial. Es zeigt sich, dass die Bioaktivierung der Knochenersatzmaterialien zu einer 

verminderten Freisetzung von Wachstumsfaktoren (VEGF und TGF-β) und einer 

verminderten Anzahl an Gefäßen gegenüber dem alleinigen Einsatz von PRF führt (378). 

Diese Ergebnisse verdeutlichen nochmals die Wichtigkeit von Untersuchungen der 

Wechselwirkungen zwischen PRF und dem anderen Material. Dies gilt sowohl für 

Knochenersatzmaterialien als auch für Kollagenmembranen. 

Eine alternative Methode zur Bioakivierung von Kollagenmembranen und 

Knochenersatzmaterialien mittels PRF stellt das EMD dar. Es kommt u.a. in der 

Behandlung von gingivaler Rezession, Periimplantitis und parodontalen Defekten zum 

Einsatz. Jankovic et al. untersuchten 2010 in einer randomisierten kontrollierten Studie 

die Heilung durch PRF und EMD von gingivaler Rezession gepaart mit einem koronalen 

Verschiebelappen. Hierbei zeigte sich für keine der beiden Methoden ein eindeutiger 

statistisch signifikanter Vorteil. Die Gruppe mit dem EMD führte zu einer vergrößerten 

Breite des koronalen keratinisierten Gewebes nach 12 Monaten und in der PRF-Gruppe 

ließ sich in den ersten 5 Tagen ein vermindertes Schmerzlevel nachweisen (379). Miron 

et al. kommen in ihrer Arbeit von 2020 zu dem Schluss, dass der Einsatz von PRF nicht 

besser ist als der Einsatz von anderen Biomaterialien wie EMD und Amnionmembranen. 

Die Autoren bemängeln vor allem die schlechte Studienlage durch wenige RCTs und die 

nicht näher bezeichneten chirurgischen Verfahren in den Studien, die ebenfalls zu 

unterschiedlichen Outcomes führen können (380). Im Tiermodell ließ sich ebenfalls eine 

positive Auswirkung auf die Heilung des EMD bei gingivaler Rezession nachweisen. 

Hier zeigte sich auch im Zusammenspiel mit einer porcinen Kollagenmembran ein 

besseres Heilungsvermögen (368). 

Des Weiteren ist das EMD auch im Zusammenhang mit Parodontaldefekten eine 

Behandlungsmöglichkeit, die vielversprechende Ergebnisse liefert. Heijl et al. zeigten 

bereits 1997 in ihrer klinischen Placebo-kontrollierten Studie, dass EMD zu signifikant 

verbesserten Heilungen des Knochens bei parodontalen Defekten führt. Es konnte über 

den gesamten Beobachtungszeitraum von 36 Monaten radiologisch eine Vermehrung der 

Knochendicke beobachtet werden (381). Die Übersichtsarbeit von Zhou et al. aus dem 

Jahr 2018 untersuchte verschiedene klinische Studien zu der Behandlung parodontaler 

Knochendefekte. Bei einem Vergleich von PRP, PRF und EMD konnten lediglich für 
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PRP und PRF positive Effekte auf den Heilungsprozess beobachtet werden, wohingegen 

die eingeschlossenen Studien für EMD keine verbesserte Heilung zeigten. Zhou et al. 

kommen zu dem Schluss, dass PRF vor allem die Heilung von Weichgewebe induziert, 

dies war aus den signifikanten Verbesserungen der Taschentiefe und des klinischen 

Attachments ersichtlich. Dagegen verbesserte PRP als einziges untersuchtes Biomaterial 

die Regeneration des Knochengewebes signifikant (382). Diese Ergebnisse stehen in 

Kontrast zu vielen Studien aus der Implantologie, in denen auch für das PRF eine 

verbesserte Knochenregeneration nachgewiesen wurde (383-386). Ebenso wird im 

Review von Castro et al. dem PRF ein positiver Effekt auf die Regeneration von 

Knochengewebe, zusätzlich zu der verbesserten Heilung von Weichgewebe, 

zugeschrieben (387). 

Ein Problem der A-PRF-Technik wird in der aktuellen Studie von Tsujino et al. 

diskutiert. Die Forscher wiesen in der A-PRF-Membran Siliziumoxidmikropartikel nach, 

welche sich aus der Beschichtung der PRF-Röhrchen, vermutlich während des 

Zentrifugationsprozesses, lösen. Tsujino et al. stellen die Hypothese auf, dass die 

Mikropartikel zu einer zytotoxischen Wirkung nach Implantation führen können (388). 

In einer anschließenden Arbeit untersuchte die Forschergruppe die zytotoxische 

Wirkung der entdeckten Mikropartikel. Hierbei konnten sie zytotoxische Effekte auf 

humane Periostzellen nachweisen, auch wenn die Konzentration des eingesetzten 

Siliziumoxides nicht auf das Niveau in einem A-PRF angepasst wurde (389). Im Rahmen 

anschließender Studien ist es zu klären, inwiefern der zytotoxische Effekt der 

Mikropartikel auch in applizierten A-PRF-Membranen zu beobachten ist und ob es 

andere Beschichtungsmöglichkeiten gibt. In der vorliegenden Studie wurden 

Glasröhrchen verwendet, welche ohne entsprechende Beschichtung auskommen. Die 

Unterschiede in den verwendeten PRF-Röhrchen können ebenfalls zu Fehlern in Studien 

zur Wirksamkeit von PRF-Produkten führen und machen damit eine Vergleichbarkeit 

vieler Studien schwieriger. 

Ein weiteres eklatantes Problem in der Forschung mit PRF ist die dürftige Studienlage. 

Es werden zwar viele Arbeiten zu dem Thema verfasst, sowohl in vitro als auch in vivo 

und im klinischen Umfeld, allerdings werden nur sehr wenige randomisierte 

kontrollierte Studien veröffentlicht, die ein ausreichendes Evidenzlevel garantieren. Zu 

diesem Schluss kommen auch Ghanaati et al. in ihrer Übersichtsarbeit aus dem Jahr 

2018, welche zwar 38 Studien mit ausreichendem Evidenzlevel aufzählt, jedoch 

umfassen diese verschiedene Indikationen und Krankheitsbilder, zeigen also eine hohe 

Heterogenität. Außerdem sind auch hier die unterschiedlichen PRF-Herstellungen ein 
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Thema, was von den Autoren als mögliche Fehlerquelle hervorgehoben wird (390). Dies 

macht den Vergleich der PRF als Möglichkeit der Bioaktivierung schwierig zu anderen 

Biomaterialien wie zum Beispiel dem EMD. 
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5.6 Zusammenfassung 

In der vorliegenden Studie sollte eine Möglichkeit zur Regeneration von Weich- und 

Knochengewebe für die klinische Anwendung in vitro und in vivo untersucht werden. 

Hierfür wurden Kollagenmatrices mit A-PRF+-Membranen gekoppelt und biologisiert. 

Da die Regeneration von Knochen- und Weichgewebe für viele Erkrankungen im Kopf-

Hals-Bereich von essentieller Wichtigkeit ist, ist es evident, neue rekonstruktive 

Verfahren in diesem medizinischen Feld zu entwickelt, die den besonderen 

Gegebenheiten gerecht werden können. Hierbei ist die Verwendung von 

Kollagenmatrices schon lange Zeit ein zentraler Aspekt der Behandlung verschiedener 

Krankheitsbilder, wie parodontaler Defekte, Zahnimplantationen, damit einhergehender 

periimplantärer Entzündungen, gingivaler Rezession und der Behandlung von 

Wundhöhen nach Zahnextraktionen. Seit den 2000er Jahren ist auch das PRF auf diesen 

Gebieten eine etablierte Behandlungsmöglichkeit. Da die Gewebsregeneration sehr stark 

von einer ausreichenden Vaskularisierung durch Angiogenese abhängig ist, wurde in der 

vorliegenden Studie der Fokus auf die Messung der Angiogenese gelegt. Die 

Zusammenführung dieser beiden Verfahren soll die okklusive Wirkung der 

Kollagenmatrices mit dem regenerativen Potenzial des PRF verbinden. Gleichzeitig 

müssen bei der Kopplung und Verbindung verschiedener Behandlungsmethoden immer 

Interaktionen bedacht werden, in diesem Falle ging es vor allem um die 

Wachstumsfaktoren aus dem PRF und dem Kollagen der Matrices. 

In den ELISA-Versuchen fiel auf, dass sich durch die Bioaktivierung die Freisetzung 

von VEGF und TGF-β aus den Kollagenmembranen signifikant steigern ließ. 

Gleichzeitig zeigte sich kein signifikanter Nachteil zu dem alleinigen PRF. In dem 

Vergleich zu anderen Studien zeigten sich jedoch verminderte Wachstumsfaktorenlevel 

mit einer veränderten Freisetzungsdynamik, was die Vermutung zulässt, dass es zu einer 

Interaktion mit dem Kollagen der Matrices kommt. Der Charakter der Interaktion muss 

durch folgende Studien untersucht werden. Des Weiteren zeigte sich zwischen den 

verschiedenen verwendeten Kollagenmatrices kein Unterschied in der Freisetzung der 

Wachstumsfaktoren. 

Die angeschlossenen in vivo Versuche an Hühnerembryonen im YSM- und CAM-Modell 

sollten der Validierung der in vitro erzeugten Ergebnisse dienen. Hierbei zeigte sich 

ebenfalls für die biologisierten Membranen eine signifikante Steigerung der 

Angiogenese im Vergleich zu den nativen Kollagenmembranen. Interessant war auch die 

Beobachtung, dass es durch die Auflage der nativen Kollagenmembranen teilweise zu 
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einer Inhibition der Angiogenese kam, was vermutlich durch den erhöhten Druck auf die 

CAM zu erklären ist. Die Ergebnisse waren in YSM und CAM größtenteils stringent, es 

zeigten sich nur für wenige Versuche Unterschiede zwischen den verwendeten 

biologisierten Kollagenmatrices, was nicht den Schluss auf die bessere Eignung einer 

der Matrices für das Verfahren zuließ. Allerdings war auch hier die vorliegende Studie 

lediglich der Wegbereiter für weitere Studien auf diesem Feld, welche sich auf 

Säugetiere und größere Organismen konzentrieren müssen, um eine bessere 

Vergleichbarkeit für den klinischen Gebrauch zu ermöglichen. Dieser Weg der 

klinischen Forschung steht in Übereinstimmung mit dem 3R-Prinzip zum Tierschutz in 

der klinischen Forschung. 

Die angeschlossenen histologischen und immunhistologischen Versuche zur Validierung 

der Angiogenese in der YSM konnten die bisherigen Ergebnisse bestätigen. Sowohl die 

HE-, als auch die CD105- und die α-SMA-Färbungen zeigen eine stärkere 

Vaskularisierung in den YSMs, welche mit biologisierten Kollagenmatrices behandelt 

wurden. Es ergaben sich ebenfalls keine nennenswerten Unterschiede zwischen den 

einzelnen verwendeten Kollagenmatrices. Dies war jedoch auch nach der vorherigen 

Auszählung unter dem Mikroskop nicht zu erwarten. 

Insgesamt ist die vorliegende Studie ein wichtiger Beitrag auf dem Weg zur Erweiterung 

und Verbesserung der Behandlungsmöglichkeiten verschiedener oraler Erkrankungen. 

Gleichzeitig muss hervorgehoben werden, dass, aufgrund des experimentellen 

Charakters der Arbeit, weitere Studien zu dem Thema durchgeführt werden müssen, um 

den Mehrwert biologisierter Kollagenmatrices in der klinischen Anwendung genau 

bestimmen und mit anderen Heilverfahren vergleichen zu können. 
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