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1 Einleitung und Ziele der Dissertation 

In den letzten Jahren hat der Forschungszweig des Tissue Engineerings eine besonders 

ausgeprägte Dynamik entwickelt. Trotz einer Vielzahl an Ersatzmaterialien, die Gewebe 

regenerieren oder rekonstruieren können, ist es bisher weder mit biologischen noch mit 

synthetischen Materialien gelungen, den heutigen Anforderungen vollumfänglich gerecht zu 

werden. Die Alterung der Bevölkerung und die steigenden ästhetischen Ansprüche führen zu 

einer wachsenden Nachfrage nach Produkten, mit denen sich geschädigtes oder verloren 

gegangenes Gewebe wiederherstellen lässt. Während autologes Material auch heute häufig 

noch als Goldstandard für die Regeneration von Hart- und Weichgewebe angesehen wird, darf 

die damit verbundene Morbidität nicht außer Acht gelassen werden. Daher besteht ein großes 

Interesse an fortschrittlichen Gewebeersatzmaterialien, um adäquate Alternativen zu 

körpereigenen Transplantaten zu schaffen. Dennoch weisen die bislang erhältlichen Produkte 

aufgrund immunologischer Fremdkörperreaktionen oder mechanischer Schwächen Nachteile 

auf, die den Wunsch nach innovativen Ansätzen auch weiterhin bestärken. 

Eines dieser vielversprechenden Materialien für das Tissue Engineering ist Seide. Das aus 

dem Kokon des Seidenspinners gewonnene Material besteht hauptsächlich aus dem Protein 

Seidenfibroin und kann durch verschiedene Herstellungsverfahren zu unterschiedlichen 

Formen wie Matrices, Schwämmen oder Hydrogelen verarbeitet werden. Moderne 3D-

Druckverfahren ermöglichen auch die Anfertigung patientenindividueller Implantate aus 

diesem Material. Die vorteilhaften biologischen Eigenschaften und die gute mechanische 

Festigkeit machen Seide in diesem Zusammenhang zu einem vielversprechenden Material. 

Für die erfolgreiche Integration von Transplantaten sind die immunologische Toleranz und die 

Vaskularisation des Materials von besonderer Bedeutung. Um das Einwachsen von Gefäßen 

in den Gewebeersatz zu stimulieren, werden Matrices mit unterschiedlichen Substanzen 

biofunktionalisiert. Das Thrombozytenkonzentrat PRF (platelet rich fibrin) stellt eine 

vielversprechende Methode zur Beschleunigung der Neovaskularisation von 

Gewebeersatzmaterialien dar. Aufgrund seiner proangiogenen und wundheilungsfördernden 

Eigenschaften wird es in der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie bereits vielfältig eingesetzt. 

In seiner flüssigen Form als i-PRF (injectable platelet rich fibrin) enthält es eine besonders 

hohe Konzentration an Wachstumsfaktoren, was seine proliferationsfördernde Wirkung erklärt. 

Vor allem in der Parodontologie verwendete Schmelz-Matrix-Protein-Derivate (SMP-Derivate) 

fördern die Regeneration oraler Weichgewebe durch ihren positiven Einfluss auf die 

Proliferation und Angiogenese mikrovaskulärer Zellen. Das aus porcinen Zahnkeimen 

gewonnene kommerziell erhältliche Präparat Emdogain® (Straumann®, Basel, Schweiz) kann 
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die Expression von Wachstumsfaktoren modulieren und auf diese Weise die Wundheilung 

beschleunigen. 

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, die Neovaskularisation und Immunantwort auf 

biofunktionalisierte Seidenfibroinmatrices (SFM) in ovo zu untersuchen, um die klinische 

Anwendbarkeit für die orale Weichgeweberegeneration im Vergleich zu herkömmlichen 

Kollagenmatrices (CM) festzustellen. 
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2 Literaturdiskussion 

 Weichgewebsregeneration in der Mund-, Kiefer- und 

Gesichtschirurgie 

 Definition 

In der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie, der Oralchirurgie und der Zahnheilkunde werden 

Transplantate unterschiedlicher Herkunft verwendet, um defizitäre oder defekte Gewebe zu 

ersetzen. Dabei wird zwischen Hart- und Weichgewebsaugmentaten unterschieden. Während 

Hartgewebsaugmentate meist dem Aufbau des Alveolarkamms dienen, haben letztere die 

Bildung und Wiederherstellung der oralen Weichgewebe zum Ziel (1, 2). Hierbei werden die 

Gewebeersatzmaterialien in Präparate autologen, allogenen, xenogenen und alloplastischen 

Ursprungs eingeteilt (3). Präparate, die aus einem Individuum gewonnen und in demselben 

verwendet werden, gelten als autolog. Allogene Materialien stammen aus derselben Spezies, 

aber nicht demselben Individuum. Gewebeersatzprodukte, die aus einer anderen Spezies 

gewonnen werden, werden als xenogen bezeichnet, wohingegen alloplastische 

Ersatzmaterialien einen synthetischen Ursprung haben (4). 

 

 Indikationen für Weichgewebsaugmentationen in der Mund-, Kiefer- und 

Gesichtschirurgie und Oralchirurgie 

Je nach Indikation werden für den Aufbau und Ersatz von Weichgewebe unterschiedliche 

autologe Transplantate oder Fremdmaterialien genutzt. 

In Zusammenhang mit Implantaten sind Weichgewebsaugmentationen in jüngster Zeit 

besonders in den Fokus der Wissenschaft gerückt und dienen häufig der Verbreiterung der 

keratinisierten Gingiva mittels Vestibulumplastik (5, 6). Dabei wird der Einfluss der Breite der 

keratinisierten Mukosa auf die periimplantäre Gesundheit kontrovers diskutiert (7). Ein Mangel 

wird mit einer erhöhten Inzidenz von Periimplantitis, Plaqueakkumulation, 

Gewebeentzündung, Rezession und einem Verlust des klinischen Attachments assoziiert (8-

10). Um die Langzeitprognose von Implantaten zu verbessern, scheint daher die Breite der 

keratinisierten Mukosa von maßgeblicher Bedeutung zu sein (11, 12). Korrekturen des 

periimplantären Gewebes können präimplantologisch, zeitgleich mit der Implantatinsertion, bei 

der Freilegung oder erst nach der Freilegung durchgeführt werden (3). In der Leitlinie der 

Deutschen Gesellschaft für Implantologie (DGI) für periimplantäre Weichgewebsaugmentation 

wird außerdem festgehalten, dass die Verbreiterung der keratinisierten Gingiva mittels 

autologen Bindegewebs- oder Schleimhauttransplantaten keinen negativen Einfluss auf den 

unterliegenden Alveolarknochen besitzt (13). In Fällen defizitärer periimplantärer 
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Weichgewebesituationen sollte die Vestibulumplastik daher zur Verbesserung der 

Hygienefähigkeit und Ästhetik angeboten werden. Als Goldstandard für die Verbreiterung der 

keratinisierten Gingiva werden in der Literatur meist freie Schleimhauttransplantate aus dem 

Gaumen genannt (3, 14). Diese Transplantate sind insbesondere in Kombination mit lokalen 

Lappenplastiken eine effektive Möglichkeit zur Verbreiterung der Gingiva (3) und zeichnen sich 

durch eine gute Vorhersagbarkeit aus. Sie weisen jedoch aufgrund ihrer schwachen farblichen 

Übereinstimmung mit dem Umgebungsgewebe häufig eine mangelhafte Ästhetik auf (15). 

Ästhetisch ansprechendere Ergebnisse werden mit azellulären dermalen Matrices (16) und mit 

CM (17, 18) erzielt. Beide zeigen jedoch eine erhöhte Schrumpfung des Materials die durch 

die Verwendung größerer Transplantate ausgeglichen werden können (15-17). Während unter 

Nutzung azellulärer dermaler Matrices eine verzögerte Wundheilung zu beobachten ist (16), 

konnte mit CM eine zu autologen Transplantaten vergleichbar rasche Heilung beobachtet 

werden (14, 17-19). Aufgrund der vielversprechenden Ergebnisse xenogener Materialien ohne 

Notwendigkeit der Transplantatentnahme und der hiermit einhergehenden 

Entnahmemorbidität ist das freie Schleimhauttransplantat als Goldstandard für die 

Vestibulumplastik umstritten (1, 12, 18). 

Eine weitere Indikation für den Einsatz von Matrices stellt die periimplantäre 

Weichgewebeverdickung dar. Eine ausreichende Dicke der das Implantat umgebenden 

Weichgewebsmanschette trägt dazu bei, den marginalen Knochenabbau zu minimieren (6, 

20-22). Häufig wird periimplantäres Weichgewebe auch aus ästhetischen Gründen 

augmentiert, um beispielsweise durch die Gingiva sichtbare Implantatbestandteile zu 

verdecken und die Rot-Weiß-Ästhetik zu verbessern (15). Hierfür werden in der Regel 

subepitheliale Bindegewebstransplantate verwendet (3). Im Gegensatz zu den freien 

Schleimhauttransplantaten wird lediglich das direkt unter dem Epithel liegende Bindegewebe 

entnommen (23). Freie Bindegewebstransplantate können sowohl aus dem Gaumen als auch 

aus dem Tuber maxillae gewonnen werden (1, 15). Aus ästhetischer Sicht werden hierbei 

bessere Ergebnisse als mit freien Schleimhauttransplantaten erzielt (15) und gleichzeitig eine 

stärkere Volumenzunahme erreicht, sodass diese in dieser Indikation den freien 

Schleimhauttransplantaten überlegen sind (24). Eine vielversprechende Alternative zu freien 

Bindegewebstransplantaten stellen in dieser Indikation kollagene Matrices dar (25). Diese 

zeigen inzwischen eine vergleichbare Volumenstabilität wie autologe Transplantate und 

können somit als valide Alternative angeboten werden (26, 27). 

Abseits der guided tissue regeneration (GTR) werden Matrices außerdem in der gesteuerten 

Knochenregeneration (GBR) eingesetzt. Bei diesem Verfahren werden Alveolarkammdefekte 

durch die Augmentation mit Eigenknochen oder Knochenersatzmaterialien rekonstruiert, 

häufig mit dem Ziel, ein suffizientes Knochenangebot für die anschließende Implantation zu 

schaffen (28). Matrices dienen hierbei sowohl der Stabilisierung als auch dem Schutz des 
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partikulären Materials (1), indem sie selbiges an Ort und Stelle fixieren und das Einwachsen 

von nicht für die Knochenregeneration förderlichem Weichgewebe verhindern (29, 30). 

Während der Nutzen der Barrierefunktion von Matrices in der Literatur kontrovers diskutiert 

wird (28, 29), stellt deren Einsatz einen klaren Vorteil für die anschließend erreichbare 

Volumenzunahme des Alveolarkamms dar. Die Anwendung von Matrices wird für die 

Regeneration periimplantärer Dehiszenzdefekte und die Behandlung komplexer 

Alveolarkammdefekte von bis zu 3 mm als klinischen Standard gesehen und in der Leitlinie 

der DGI (31) explizit empfohlen. Bei der Auswahl der Matrix ist die Dimension des zu 

rekonstruierenden Defektes zu berücksichtigen. Für den Knochenaufbau mit partikulärem 

Material empfiehlt die DGI bei kleineren Alveolarkammdefekten von bis zu 3 mm die 

Verwendung von Kollagen-, PTFE-, PGA- und PLA-Matrices (31). Unter den genannten 

Materialien zeigen resorbierbare CM das günstigste Verhältnis zwischen Defektfüllung und 

Komplikationsrate (31, 32). Gegenüber den bei größeren Defekten indizierten titanverstärkten 

PTFE-Matrices zeichnen sich diese durch ein vorteilhaftes Degradationsverhalten aus womit 

kein Bedarf an einem Zweiteingriff zur Entfernung des Materials besteht (31). Die rasche 

Degradation und geringe Volumenstabilität von CM limitieren jedoch ihren Einsatz bei 

größeren Augmentationen (33). 

Die Deckung von häufig durch Parodontitis verursachten Rezessionen stellt eine weitere 

Indikation für die Nutzung von Weichgewebsersatzmaterialien dar. Noch vor 40 Jahren wurden 

hierfür meist freie Schleimhauttransplantate verwendet, die vor allem im sichtbaren Bereich zu 

erheblichen ästhetischen Beeinträchtigungen führten (23). Mit der 1985 durch Raetzke 

erstmals beschriebenen Envelope-Technik (34) begannen sich autologe freie 

Bindegewebstransplantate aus dem Gaumen zunehmend durchzusetzen. Inzwischen 

existieren verschiedene Alternativen, um auf die Entnahme autologer Gewebe verzichten zu 

können, hierunter azelluläre dermale und kollagene Matrices sowie SMP-Derivate (35, 36). 

Diese werden aus ästhetischen Gründen meist mit Verschiebelappenplastiken kombiniert (36, 

37). Dabei konnte gezeigt werden, dass die Nutzung von SMP-Derivaten bei 

parodontalchirurgischen Eingriffen zu einem stärkeren Rückgang der Rezession führt, als dies 

bei einer reinen Lappenplastik zu erwarten wäre (36). Subepitheliale 

Bindegewebstransplantate in Kombination mit koronalen Verschiebelappen erzielten in 

Studien eine noch bessere Wurzeldeckung als freie Schleimhauttransplantate, allogene 

Alternativen, CM und SMP-Derivate (35, 36, 38). Sie gelten daher als  

Goldstandard für die Deckung von Rezessionen an Zähnen und Implantaten (15, 23, 36). Um 

die mit der Entnahme autologer Transplantate einhergehende Entnahmemorbidität zu 

vermeiden, kann auf die Kombination von SMP-Derivaten mit CM zurückgegriffen werden (39, 

40).  
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Weichgewebsaugmentate besitzen auch neben den bereits beschriebenen implantologischen 

und parodontologischen Indikationen ein breites Anwendungsspektrum. Sie werden unter 

anderem in der präprothetischen Chirurgie für die Optimierung des Prothesenlagers (24) oder 

in der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie für die Behandlung tumorbedingter 

Weichgewebsdefekte eingesetzt (4). Der Fokus der vorliegenden Arbeit soll auf den bereits 

genannten Indikationen zur Regeneration von periimplantären Weich- und 

Hartgewebsdefekten liegen.  

 Einteilung der herkömmlichen Weichgewebsersatzmaterialien  

Die im Kopf-Hals-Bereich verwendeten Biomaterialien können in biologisch gewonnene und 

synthetisch hergestellte Materialien unterteilt werden. Biologisch gewonnene Materialien 

lassen sich weiter in Präparate autologen, allogenen und xenogenen Ursprungs einteilen. 

Autologe Transplantate werden häufig für die Rekonstruktion von Weichgewebe und Knochen 

genutzt (41). Während die Verwendung allogener und xenogener Materialien zu 

inflammatorischen Reaktionen oder sogar zur Abstoßung des Präparates führen kann (42), 

werden autologe Präparate durch den Organismus deutlich besser toleriert. Ist das Ziel der 

Gewebeaugmentation ein rascher Umbau des Gewebeersatzes in körpereigenes 

Weichgewebe, so gilt autologes Gewebe als Goldstandard, da es Wachstumshormone enthält, 

die den Umbau beschleunigen können (43). Der große Nachteil der autologen Präparate liegt 

jedoch in der Entnahmemorbidität, die in postoperativen Schmerzen, Blutungen und 

Schwellungen bestehen kann (44, 45). Neben ästhetischen Beeinträchtigungen durch eine 

verstärkte Narbenbildung besteht die Gefahr von Wundinfektionen an den Entnahmestellen 

(46). Des Weiteren limitiert die Anatomie an den Entnahmestellen die Größe und Verfügbarkeit 

von autologen Transplantaten (47). Neben der methodenimmanenten Morbidität werden 

außerdem bei Verwendung autologer Gewebe längere Operationszeiten benötigt, die sich 

ebenfalls nachteilig auf die Gesundheit und das Wohlbefinden insbesondere multimorbider 

Patienten auswirken können (25). Zudem weisen sie eine nicht zu vernachlässigende 

Schrumpfungsrate auf (48). 

Allogene Gewebeersatzmaterialien sind nahezu unbegrenzt verfügbar und werden häufig über 

Biobanken bereitgestellt. Diese unterliegen der deutschen Arzneimittelverordnung und 

entsprechend strengen Regularien (31). Bei der Herstellung von Allografts wird durch 

aufwendige, chemische, enzymatische und physikalische Verfahren sichergestellt, dass keine 

potenziell infektiösen Materialien auf den Empfänger übertragen werden (49). Für die 

Weichgeweberegeneration produzierte Allografts werden meist aus Spenderhaut hergestellt 

und vor allem in der plastischen und rekonstruktiven Chirurgie, zur Behandlung von 

Verbrennungen und der Brustrekonstruktion eingesetzt. Die am häufigsten beschriebene 

azelluläre dermale Matrix ist AlloDerm® (AlloDerm Regenerative Tissue Matrix, LifeCell 
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Corporation, Bridgewater, USA), die in Deutschland allerdings bislang nicht zugelassenen ist. 

Sie wurde bereits verwendet, um befestigte Gingiva aufzubauen und durch Tumore oder 

Mundschleimhauterkrankungen entstandene orale Defekte zu versorgen (4). Im Hinblick auf 

den klinischen Attachmentgewinn und die bedeckte Wurzeloberfläche führte die Matrix zwölf 

Wochen nach Rezessionsdeckung zu vergleichbaren Ergebnissen wie subepitheliale 

Bindegewebstransplantate. Langzeitergebnisse aus derselben Studie zeigten jedoch, dass 

nur ein Drittel der Rezessionsdeckungen nach vier Jahren noch stabil war (50). 

Üblicherweise werden xenogene CM für den Ersatz von Weichgewebsdefekten verwendet. 

Kollagen ist das am häufigsten vorkommende Protein bei Säugetieren (51) und wird in der 

Medizin unter anderem als Nahtmaterial und zur Weichteil- und Knochenregeneration 

eingesetzt. Es wird in Form von Hydrogelen, Matrices, Schwämmen oder als Gerüstmaterial 

im Tissue Engineering verwendet (52). CM bestehen aus verschiedenen Kollagenfasern, 

verleihen dreidimensionale Stabilität und sind biologisch abbaubar. Die Struktur des Kollagens 

kann durch das Verhältnis von steiferen quervernetzten Kollagenfasern synthetischen 

Ursprungs und flexibleren natürlichen Fasern eingestellt werden. Im Dentalbereich werden 

meist bovine (1), equine (53) oder porcine (54) Kollagenfasern verwendet. Letztere werden 

aus der Dermis, dem Perikard oder dem Peritoneum gewonnen. Ein bislang ungelöstes 

Problem besteht jedoch in der relativ hohen Schrumpfungsrate der Matrices, die auf die gute 

Abbaubarkeit durch Makrophagen und neutrophile Granulozyten zurückzuführen ist (55-57). 

Zur Herstellung von Kollagen in Form von Matrices sind aufwendige Isolations- und 

Reinigungsverfahren notwendig, sodass hohe Verarbeitungskosten entstehen. Insbesondere 

die hohe Schrumpfungsrate während der Einheilung, die geringe Volumenstabilität und das 

eher theoretische Risiko einer Infektionsübertragung von Materialien tierischen oder humanen 

Ursprungs auf den Menschen schränken den Einsatz von Kollagen als 

Weichgewebsersatzmaterial ein (33, 52). Trotz des jahrzehntelangen Einsatzes von Kollagen 

als Gewebeersatzmaterial, gibt es bislang keine wissenschaftlich belegte 

Infektionsübertragung (1, 58). 

Für diese Studie wurde die porcine CM Mucoderm® (Botiss Dental, Berlin, Deutschland) 

verwendet. Bei der Mucoderm® handelt es sich um eine dermale, nicht quervernetzte Matrix, 

die aus Kollagenfasern des Typs 1 und 3 und Elastin besteht (59, 60). Der Hersteller gibt die 

Dicke der Matrix mit 1,2–1,7 mm an und empfiehlt, diese vor der Anwendung in physiologischer 

Kochsalzlösung, Blut oder Thrombozytenkonzentrat zu rehydrieren. Kasaj et al. fanden 

heraus, dass eine Rehydrierungsdauer von 10–20 min für eine suffiziente Hydratation der 

Matrix erforderlich ist (60). Sowohl in trockenem als auch in rehydriertem Zustand weist die 

Matrix eine gute Zugfestigkeit und ein hohes Elastizitätsmodul auf (60). Um das mit natürlich 

gewonnenem Kollagen einhergehende Risiko der Immunogenität zu minimieren (61), werden 

laut Hersteller in einem Aufreinigungsprozess alle antigenen Bestandteile entfernt. Das 
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dreidimensionale Netz der Matrix, bestehend aus dünnen Kollagenfasern, ermöglicht die 

Besiedlung mit Fibroblasten und Blutgefäßen (37, 62), die zu dem Ersatz der Matrix durch neu 

gebildetes Weichgewebe beitragen (63). In Tierversuchen zeigte die Mucoderm®-CM eine 

gute Integration in das Weichgewebe und eine hohe Revaskularisation der Matrix (64, 65). 

Auch in klinischen Studien konnte nachgewiesen werden, dass chirurgisch periimplantär 

eingebrachte Mucoderm®-CM die keratinisierte Mukosadicke erhöht (66, 67) und damit das 

Rezessionsrisiko verringern kann. Bei Weichgewebsaugmentationen im Zusammenhang mit 

Sofortimplantationen zeigte diese CM vergleichbare ästhetische Ergebnisse wie 

Bindegewebstransplantate aus dem Tuber maxillae (68). 

Als biologische resorbierbare Ersatzmaterialien werden häufig Komponenten der 

extrazellulären Matrix verwendet. Dazu gehören neben den körpereigenen Polymeren Elastin, 

Fibronektin und Kollagen auch die aus anderen Organismen gewonnenen Polymere Chitosan 

und Alginat. Elastin ist ein wesentlicher Bestandteil der extrazellulären Matrix der Haut und 

verleiht ihr Flexibilität und Widerstandsfähigkeit. Da sich die mechanischen Eigenschaften von 

Elastin und Kollagen im Körper ergänzen, wird Elastin meist in Kombination mit dem 

stabilisierenden Kollagen zu Matrices verarbeitet. Elastin kann jedoch auch mit Polyurethan 

und Chitosan kombiniert werden (69). Hafemann et al. zeigten eine gute Vaskularisationsrate 

für mit Keratinozyten besetzte Matrices, die zu 30 Prozent aus Elastin und zu 70 Prozent aus 

Kollagen bestanden. Als nachteilig erwies sich jedoch die hohe Schrumpfungsrate der 

Matrices durch eine rasche Degradation, die während der Einheilung auftritt (70, 71). 

Das für den Gewebeersatz verwendete zelluläre Fibronektin kommt in der Basalmembran und 

in der extrazellulären Matrix vor und ist an der Neubildung und an dem Umbau von Gewebe 

während der Wundheilung beteiligt (72). Es bindet über Rezeptoren an Fibrin und Kollagen. 

Die Biofunktionalisierung von CM mit Fibronektin zeigte in vitro eine verbesserte Zelladhäsion 

und osteogene Differenzierung im Vergleich zu unbehandelten CM (73). Auch das Biopolymer 

Chitosan, das hauptsächlich aus dem Chitin von Garnelen- und Krabbenschalen gewonnen 

wird, findet vielfältige Anwendung im Tissue Engineering. Es handelt sich um ein natürliches, 

stark basisches Polysaccharid, das in den letzten Jahren aufgrund seiner guten Abbaubarkeit, 

Biokompatibilität und antibakteriellen Wirksamkeit in den Fokus der Biomedizin gerückt ist (74, 

75). Die antibakterielle Wirksamkeit von Chitosan wird jedoch durch seine Wasserunlöslichkeit 

stark eingeschränkt. Neben Chitosan wird auch das aus Algen gewonnene Polysaccharid 

Alginat als Gewebeersatzmaterial untersucht. Alginat besitzt vorteilhafte antibakterielle 

Eigenschaften und eine schnelle Degradationsrate (76). Es ist biokompatibel und kann in 3D-

Druckverfahren verarbeitet werden. Präklinische in-vivo Versuche haben gezeigt, dass Alginat 

als Transplantatersatz für die Regeneration von Weichgewebe und Knochen geeignet sein 

könnte (77). 
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Die steigende Nachfrage nach veganem Gewebeersatz treibt die Entwicklung pflanzlicher 

Ersatzmaterialien voran. Einen dieser neuen Forschungsansätze im Tissue Engineering 

verfolgen Kohlhaas et al. mit der Verwendung von Algenmatrices. Sie stellten solche in einer 

Kombination von Algenpulver aus Rot- und Braunalgen und PLA her. Algen zeichneten sich je 

nach Art durch antimikrobielle, antiallergische, antioxidative, antikanzerogene und 

immunstimulierende Eigenschaften aus. Insbesondere die Kombination der Alge Sargassum 

vulgare mit PLA zeigte in vitro proliferative Effekte auf Fibroblasten und Osteoblasten und 

antiproliferative Effekte auf Osteosarkomzellen. Die Algenmatrices wiesen jedoch aufgrund 

ihrer hydrophoben Eigenschaften eine schlechte Benetzbarkeit auf (78). 

Synthetisch hergestellte alloplastische Materialien sind nahezu unbegrenzt verfügbar und 

weisen, im Gegensatz zu biologisch gewonnenen Matrices, kein Infektionsrisiko auf. 

Alloplastische Ersatzmaterialien für den enoralen Einsatz werden in nicht resorbierbare und 

resorbierbare Materialien unterteilt. Nicht resorbierbare Gewebeersatzmaterialien bestehen 

meist aus Polytetrafluorethylen (PTFE) oder dem feinporigeren expandierten PTFE (ePTFE). 

Diese synthetischen Materialien sind bioinert, porös und flexibel (79, 80) und werden neben 

der GTR auch für Gefäßprothesen und als Beschichtung für Stents eingesetzt (81, 82). Neben 

der im Tierversuch nachgewiesenen guten Zugfestigkeit (80) sind die Matrices chemisch 

stabil, so dass keine starke Immunreaktion des Wirtes auftritt (83). Die ausgeprägte 

Barrierefunktion kann jedoch zu einer eingeschränkten Blutversorgung des umliegenden 

Gewebes und zu Dehiszenzen der Wunde führen (12, 13). Um der Matrix eine bessere 

Formstabilität zu verleihen, können auch mit Titan verstärkte PTFE-Matrices verwendet 

werden. Die Titanverstärkung ist dabei meist von PTFE umhüllt und bietet im Rahmen der 

GBR den Vorteil, dass ein formstabiler Hohlraum zwischen der Matrix und dem Knochen 

gebildet wird (1). Die Formstabilität der Matrix verringert zusätzlich das Risiko, dass die Matrix 

bei dem Vernähen des Weichgewebes deformiert und in den Defekt hineingezogen wird (84). 

Da PTFE nicht resorbierbar ist, ist ein zweiter chirurgischer Eingriff erforderlich, um die Matrix 

zu entfernen. Höhere Kosten und ein erneutes Infektionsrisiko durch den Zweiteingriff sind 

mögliche Folgen dieses Vorgehens (85). 

Um die Risiken und Kosten einer zweiten Operation zu vermeiden, wurden synthetische 

resorbierbare Matrices entwickelt. Zu dieser Klasse von Matrices gehören die auf Polyester 

basierenden Kunststoffe PLA (Polylactidsäure), PCL (Polycaprolacton) und PGA 

(Polyglykolsäure) sowie Polyurethan. Diese Materialien sind sowohl biokompatibel (86-89) als 

auch durch Hydrolyse und Phagozytose bioresorbierbar (90). Durch Hydrolyse werden PLA 

und PGA zu Milchsäure und Glykolsäure abgebaut und schließlich im Citratzyklus zu 

Kohlendioxid und Wasser verstoffwechselt (91). Der bei der Metabolisierung entstehende 

erhöhte Säurespiegel kann jedoch inflammatorische Reaktionen auslösen (92), die zu einer 

verzögerten Wundheilung und Narbenbildung führen können (93). Milella et al. konnten 
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zeigen, dass kommerzielle biodegradierbare Matrices auf Polyesterbasis bereits innerhalb von 

30 Tagen ihre Zugfestigkeit verlieren (94). Der frühe Verlust der mechanischen Belastbarkeit 

schränkt den Einsatz als langfristiger Platzhalter ein. Matrices, die zu je 50 Prozent aus 

Polylactid und Polyglykolid bestehen, konnten in Humanstudien weder die epitheliale Migration 

verhindern noch zu einer Verbesserung des bindegewebigen Attachments führen (95). 

Polyurethan weist im Vergleich zu PTFE eine bessere Elastizität und eine relativ gute 

Blutkompatibilität auf. Die geringere Zugfestigkeit und das Thrombose- und Entzündungsrisiko 

stellen jedoch Hindernisse für den Einsatz von Polyurethan als Gewebeersatzmaterial dar (96, 

97). 

Die in diesem Abschnitt genannten Gewebeersatzmaterialien weisen Schwächen hinsichtlich 

ihrer mechanischen Eigenschaften oder ihrer immunologischen Verträglichkeit auf. 

Optimalerweise sollte das Ersatzmaterial gute mechanische Eigenschaften, eine geringe 

Schrumpfung und Immunogenität in vivo aufweisen und gleichzeitig bioaktive, die 

Wundheilung fördernde Eigenschaften besitzen (33). Damit das Ersatzmaterial langfristig 

durch neu gebildetes Gewebe ersetzt werden kann, muss es zudem resorbierbar und 

biokompatibel sein. Dabei ist die Resorptionsrate von entscheidender Bedeutung, da das orale 

Weichgewebe eine Regenerationszeit von 4 bis 6 Wochen benötigt (98, 99). Darüber hinaus 

müssen die Materialien eine ausreichende Festigkeit aufweisen, um ein Kollabieren in den 

Defekt zu verhindern und die Barrierefunktion der Matrix aufrecht zu erhalten. Ein Material, 

das alle Anforderungen in höchstem Maße erfüllt, liegt nach derzeitigem Stand der Forschung 

noch nicht vor. Umso größer ist die Motivation, ein Gewebeersatzmaterial zu entwickeln, das 

den heutigen Anforderungen gerecht wird. Innovative Forschungsansätze zu Matrices aus 

Algen oder Seide könnten einen wesentlichen Beitrag dazu leisten, dem Ziel eines vollständig 

immunologisch tolerierten und integrierten funktionellen Gewebeersatzes einen Schritt näher 

zu kommen. 

 Seidenfibroin als Gewebeersatzmaterial 

Seide wird seit über 4000 Jahren in der Textilindustrie verwendet und gilt in der regenerativen 

Medizin als mögliche Alternative zu herkömmlichen Gewebeersatzmaterialien. Das natürliche 

Polymer wird in speziellen Drüsen von Arthropoden produziert (100, 101) und kommt in der 

Natur in verschiedenen Formen vor, von denen die Kokonseide des Seidenspinners Bombyx 

mori und die Spinnenseide von Nephila clavipes die bekanntesten sind. Die in diesem Versuch 

verwendete Kokonseide besteht aus den Proteinen Fibroin und Sericin. Das Faserprotein 

Fibroin liegt in Form von schweren (~350 kDa) und leichten (~25 kDa) Ketten vor (102, 103). 

Sericin verklebt die Fibroinketten miteinander und führt so zur Bildung des Kokons (103, 104). 

Ein einziger Seidenspinnerkokon besteht aus 800 m dieses biokompatiblen (105) und 

biodegradierbaren Materials (103). Aufgrund ihrer guten Handhabbarkeit, Bindefähigkeit, 
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Flexibilität und mechanischen Festigkeit werden Seidenfäden häufig zur Versorgung von 

intraoralen oder dermalen Wunden verwendet (106, 107). Seide ist durch die FDA (Food and 

Drug Administration) als Nahtmaterial und Stützstruktur in der rekonstruktiven Chirurgie 

zugelassen (108) und weist eine geringe Toxizität (101), Immunreaktivität (109) und individuell 

modifizierbare mechanische Belastbarkeit auf (100, 110). Seidenfibroin kann durch 

verschiedene Herstellungstechniken zu Fasern (111), Filmen (112), Matrices (105), Kapseln 

(113), Mikrosphären (114), Hydrogelen (115) und Schwämmen (116) verarbeitet werden. 

Durch Modifikation der Materialstruktur können sowohl die Nährstoff- und 

Sauerstoffversorgung als auch die Degradationsrate in vivo reguliert werden (101, 110, 117). 

Moderne Techniken wie das Elektrospinnen ermöglichen es, Seidenfibroinfasern in 

unterschiedlichen Anordnungen und Faserdurchmessern bis in den Nanometerbereich zu 

verarbeiten und somit die biologischen und mechanischen Eigenschaften der Matrix individuell 

einzustellen (118). Nicht zuletzt können inzwischen auch 3D-gedruckte Scaffolds (110, 119) 

und patientenindividuelle Implantate aus Seidenfibroin hergestellt werden (120).

 

Abbildung 1: Herstellung von Matrices aus Seidenfibroin. 

Zunächst wird die aus dem Seidenkokon gewonnene Rohseide in einer alkalischen Lösung entbastet. Durch die 
Entfernung der Sericinschicht kann das Fibroin extrahiert werden. Anschließend wird die getrocknete und 
entbastete Seide in eine Lösung aus CaCl2, Ethanol und Wasser überführt und einem Reinigungs- und 
Neutralisationsprozess unterzogen. Aus der so gewonnenen regenerierten Seide können mittels 3D-Druck 
Seidenfibroinmatrices hergestellt werden.  

Der Herstellungsprozess von SFM ist in Abbildung 1 dargestellt und umfasst die Prozesse 

Entbasten, Lösen und Regenerieren der Seide. Rohseide besteht aus zwei parallel 

verlaufenden Fibroinfasern, die von einer Sericinschicht umhüllt sind. Die Entfernung der 

Created with BioRender.com 
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Sericinschicht wird als Entbasten bezeichnet und kann enzymatisch, mit Seife oder 

säureunterstützt erfolgen (121, 122).  

Die vielversprechenden Eigenschaften von Seidenfibroin eröffnen ein breites 

Anwendungsspektrum im Tissue Engineering. Die Regeneration von Knochen, Knorpel, 

Bändern, Sehnen, Gefäßen und Nerven wurde bereits in vitro und in vivo untersucht (123, 

124). Huang et al. gelang es, Nervendefekte bei Ratten mittels Seidenkonstrukten zu 

überbrücken (125) und auch Forschungsansätze zu dem Ersatz von Herz- oder Lebergewebe 

(126, 127) und dem Einsatz transluzenter SFM zur Regeneration der Kornea (112) sind bereits 

etabliert. Klinische Studien belegen die Möglichkeit der Generierung von Stents aus 

Seidenfibroin zur Behandlung von Aneurysmen (124, 128, 129) und die Beschleunigung der 

Wundheilung der Haut durch Seidenfibroinfilme (130). 

In Versuchen an Ratten zeigten SFM bei der GBR im Vergleich zu CM kaum Unterschiede im 

Hinblick auf das Ausmaß der Knochenneubildung in Defekten an der Schädelkalotte (131, 

132). Smeets et al. konnten in einem Tierversuch zeigen, dass die für die GBR üblicherweise 

verwendeten CM im Vergleich zu SFM schneller resorbiert werden (105). Die langsamere und 

individuell anpassbare Degenerationsrate der SFM könnte in diesem Zusammenhang dazu in 

der Lage sein, die Regeneration knöcherner Defekte durch die Förderung selbiger zu 

erleichtern. Der Erfolg der Geweberegeneration hängt entscheidend von der Vaskularisation 

der Matrices nach der Applikation ab (133, 134). Eine Strategie zur Förderung der 

Angiogenese besteht in der Besiedlung der Matrices mit Angiogenesefaktoren. Luo et al. 

konnten im Tierversuch bei mit den Angiogenesefaktoren VEGF (vascular endothelial growth 

factor) und Ang-1 (Angiopoietin-1) transfizierten SFM, die von Spalthaut bedeckt wurden, eine 

beschleunigte Angiogenese und dermale Wundheilung nachweisen (133). Auch mit humanen 

Fettstammzellen besiedelte SFM zeigten eine frühere Angiogenese als unbesiedelte Matrices 

(135). Woloszyk et al. konnten nachweisen, dass SFM, die mit Stammzellen der humanen 

Pulpa oder humanen Gingivafibroblasten besiedelt waren, einen positiven und auch gleich 

starken Vaskularisationseffekt aufwiesen (136, 137) . Unger et al. verwendeten eine Mischung 

aus Endothelzellen und Osteoblasten, um die SFM vor der Implantation zu vaskularisieren. 

Nach der Implantation der prävaskularisierten Matrices bildeten sich Anastomosen zwischen 

den in vitro präformierten Mikrokapillaren und dem Wirtsgefäßsystem, so dass eine schnelle 

Vaskularisation der implantierten Matrix erreicht werden konnte (138). Trotz einer Vielzahl von 

in vitro und in vivo Untersuchungen mit Seidenfibroin mangelt es bisher an klinischen Studien, 

die das Potenzial dieses Biomaterials in seinen verschiedenen Indikationen belegen. 
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 Tissue Engineering und Biofunktionalisierung von Matrices 

Tissue Engineering bezeichnet in der regenerativen Medizin die Kombination eines 

Trägermaterials mit Zellen oder bioaktiven Molekülen, die gemeinsam ein funktionelles 

Gewebe bilden. Ziel des Tissue Engineering ist es, mit diesen funktionellen Ersatzgeweben 

geschädigte Gewebe oder Organe zu regenerieren oder funktionell zu ersetzen. Dabei stellt 

vor allem die exakte Rekonstruktion der strukturellen Eigenschaften, der Barriere- und 

Transportfunktionen sowie der biochemischen und sekretorischen Funktionen des zu 

ersetzenden Gewebes die Wissenschaft vor große Herausforderungen (139). Durch 

Biofunktionalisierung können die biologischen Eigenschaften der Trägermaterialien 

indikationsspezifisch modifiziert und verbessert werden. Hierzu werden die Materialien mit 

Wachstumsfaktoren oder Zellen besiedelt, die über verschiedene Signalwege Einfluss auf das 

umliegende Gewebe nehmen und zelluläre Prozesse manipulieren können. Mittels 

Biofunktionalisierung von Matrices wird versucht, die für die Geweberegeneration wichtigen 

Materialeigenschaften durch das Einbringen bioaktiver Substanzen zu verbessern. Für den 

Erfolg von Weichgewebsaugmentationen sind vor allem die Vaskularisation und die 

immunologische Toleranz des Gewebeersatzmaterials von Bedeutung (93, 140, 141).  

 Biofunktionalisierung mit PRF 

Zur Verbesserung der Angiogenese von Gewebeersatzmaterialien werden verschiedene 

Verfahren eingesetzt. Neben der Prävaskularisation von Trägermaterialien in vitro und in vivo 

(142) stellt die Verwendung von plättchenreichem Fibrin (PRF) eine vielversprechende 

Möglichkeit zur Beschleunigung der Vaskularisation dar. PRF ist ein autologes 

Thrombozytenkonzentrat, das durch Zentrifugation aus venösem Vollblut gewonnen wird. Die 

fibrinreiche Matrix enthält Thrombozyten, Leukozyten und Wachstumsfaktoren, die für die 

Angiogenese und Neovaskularisation entscheidend sind (143, 144). 

PRF wurde 2001 von Choukroun et al. entwickelt (145) und seitdem zur Regeneration von 

Weich- und Hartgewebe eingesetzt (146). Das Material wird durch Zentrifugation aus venösem 

Vollblut gewonnen und dabei in drei Fraktionen getrennt, wobei die untere Fraktion aus 

Erythrozyten, die mittlere Fraktion aus einem Fibringerinnsel und die obere Fraktion aus 

Plasma besteht (147). Bei der Herstellung von PRF werden nur die beiden letztgenannten 

Fraktionen verwendet. Das Fibringerinnsel kann als PRF-Clot durch ein Pressverfahren auch 

zu PRF-Plugs oder PRF-Matrices verarbeitet werden, was ein breiteres Anwendungsspektrum 

ermöglicht (147). 

Seit der Erstbeschreibung wurden zahlreiche weitere Generationen von 

Thrombozytenkonzentraten mit unterschiedlichen Anwendungsmöglichkeiten entwickelt. Im 

Vergleich zu anderen autologen Blutkonzentraten wie dem plättchenreichen Plasma (PRP), 
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werden die Wachstumsfaktoren in PRF durch das Fibringerüst zurückgehalten und erst 

allmählich freigesetzt (148). Zunächst wurde durch Reduktion der Zentrifugationsdauer und 

der Umdrehungszahl das Advanced PRF (A-PRF+) entwickelt, welches sich durch ein stark 

vernetztes Fibringerinnsel mit hohem Wachstumsfaktoranteil auszeichnet. Eine weitere 

Reduzierung der Zentrifugationskraft und die Verwendung von Kunststoffvakuetten anstelle 

von Glasvakuetten ermöglichten die Herstellung des flüssigen injizierbaren PRF (i-PRF) (149). 

Ghanaati et al. entwickelten das so genannte low speed centrifugation concept, mit dem sie 

die Anzahl der Wachstumsfaktoren, Leukozyten und Thrombozyten in i-PRF steigern konnten 

(149, 150). 

Aufgrund seiner proangiogenen und proliferationsfördernden Eigenschaften besitzt PRF ein 

breites klinisches Anwendungsspektrum (144, 150-152). In der dentalen Implantologie findet 

es sowohl in der regenerativen Versorgung von Extraktionsalveolen als auch in augmentativen 

Verfahren Anwendung (153). Je nach Indikation kann das Thrombozytenkonzentrat entweder 

allein oder in Kombination mit Knochenersatzmaterialien oder Matrices eingesetzt werden. 

Insbesondere bei der Weichgeweberegeneration zeigt PRF gute Ergebnisse. Es scheint die 

Heilung des Weichgewebes zu verbessern (154) und zu beschleunigen (143). In der 

S3-Leitlinie der DGI zu dem Einsatz von PRF in der Implantologie wurde eine evidenzbasierte 

Empfehlung für die Verwendung solider PRF-Plug-Matrices bei offen abheilenden Alveolen 

ausgesprochen. Dabei wurde auf mehrere Studien verwiesen, die eine Verbesserung des 

Alveolenverschlusses in Bezug auf die Weichgeweberegeneration und Epithelialisierung 

zeigten (143, 153-155). In einigen dieser Studien wurde auch eine Abnahme des 

postoperativen Schmerzerlebens bei der Anwendung von PRF beobachtet (154, 155). Eine 

signifikante Verbesserung ließ sich jedoch nicht in allen Studien nachweisen, sodass in der 

Leitlinie diesbezüglich keine evidenzbasierte Empfehlung ausgesprochen wurde (153, 156, 

157). Untersuchungen zu dem autologen Thrombozytenkonzentrat wurden auch in Bezug auf 

die Behandlung parodontaler Knochendefekte und die Deckung von Rezessionen 

durchgeführt (153, 156). Obwohl der Nutzen von PRF-Matrices in der 

Weichgeweberegeneration als gesichert gilt, können sie nach derzeitigem Stand der 

Forschung bei der Rezessionsdeckung nicht als gleichwertige Alternative zu 

Bindegewebstransplantaten oder CM angesehen werden (1, 158).  

Unter Nutzung des CAM-Assays wurde eine Förderung der Neovaskularisation durch die 

Anwendung von PRF-Matrices (159, 160) und von mit PRF biofunktionalisierten 

Knochenersatzmaterialien beobachtet (161). Die Untersuchung verschiedener porciner CM 

ergab, dass die Mucoderm®-CM in Kombination mit dem Thrombozytenkonzentrat ein 

vergleichsweise hohes angiogenes Potenzial aufweist (55, 162). Kyyak et al. beobachteten für 

die Kombination von i-PRF mit Knochenersatzmaterialien in vitro ebenfalls einen 

proliferationsfördernden Effekt (163). Für die Kombination von Seidenfibroin mit PRF mangelt 
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es bisher an Studien. Luo et al. konnten jedoch in ihrer Studie mittels CAM-Assay zeigen, dass 

Matrices, die mit dem in PRF enthaltenen Wachstumsfaktor VEGF transfiziert wurden, eine 

beschleunigte Neovaskularisation aufweisen (133). 

 Biofunktionalisierung mit Schmelz-Matrix-Proteinen 

Schmelz-Matrix-Proteine (SMP) sind bioaktive Eiweiße, die an der Bildung des 

Zahnhalteapparats während der Zahnentwicklung beteiligt sind. Aufgrund ihrer Schlüsselrolle 

bei der Entwicklung von zahnstützendem Gewebe werden sie in der regenerativen 

Parodontalchirurgie verwendet. Die Bildung von SMP erfolgt in den Ameloblasten des 

Zahnkeims und in den Präameloblasten der Hertwig-Epithelscheide während der 

Zahnentwicklung (164, 165). Daher haben therapeutisch eingesetzte Schmelz-Matrix-Derivate 

meist einen tierischen Ursprung. So wird das in vielen Studien untersuchte kommerzielle SMP-

Derivat Emdogain® aus porcinen Zahnkeimen gewonnen (166). Nach Angaben des Herstellers 

besteht das Gel aus Schmelz-Matrix-Proteinen, überwiegend Amelogenin und Ameloblastin, 

die in Wasser und der Trägersubstanz Propylenglykolalginat gelöst vorliegen (167). 

Bereits 1989 erkannten Hammarström et. al. den Nutzen von SMP in der Zahnheilkunde (168, 

169) und konnten anhand von Tierversuchen nachweisen, dass SMP die für die parodontale 

Regeneration wichtige Bildung von azellulärem Zement, Desmodont und Knochen fördern 

(170). Die Proteine wirken sich auf die Expression von Wachstumsfaktoren, Zytokinen und 

Komponenten der extrazellulären Matrix aus und können die Epithelialisierung der Wunde 

beschleunigen (171-173). Sowohl in vitro als auch in Tierversuchen konnte bei der Anwendung 

von SMP eine beschleunigte Neovaskularisation beobachtet werden (174, 175). Aspriello et 

al. gelang der klinische Nachweis einer erhöhten VEGF-Expression 48 Stunden nach der 

Applikation von SMP auf die Wurzeloberfläche (176). Im Gegensatz dazu wurden 

proinflammatorische Gene durch die Applikation der Substanz bei Kaninchen herunterreguliert 

(177). Weitere Tierversuche zeigten eine verbesserte Wundheilung der Mundschleimhaut 

durch die Stimulation der Produktion von Kollagenfasern und Blutgefäßen in dem umliegenden 

Bindegewebe (166, 178). 

Klinisch wird das SMP-Derivat Emdogain® neben der Regeneration von durch Parodontitis 

geschädigten Zähnen auch für die Deckung von Furkationsdefekten verwendet (171, 179, 

180). In der S3-Leitlinie „Treatment of Stage I-III Periodontitis“ der European Federation of 

Periodontology wird eine evidenzbasierte Empfehlung für die Verwendung von Schmelz-

Matrix-Proteinen in bestimmten Indikationen der regenerativen Parodontalchirurgie 

ausgesprochen (181, 182). Zusätzlich weist die deutsche Leitlinie auf die geringere 

postoperative Schwellung im Vergleich zu der Verwendung nicht resorbierbarer Matrices hin 

(182). Ob lediglich SMP oder diese nach dem Prinzip der GBR in Kombination mit Matrices 

genutzt werden, hängt von der Ausdehnung des zu therapierenden Defektes ab (183). SMP 
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stellen durch ihre Fähigkeit zur Regeneration des parodontalen Gewebes (171) eine 

Ergänzung zu der herkömmlichen Parodontitistherapie dar und können in der dritten 

Therapiestufe eingesetzt werden (182). 

Unter Nutzung des CAM-Assays beobachteten Kauvar et al. eine Stimulation der Angiogenese 

durch SMP (184). Die Vaskularisation auf der CAM war dabei stärker als in der negativen 

Kontrollgruppe und vergleichbar mit der Anwendung einer Mischung aus FGF (fibroblast 

growth factor) und VEGF. Bei der klinischer Applikation des SMP-Derivats während der 

Implantation konnte eine erhöhte Anzahl an Blutgefäßen im periimplantären Weichgewebe 

festgestellt werden (185). Hierzu wurde das Gel unmittelbar nach der Implantation und noch 

vor der Repositionierung des Lappens auf die Abdeckschraube und das periimplantäre 

Gewebe aufgetragen. Kashefimehr et al. wendeten SMP nach dem mechanischen 

Debridement bei der Parodontitistherapie subgingival an und verglichen die Ergebnisse mit 

einer Kontrollgruppe ohne die Applikation. Dabei konnten sie durch Abnahme der 

Sondierungstiefe und des Bleeding-on-Probing-Index (BOP-Index) einen positiven Effekt auf 

die Wundheilung feststellen (186, 187). Weitere klinische Studien bestätigen eine verbesserte 

Wundheilung und eine Reduktion der Taschentiefe durch den Einsatz von Emdogain® in der 

Parodontitistherapie (188, 189). 

Auch die Kombination von SMP mit Ersatzmaterialien wurde bereits untersucht. In vitro zeigten 

Park et al. an mit SMP biofunktionalisierten CM eine erhöhte Proliferation von Endothelzellen 

aus humanen Nabelschnurvenen gegenüber der unbehandelten Kontrollgruppe (190). Yuan 

et al. beobachteten an mit SMP rehydrierten Matrices behandelten Mäusen eine höhere 

Anzahl an Blutgefäßen in der direkten Umgebung des Materials als in der Kontrollgruppe, die 

nur mit der Trägersubstanz Propylenglykolalginat rehydriert wurde (191). Die CM wurden 

jedoch nicht von den Blutgefäßen infiltriert und es zeigte sich eine bandförmige Ansammlung 

von Entzündungszellen um die mit SMP behandelten Matrices. Der zuvor klinisch beobachtete 

positive Effekt auf die Wundheilung (188) ließ sich mit SMP rehydrierten Matrices bislang nicht 

eindeutig bestätigen. Vokurka et al. beobachteten bei mit der Substanz rehydrierten CM in vivo 

eine langsamere Angiogenese und keine Verbesserung der Weichgeweberegeneration im 

Vergleich zu unbehandelten Matrices (40). Auch Sangiorgio et al. kamen in ihrer klinischen 

Studie zur Rezessionsdeckung zu dem Ergebnis, dass die kombinierte Anwendung von CM, 

Emdogain® und einem Verschiebelappen keine signifikante Verbesserung gegenüber der 

Variante ohne SMP zeigte (39). 

 Untersuchung der Neovaskularisation im Chorion-Allantois-
Membran-Assay 

Bei dem CAM-Assay handelt es sich um eine an bebrüteten Vogeleiern durchgeführte 

Versuchsmethode, anhand derer die Angiogenese und Neovaskularisation von 
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Fremdmaterialien untersucht werden können (54). Das Assay wurde 1974 durch Folkmann et 

al. adaptiert und wird seitdem auch in der onkologischen Forschung und dem Tissue 

Engineering eingesetzt (192). Die extraembryonale Membran entsteht durch Verschmelzung 

der mesodermalen Schichten der Fruchthüllen Allantois und Chorion an den 

Eientwicklungstagen (EDD) 4 und 5 (135, 193). Erste Blutgefäße beginnen sich bereits 

42 Stunden nach Inkubationsbeginn zu entwickeln, doch erst zwischen EDD 8 und 10 ist der 

zentrale Teil der CAM vollständig ausgebildet (193). Ab EDD 10 nimmt die Konzentration der 

Wachstumsfaktoren ab und aus den bereits gebildeten Gefäßen sprießen Kapillaren (193).  

Das CAM-Assay ermöglicht die Beobachtung der Neovaskularisation von 

Gewebeersatzmaterialien während des gesamten Versuchsablaufs. Die Neovaskularisation 

lässt sich dabei in die Prozesse Vaskulogenese und Angiogenese unterteilen (135). 

Vaskulogenese beschreibt die Rekrutierung endothelialer Vorläuferzellen aus dem 

Knochenmark in ischämische Regionen, wo sie durch Sekretion proangiogener 

Wachstumsfaktoren zu der Neovaskularisation beitragen (194). Als Angiogenese wird das 

Aussprossen von Kapillaren aus bestehenden Gefäßen bezeichnet (195). Sie beginnt mit der 

Vasodilatation und der Degradation der Basalmembran bereits vorhandener Gefäße. 

Anschließend proliferieren die Endothelzellen und migrieren von den bestehenden 

Blutgefäßen weg (135, 195). Das Zusammenspiel der Proliferation von Endothelzellen mit 

inflammatorischen und hypoxischen Reaktionen im Wundbereich erzeugt proangiogene 

Faktoren, die eine aktive Proliferation und Migration von Endothelzellen in dieses Gebiet 

fördern (135). Auf diese Weise können neue Blutgefäße entstehen. Sowohl die Vaskulogenese 

als auch die Angiogenese stellen wichtige Voraussetzungen für die suffiziente Integration von 

Gewebeersatzmaterialien dar. 

In der Literatur existieren verschiedene Modifikationen und Adaptationen des CAM-Modells. 

Eine dieser Modifikationen stellt das ex ovo CAM-Assay dar, bei dem die Embryonen im 

Gegensatz zu dem in ovo CAM-Assay ohne Eischale und üblicherweise in Petrischalen 

inkubiert werden (133, 196, 197). Der Versuchsablauf eines in ovo CAM-Assays variiert bis zu 

der Fensterung der Eischale an EDD 3 nur geringfügig, meist in der eingestellten 

Inkubationstemperatur und Luftfeuchtigkeit (55, 198). In der internationalen Literatur existiert 

jedoch eine große Variationsbreite im Hinblick auf den Zeitpunkt der Materialauflage und die 

Inkubationszeit (199, 200). Nowak-Sliwinska et al. erstellten 2018 eine Richtlinie für die 

Interpretation von Angiogenese-Assays und legten darin EDD 7 als einen geeigneten 

Zeitpunkt für die Platzierung der Matrices auf der CAM fest (196). In diesem Stadium ist das 

Immunsystem des Embryos noch nicht vollständig entwickelt und die Bedingungen für die 

Angiogenese sind günstig. 
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3 Material und Methoden 

Tabelle 1: Chemikalien, Kits und Primer. 

Produkt Hersteller 

Eindeckmedium Eukitt  Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland 

iScriptTMcDNA Synthesis Kit Bio-Rad Laboratories, USA 

Paraffin ROTI®Plast Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

RNase-free DNase Set Qiagen N.V., Hilden, Deutschland 

RNeasy® Mini Kit Qiagen, USA 

RT²SYBR®Green Mastermix Qiagen, USA 

Schmelz-Matrix-Derivat Emdogain® Straumann, Basel, Schweiz 

Primer cVEGF, cHIF-1α, cMMP-13, 

cNOS 

Eurofins Genomics, Ebersberg, Deutschland 

 

Tabelle 2: Lösungen und Puffer. 

Produkt Hersteller Zusammensetzung 

Beta Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Steinheim, 

Deutschland 

≥ 99,0 % 

≤ 1 % Aqua dest 

Eosin 1 % Morphisto GmbH, Frankfurt am 

Main, Deutschland 

1 % Eosin G 

< 0,1 % Essigsäure 

< 0,1 %Natriumacid 

99 % Aqua dest 

Ethanol 100 % Carl Roth GmbH + Co. KG, 

Karlsruhe, Deutschland 

≥ 99,5 % Ethanol 

0,5 % Aqua dest 

Ethanol 50 % Carl Roth GmbH + Co. KG, 

Karlsruhe, Deutschland 

50 % Ethanol (≥ 99,5 %) 

50 % Aqua dest 

Ethanol 70 % Carl Roth GmbH + Co. KG, 

Karlsruhe, Deutschland 

70 % Ethanol (≥ 99,5 %) 

30 % Aqua dest 

Ethanol 96 % Carl Roth GmbH + Co. KG, 

Karlsruhe, Deutschland 

96 % Ethanol (≥ 99,5 %) 

4 % Aqua dest 

Formaldehyd 4 % VWR, Leuven, Belgien 4 % Formaldehyd 

0,5-1,5 % Ethanol 

95 % Aqua dest 

Hämalaunlösung 

sauer nach Mayer 

Carl Roth GmbH + Co. KG, 

Karlsruhe, Deutschland 

50 g Kalialaun 

50 g Choralhydrat 

1 g Hämatoxylin 
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1 g Citronensäure 

0,2 g Natriumjodat 

1000 ml Aqua dest 

isotone Kochsalz-

Lösung 

Braun Melsungen AG, Melsungen, 

Deutschland 

0,9 % NaCl 

99,1 % Aqua dest 

RDD Puffer RNase-free DNase Set; Qiagen 

N.V., Hilden, Deutschland 

Firmengeheimnis 

Xylol-Ersatzmedium 

ROTI®Histol 

Carl Roth GmbH + Co. KG, 

Karlsruhe, Deutschland 

97 % Orangenterpene 

Rest: Firmengeheimnis 

 

Tabelle 3: Geräte. 

Produkt Hersteller 

Analysewaage ABT 120-5DM Kern & Sohn GmbH, Balingen, 

Deutschland 

Brutmaschine Typ 3000 Siepmann GmbH, Herdecke, Deutschland 

Gewebeentwässerungs- und 

Einbettautomat Tissue-Tek VIP 5 Jr. 

Sakura, Tokyo, Japan 

Heißwasserbad Witegro Laborbedarf, Altenhain, 

Deutschland 

in-vivo Fluoreszenzmikroskop Olympus 

BXFM  

Olympus Deutschland GmbH, Hamburg, 

Deutschland 

Mikroskop Nikon Eclipse TE2000-U Nikon, Tokyo, Japan 

Mikrotom Leica RM 2165 Leica Biosystems, Nußloch, Deutschland 

PCR Workstation Pro peqlab, Erlangen, Deutschland 

Präzisionswaage Kern PCB 250-3 Kern & Sohn GmbH, Balingen, 

Deutschland 

Spektralphotometer NanoDrop One Thermo ScientificTM NanoDropTM One; 

USA 

Thermocycler CFX ConnectTM Bio-Rad, Singapur 

Thermocycler peqSTAR 96X universal peqlab, Erlangen, Deutschland 

Wärmeschrank Memmert GmbH + Co. KG, Büchenbach, 

Deutschland 

Zentrifuge Heraeus Megafuge 16R  Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Zentrifuge PRF Duo quattro  Mectron, Köln, Deutschland 

Zentrifuge SpeedMill Plus  Analytik Jena GmbH, Jena, Deutschland 

Zentrifuge Thermo ScientificTM FrescoTM 21  Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

 



Material und Methoden 

 23 

Tabelle 4: Verbrauchsmaterialien. 

Produkt Hersteller 

8er-PCR-Strips 0,2 ml mit separatem 

gewölbten Deckelstreifen 

Brand GmbH + Co KG, Wertheim, 

Deutschland 

Collection Tube 2ml Qiagen, Hilden, Deutschland 

Einbettkassette LABORTECHNIK GmbH, Nürmbrecht-

Elsenroth, Deutschland 

Einbettschwamm Tissue embedding 

sponge 

Deltalab, Barcelona, Spanien 

Filterpapier Tissue-TEK II Vogel GmbH & Co. KG, Gießen, 

Deutschland 

Fixierpflaster Leukopor BSN medical GmbH, Hamburg, 

Deutschland 

Hard-Shell PCR Plates 96-well Bio-Rad Laboratories, Frankreich 

innuSPEED Lysis Tubes E IST Innuscreen GmbH, Berlin, Deutschland 

Kanüle MicrolanceTM 3 21G x 11/2” – Nr.2 

0,8 x 40mm 

Becton Dickinson S.A., Fraga, Spanien 

Kimtech Präzisionstücher Kimberly-Clark Global Sales, Roswell, USA 

Kryo-Gefäß Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 

Deutschland 

Küvette  Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH &Co KG, 

Sondheim vor der Rhön, Deutschland 

Microseal® `B` seal Bio-Rad Laboratories, Großbritannien  

Polypropylen-Teströhrchen 50 ml Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 

Deutschland 

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

Safety Blood Collection Set + Holder greiner bio-one; Kremsmünster, Österreich 

Shredderäule QIAshredder Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland 

Skalpell No. 21 Feather safety razor Co., Ltd., Osaka, 

Japan 

S-PRF Vakuumröhrchen 10ml Pro Cell PRFTM by choukroun, Italien 

Spritze DiscarditTM II Becton Dickinson S.A., Fraga, Spanien 

Tesafilm Tesa SE, Norderstedt, Deutschland 

Verschlussfolie Parafilm Bemis TM, USA 
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Tabelle 5: Software. 

Produkt Hersteller 

cellSens Dimension  Olympus, Tokio, Japan 

EndNote, Version 20.5 Alfasoft GmbH, Frankfurt am Main, 

Deutschland 

Excel, Version 2311 Microsoft Corporation, Redmond, USA 

GraphPadPrism, Version 6 GraphPad Software, Boston, 

Massachusetts, USA 

ImageJ  National Institutes of Health; Bethesda; 

Maryland, USA 

Thermo ScientificTM AcclaroTM Sample 

Intelligence software 

Thermo ScientificTM NanoDropTM One; USA 

 

Tabelle 6: Versuchstiere und Matrices. 

 

 Chorion-Allantois-Membrane-Assay 

Für die Versuche wurden befruchtete White Leghorn Hühnereier der Firma LSL verwendet. 

Diese wurden mit autoklaviertem, destilliertem Wasser und Präzisionsreinigungstüchern von 

sichtbaren Verunreinigungen befreit, fortlaufend nummeriert und anschließend horizontal 

liegend bei 37,5 °C und einer 50-prozentigen relativen Luftfeuchtigkeit in den Brutkästen 

bebrütet. Um die Luftfeuchtigkeit konstant zu halten, befanden sich in den gewählten 

Brutkästen integrierbare Wasserbehälter mit destilliertem, autoklaviertem Wasser. Während 

der ersten drei Tage (Eientwicklungstag (EDD) 1–3) der Bebrütung lagerten die Eier 

horizontal, sodass sich die enthaltene Luftblase nach oben verlagern konnte und bei dem 

Eröffnen der Eischale keine vitalen Strukturen verletzt wurden. 

Im Rahmen des in Abbildung 2 dargestellten Versuchsablaufs erfolgte an EDD 3 das Eröffnen 

der Eischale. Dazu wurden zunächst 5–6 ml Eiweiß an dem stumpfen Pol des Eis mit Hilfe 

einer Spritze und einer BD Microlance Kanüle Nr. 2 entnommen. Dies führte dazu, dass sich 

das Eiklar absenkt und im oberen Bereich ein luftgefüllter Hohlraum unterhalb der Eischale 

Produkt Hersteller 

Kollagenmatrix Mucoderm® botiss biomaterials GmbH, Zossen, 

Deutschland 

Seidenfibroinmatrix, Silk Fibroin Non-

woven  

Fibrothelium GmbH, Aachen, Deutschland 

White Leghorn LSL Hühnereier LSL, Rhein-Main GmbH, Dieburg, 

Deutschland 
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entstand. Die Punktionsstelle wurde sorgfältig mit transparentem Klebeband verschlossen, um 

das Austreten weiterer Flüssigkeit zu verhindern. Um die Eischale zu stabilisieren und bei 

Eröffnen dieser das Herabfallen von Schalenteilen zu verhindern, wurde die nach oben 

gerichtete Seite der Eischale mit einem Fixierpflaster abgeklebt. Mit einer sterilen Schere 

wurde anschließend eine circa 2 x 3 cm große Öffnung in die Eischale geschnitten. Diese 

wurde anschließend sorgfältig mit einer transparenten Verschlussfolie abgedeckt, um das 

Kontaminationsrisiko und den Flüssigkeitsverlust durch Verdunstung zu minimieren. Die 

Identifizierung und Entsorgung der unbefruchteten Eier, erkennbar an der ausbleibenden 

Entwicklung eines Embryos, der von spinnennetzartigen Gefäßen umgeben ist, erfolgte 

ebenfalls in dieser Phase des Versuchs. 

 

Abbildung 2: Ablauf CAM-Assay. 

Die Entnahme einiger Milliliter Albumin führte zu einem Absenken des Eiklars und ermöglichte die Fensterung der 
Eischale an EDD 3. Nachdem die Matrices mit i-PRF und SMP biofunktionalisiert waren, wurden sie an EDD 7 auf 
der CAM platziert. Abkürzungen: CAM = Chorion-Allantois-Membran, EDD = egg development day, 
i-PRF = injectable platelet rich fibrin, SMP°= Schmelz-Matrix-Protein 

An EDD 6 erfolgte die Erweiterung des ovalen Fensters auf eine Größe von 3 x 5 cm. Zu 

diesem Zeitpunkt begann die Chorion-Allantois-Membran (CAM) sich zu entfalten, sodass 

durch das vergrößerte Sichtfenster das Auflegen der Matrices (CM und SFM) an dem 

folgenden Tag möglich war. Die Matrices wurden an EDD 6 nach 20-minütiger Sterilisation 

unter UV-Licht mit einem sterilen Skalpell auf 0,5 x 0,5 cm zugeschnitten und in einer mit 

Verschlussfolie versiegelten Petrischale über Nacht gelagert. An EDD 7 wurden die 

zugeschnittenen Matrices für 10 Minuten in jeweils 400 µl der ihrer Versuchsgruppe 

zugeordneten Substanz rehydriert. Die hierzu benötigten Substanzen NaCl, i-PRF und 

Created with BioRender.com 
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Emdogain® wurden nach den in Abschnitt 0 beschriebenen Verfahren vorbereitet. Eine 

Übersicht über die einzelnen Versuchsgruppen ist in Tabelle 7 dargestellt. Um zu verhindern, 

dass die Matrices ohne direkten Kontakt zur CAM auf einem Flüssigkeitsfilm zu liegen kamen, 

wurden beide Seiten der Matrix nach dem Rehydrieren für 10 Sekunden auf sterilem 

Filterpapier abgelegt. So konnte die überschüssige Flüssigkeit aus den rehydrierten Matrices 

aufgenommen und ein direkter Kontakt mit der CAM sichergestellt werden. Anschließend 

wurden die Eier nacheinander aus dem Brutkasten entnommen und die Matrices auf der CAM 

platziert. Dabei galt es, darauf zu achten, dass die Matrices wie in Abbildung 3 gezeigt, auf der 

konkaven Seite des Embryos auf der durchsichtigen und reich vaskularisierten CAM zu liegen 

kamen. Nach erneutem Verschließen der Eiöffnung mit Verschlussfolie konnten die Eier 

wieder in den Brutschrank zurückgelegt werden. 

 

Abbildung 3: Auflage einer Seidenfibroin- (links) und einer Kollagenmatrix (rechts) 

Drei, fünf und sieben Tage nach der Auflage der Matrices auf die CAM (EDD 10, 12 und 14) 

konnten mit Hilfe der in-vivo Fluoreszenzmikroskopie Bilder der Matrices einschließlich der sie 

umgebenden CAM nach dem in Abschnitt 3.1.4 beschriebenen Verfahren angefertigt werden 

(Abbildung 4). 

An EDD 11 und 14 wurden für die qPCR (quantitative polymerase chain reaction) je Ei zwei 

RNA-Proben aus dem Randbereich der Matrix entnommen. Dies geschah mit sterilen 

Instrumenten an den jeweils gegenüberliegenden Ecken der Matrix aus der CAM. Die Proben 

wurden anschließend in zwei separate Kryoröhrchen überführt. Um sicherzustellen, dass die 

Probenmasse die für die qPCR festgelegte Maximalmasse von 30 mg nicht überschritt, wurde 

diese mit einer Präzisionswaage bestimmt. Alle Proben mussten unmittelbar nach dem 

Abwiegen in den Kryoröhrchen in flüssigem Stickstoff eingefroren und anschließend bis zur 

RNA-Extraktion bei -80 °C in einem Gefrierschrank gelagert werden. 

Im Anschluss an die Entnahme der RNA-Proben an EDD 11 und 14 wurde die gesamte Matrix 

inklusive eines 3 mm breiten Randes aus der CAM für die histologische Untersuchung mit 

einer sterilen Schere entnommen. Dies stellte die nachvollziehbare Orientierung des 
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Präparates im weiteren Verlauf der Aufbereitung sicher. Die entnommene Matrix mit der 

umgebenden CAM wurde anschließend in eine mit destilliertem Wasser gefüllte Petrischale 

überführt. Die Probe musste im Folgenden mit einer Pinzette möglichst faltenfrei auf ein 

vorgefertigtes Filterpapier aufgezogen werden. Dieses wurde so gefaltet, dass die Matrix von 

oben und unten mit Filterpapier bedeckt war. Nachdem die Matrix auf einen Einbettschwamm 

überführt und in eine Einbettkassette gelegt wurde, konnte sie in wässriger Formalinlösung mit 

4 % Formaldehyd fixiert werden. Nach der Probenentnahme erfolgte die Dekapitation des 

Embryos. 

Die Entnahme der RNA- und histologischen Proben erfolgte an EDD 11 bei einem Drittel der 

Eier und anschließend an EDD 14 bei den restlichen Eiern eines Versuchsdurchgangs. Die 

Auswahl der an EDD 11 zu entnehmenden Eier erfolgte randomisiert. 

 

Abbildung 4: Versuchsablauf in schematischer Übersicht. 

Nach der Eröffnung der Eischale an EDD 3 und der Platzierung der Matrices auf der CAM (EDD 7) erfolgte die 
Analyse der Neovaskularisation mittels intravitaler Fluoreszenzmikroskopie an den EDD 10, 11 und 12. Proben für 
die molekulargenetische Untersuchung mittels RT-qPCR und die histologische Färbung wurden an EDD 11 und 14 
entnommen. Abkürzungen: EDD = egg development day, CAM = Chorion-Allantois-Membran, RT-qPCR = reverse 
transcription quantitative polymerase chain reaction 
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Tabelle 7: Übersicht über die Versuchsgruppen. 

Versuchsgruppe Matrixtyp 
Material zur 

Biofunktionalisierung 
Entnahmezeitpunkt 

I 

CM 

NaCl 

EDD 11 & 14 II i-PRF 

III SMP 

IV 

SFM 

NaCl 

EDD 11 & 14 V i-PRF 

VI SMP 

Abkürzungen: CM = Kollagenmatrix, SFM = Seidenfibroinmatrix, NaCl = Natriumchlorid, 

i-PRF = injectable platelet rich fibrin, SMP = Schmelz-Matrix-Proteine, EDD = egg development day 

 

 Matrices 

Für die vorliegende Arbeit wurde zum einen die kommerziell erhältliche CM Mucoderm® und 

zum anderen eine unlösliche SFM (105) verwendet. Beide Matrices wurden unter sterilen 

Bedingungen mit einem Skalpell auf eine Größe von 0,5 cm x 0,5 cm zugeschnitten.  

Die in diesem Projekt verwendete SFM wurde mit Hilfe der PureSilk® Technologie 

(Fibrothelium gmbH, Aachen, Deutschland) hergestellt. Das Entbasten der Seide fand in einer 

heißen alkalischen Lösung statt. In einem zweiten Schritt wurde das gereinigte Seidenfibroin 

in einem schonenden Löseverfahren auf Basis von Ajisawas-Reagenz, bestehend aus 

Calciumchlorid, Wasser und Ethanol, gelöst, wobei auf den Einsatz toxischer Chemikalien 

verzichtet wurde. Im Anschluss wurde das gelöste Fibroin für acht Stunden gegen 

vollentsalztes Wasser dialysiert. Die so gewonnene Fibroinlösung diente in einer 

Konzentration von drei Gewichtsprozent der Herstellung elektrogesponnener nichtgewebter 

SFM. Das Elektrospinnen erfolgte mit Hilfe einer Spinndüse und einem Trommelsammler bei 

einer Spannung von 25–30 kV und einer Geschwindigkeit von 100 rpm. 

Um das durchschnittliche Gewicht der beiden Matrixtypen zu bestimmen, wurden jeweils fünf 

Matrices pro Material mit einer Analysewaage gewogen. Anschließend wurden die 

Mittelwerte ± Standardabweichung (SD) ermittelt. Die zugeschnittenen CM zeigten mit 

10,62 mg ± 0,08 mg ein deutlich höheres Gewicht als die SFM (1,35 mg ± 0,08 mg). Nach der 

Rehydrierung der Matrices in jeweils 400 µl isotoner Kochsalzlösung für 10 Minuten und der 

anschließenden Auflage auf Filterpapier für 10 Sekunden, wurden sie erneut gewogen. Das 

durchschnittliche, durch die Matrices aufgenommene Volumen der CM betrug 

19,64 µl ± 5,91 µl, das der SFM 0,74 µl ± 0,44 µl. 
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 Materialien zur Biofunktionalisierung 

Die Biofunktionalisierung der SFM und CM erfolgte durch Rehydrierung mit i-PRF und SMP. 

Eine schematische Darstellung des Versuchsaufbaus und der Gewinnung der beiden zu 

untersuchenden Substanzen ist in Abbildung 5 dargestellt. 

3.1.3.1 i-PRF 

Zunächst erfolgte die venöse Blutentnahme bei einem gesunden Probanden mit der 

Butterfly-Kanüle des Safety Blood Collection Sets. Das Vollblut wurde in sterilen S-PRF 

Vakuumröhrchen (10 ml) aufgefangen und anschließend für 7 min bei 12 x 100 rpm bei 

Raumtemperatur zentrifugiert. Die Zentrifugation wurde mit der PRF Duo Zentrifuge 

durchgeführt. Für die Biofunktionalisierung musste das i-PRF mit einer Spritze und Kanüle 

aspiriert und zunächst in einer Petrischale gesammelt werden. Dabei war darauf zu achten, 

dass die Kanüle auf keinen Fall mit der erythrozytenreichen Schicht in der unteren Phase 

des Röhrchens in Kontakt kam, so dass nur das Plasma einschließlich der leukozyten- und 

plättchenreichen Schicht in die Petrischale gelangte. Mit einer sterilen Kanüle konnte das 

i-PRF aus der Petrischale entnommen und auf die Matrices aufgetragen werden. 

 

Abbildung 5: Versuchsaufbau der Biofunktionalisierung mit i-PRF und SMP. 

Für die Herstellung von i-PRF wurde patienteneigenes Blut verwendet und durch Zentrifugation aufbereitet. Das 
sich in der obersten Phase befindliche Fibrin kam bei der Biofunktionalisierung der Matrices zum Einsatz. Das von 
Ameloblasten im Zahnkeim produzierte SMP wurde als kommerzielles Material für diesen Versuch erworben. Die 
gebrauchsfertige Masse kam in verdünnter Form auf den Seidenfibroin- und Kollagenmatrices zum Einsatz. 
Abkürzungen: i-PRF = injizierbares plättchenreiches Fibrin, SMP = Schmelz-Matrix-Protein 

3.1.3.2 Schmelz Matrix Derivate 

Das kommerziell erhältliche Gel Emdogain® enthält Schmelz-Matrix-Proteine. Vor der 

Anwendung musste die 0,7 ml Stammlösung mit einer Gelkonzentration von 30 mg/ml unter 
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sterilen Bedingungen mit isotoner Kochsalzlösung auf eine Konzentration von 100 µg/ml 

verdünnt werden. Die so hergestellte Lösung konnte anschließend in 50 ml Polypropylen-

Teströhrchen alliquotiert und bei 4 °C im Kühlschrank aufbewahrt werden. 

3.1.3.3 Natriumchlorid 

Als Kontrollgruppe wurden beide Matrixtypen mit 0,9-prozentiger Natriumchloridlösung 

rehydriert. 

 In-vivo Fluoreszenzmikroskopie 

Die Fluoreszenzmikroskopie erfolgte an EDD 10, EDD 12 und EDD 14 mit dem in-vivo 

Fluoreszenzmikroskop bei 50-facher Vergrößerung. Für die Auswertung der Aufnahmen 

wurde die Software cellSens Dimension genutzt und die Daten im VSI-Format gespeichert. 

Anschließend wurden die Rohdaten in das Programm Excel überführt, in dem die weitere 

Berechnung stattfand. 

An den drei Untersuchungszeitpunkten wurden jeweils eine Übersichtsaufnahme und zwei 

Detailaufnahmen von zwei gegenüberliegenden Matrixecken erstellt (Abbildung 6). Hierzu 

wurden die Eier so ausgerichtet, dass die Eibeschriftung bei dem Mikroskopieren zum 

Betrachter zeigte und die Aufnahmen von der am weitesten rechts und der am weitesten links 

liegenden Matrixecke angefertigt wurden. Die Übersichtsaufnahme setzte sich aus mehreren 

Einzelaufnahmen zusammen, die mit Hilfe der Software zu einem Multi-Image-Array 

zusammengefügt werden konnten. Anhand der Übersichtsaufnahme ließ sich die 

vaskularisierte Fläche 𝐴𝑣 der Matrix mittels der unten aufgeführten Formel berechnen. 

𝐵𝑒𝑟𝑒𝑐ℎ𝑛𝑢𝑛𝑔 𝑑𝑒𝑟 𝑣𝑎𝑠𝑘𝑢𝑙𝑎𝑟𝑖𝑠𝑖𝑒𝑟𝑡𝑒𝑛 𝐹𝑙ä𝑐ℎ𝑒: 

𝐴1 − 𝐴2 = 𝐴𝑣 

Hierzu wurde in dem Programm eine Umrandung um die äußere Grenze der Matrix und um 

die innere Grenze der eingewachsenen Gefäße zur restlichen Matrixfläche gezeichnet. Die 

Software berechnete automatisch die eingeschlossenen Flächen und durch Subtraktion der 

äußeren (𝐴1) von der inneren Fläche (𝐴2) ergab sich die vaskularisierte Fläche (𝐴𝑣). Um den 

prozentualen Anteil der vaskularisierten Fläche (%𝑣𝑎𝑠) an der Gesamtmatrixfläche zu 

berechnen, wurde die vaskularisierte Fläche durch die Gesamtfläche der Matrix (𝐴2) dividiert 

und mit dem Faktor 100 multipliziert. 

𝐵𝑒𝑟𝑒𝑐ℎ𝑛𝑢𝑛𝑔 𝑝𝑟𝑜𝑧𝑒𝑛𝑡𝑢𝑎𝑙𝑒𝑟 𝐴𝑛𝑡𝑒𝑖𝑙 𝑑𝑒𝑟 𝑣𝑎𝑠𝑘𝑢𝑙𝑎𝑟𝑖𝑠𝑖𝑒𝑟𝑡𝑒𝑛 𝐹𝑙ä𝑐ℎ𝑒: 

 %𝑣𝑎𝑠 =
𝐴𝑣

𝐴2
∗ 100 
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Abbildung 6: Exemplarische Bilder der Auswertung der Fluoreszenzmikroskopie. 

(a) Auf dem Multi-Image-Array der Kollagenmatrix sind aus den Randbereichen einwachsende kleine Gefäße zu 
erkennen. (b) Für die Berechnung der vaskularisierten Matrixfläche (Av) wurde die nicht vaskularisierte Matrixfläche 
(A2) von der Gesamtfläche der Matrix (A1) subtrahiert. Die Gefäßdichte und die Anzahl an 
Gefäßverzweigungspunkten wurde auf jeder Matrix in zwei regions of interest (ROI) gemessen, die sich jeweils in 
der linken (c) und rechten (d) Ecke der Matrix befanden. 

Für die Gefäßverzweigungsanalyse wurden mit dem in-vivo Fluoreszenzmikroskop 

Aufnahmen von zwei definierten Untersuchungsregionen (region of interest = ROI), der 

rechten und linken Ecke der Matrix, erstellt. Diese Detailaufnahmen dienten der Bestimmung 

der Gefäßdichte und der Anzahl an Gefäßverzweigungsstellen. Mit Hilfe der Software gelang 

das Projizieren eines Gitters mit den Maßen 1000 x 1000 µm auf die beiden Ecken. Die Gefäße 

in der ROI konnten anschließend markiert und ihre Länge (𝑉𝐿) automatisch bestimmt werden. 

Durch Addition der einzelnen Gefäßlängen wurde die Gesamtgefäßlänge (𝑉𝐿𝑔𝑒𝑠) berechnet.  

𝐵𝑒𝑟𝑒𝑐ℎ𝑛𝑢𝑛𝑔 𝑑𝑒𝑟 𝐺𝑒𝑠𝑎𝑚𝑡𝑔𝑒𝑓äß𝑙ä𝑛𝑔𝑒: 

𝑉𝐿𝑔𝑒𝑠 (µ𝑚) = 𝑉𝐿1 + 𝑉𝐿2 + 𝑉𝐿3 + ⋯ + 𝑉𝐿𝑥 

Die anschließende Division der Gesamtgefäßlänge durch die Gesamtfläche der 

auszuwertenden Fläche von 1.000.000 µm2 ergab die Gefäßdichte (𝑉𝐷) in der jeweiligen ROI. 

Letztlich wurden die berechneten Gefäßdichten der linken und der rechten ROI addiert und 

durch zwei dividiert, um die mittlere Gefäßdichte der beiden ROIs (𝑉𝐷𝑎𝑣) zu erhalten. 
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 𝐵𝑒𝑟𝑒𝑐ℎ𝑛𝑢𝑛𝑔 𝐺𝑒𝑓äß𝑑𝑖𝑐ℎ𝑡𝑒: 

𝑉𝐷 (
µ𝑚

µ𝑚2
) =

𝑉𝐿𝑔𝑒𝑠

1.000.000 µ𝑚2
 

𝑉𝐷𝑎𝑣 (
µ𝑚

µ𝑚2
) =

𝑉𝐷1 + 𝑉𝐷2

2
 

Die Analyse der Gefäßverzweigungsstellen wurde ebenfalls mit den Aufnahmen der ROIs in 

der linken und rechten Ecke der Matrix durchgeführt. Hierzu wurden die Verzweigungsstellen 

(𝑣𝑗) der bereits für die Gefäßdichteanalyse markierten Gefäße in der ROI händisch 

ausgewertet. Die Anzahl an Gefäßverzweigungsstellen in den beiden ROIs wurden addiert 

und durch die Anzahl der ROIs dividiert, sodass die durchschnittliche Anzahl von 

Gefäßverzweigungen in der ROI (𝑉𝐽) berechnet werden konnte. 

𝐵𝑒𝑟𝑒𝑐ℎ𝑛𝑢𝑛𝑔 𝐺𝑒𝑓äß𝑣𝑒𝑟𝑧𝑤𝑒𝑖𝑔𝑢𝑛𝑔𝑠𝑠𝑡𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛: 

𝑉𝐽 =
𝑣𝑗1 + 𝑣𝑗2

2
 

Sämtliche Aufnahmen wurden von derselben Person ausgewertet, um Abweichungen durch 

unterschiedliche Betrachter zu vermeiden. Für die statistische Analyse wurden die Daten aus 

Excel in das Programm GraphPad Prism (GraphPad Software, Boston, Massachusetts, USA, 

Version 6.0.0) überführt. 

 RT-qPCR 

3.1.5.1 Allgemeines 

Die reverse transcription quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR) wird auch als 

qPCR abgekürzt und ist eine Methode zur Quantifizierung der Genexpression in Echtzeit. Sie 

ermöglicht die Bestimmung der tatsächlichen Menge des in einem bestimmten Zyklus 

vorhandenen PCR-Produkts. Dazu wird der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green verwendet, der 

hochspezifisch an doppelsträngige DNA bindet und sich bei jeder Amplifikation proportional 

zur Menge des produzierten PCR-Produkts anreichert. Nach jedem Zyklus lässt sich die 

Fluoreszenz messen und eine Amplifikationskurve erstellen. Durch die Schmelzkurvenanalyse 

nach dem letzten Zyklus kann das Schmelzverhalten der amplifizierten Gensequenz bestimmt 

werden. In diesem Experiment wurden RNA-Proben entnommen, welche zunächst in cDNA 

umgewandelt werden mussten, bevor sie in der qPCR auf die proangiogenetischen Faktoren 

VEGF, HIF-1α und Matrix-Metalloproteinase 13 (MMP-13) sowie den Entzündungsfaktor 

Stickstoffmonoxid-Synthase 2 (NOS2) untersucht werden konnten. Die Gensequenzen der 

einzelnen Primer sind in Tabelle 20 aufgeführt. 
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3.1.5.2 Vorbereitung der RNA und photometrische Konzentrationsbestimmung 

Das RNeasy® Mini Kit wurde für die Isolierung von RNA aus den Proben von EDD 11 und 

EDD 14 verwendet. Wesentlich für die Arbeit mit RNA war eine schnelle und kontrollierte 

Handhabung der Proben, um Kontaminationen durch in der Umgebung befindliche RNasen zu 

minimieren. Zur sorgfältigen Vorbereitung der Extraktionsschritte gehörte auch das Ansetzen 

des verwendeten RLT-2-Mercaptoethanol-Puffers. Dieser bestand aus 10 ml RLT-Puffer aus 

dem RNeasy® Mini Kit und 100 µl 2-Mercaptoethanol. Um einen möglichst 

kontaminationsfreien Transfer der Proben in die Lysis Tubes zu ermöglichen, wurden die aus 

dem Gefrierschrank entnommenen Proben zunächst in flüssigem Stickstoff erneut eingefroren. 

Vor dem Überführen des Gewebes in die Lysis Tubes mussten jeweils 350 µl des zuvor 

hergestellten RLT-2-Mercaptoethanol-Puffers in die Lysis Tubes pipettiert werden. Nach der 

Homogenisierung des Gewebes in der SpeedMill für 20 Sekunden konnte das zerkleinerte 

Gewebe auf Shreddersäulen in 1,5 ml Eppendorfröhrchen gegeben und erneut bei 13.000 rpm 

für zwei Minuten zentrifugiert werden. Anschließend wurde die Shreddersäule verworfen und 

das Filtrat bei 14.800 rpm für drei Minuten zentrifugiert. Bei der Überführung in ein 

autoklaviertes 2 ml Collection Tube (Qiagen, Hilden, Deutschland) wurde darauf geachtet, 

dass ein leichter Überschuss im Eppendorfgefäß verbleibt. In das Lysat mussten 350 µl 70-

prozentiges Ethanol pipettiert und vorsichtig gemischt werden. Daraufhin wurden 700 µl des 

Lysat-Ethanol-Gemisches auf die in einem Collection Tube befindliche RNA-Säule überführt 

und für 15 Sekunden bei 10.000 rpm zentrifugiert. Anschließend erfolgte der Austausch des 

mit Eluat gefüllten Collection Tubes gegen ein neues autoklaviertes Collection Tube. Nachdem 

weitere 350 µl RW1 Puffer auf die Säule pipettiert und für 15 Sekunden bei 10.000 rpm 

zentrifugiert wurden, konnte das Eluat verworfen und ein neues Collection Tube verwendet 

werden. Die Herstellung des DNase-Gemisches in einem 1,5 ml Eppendorfgefäß erfolgte mit 

dem RNase free DNase Set durch Pipettieren und vorsichtiges Mischen von 10 µl DNase 

Stock Solution und 70 µl RDD-Puffer je Probe. Nach dem Transfer von 78 µl des DNase-

Gemisches auf jede Säule folgte eine 15-minütige Einwirkzeit bei Raumtemperatur. 

Anschließend wurden 350 µl RW1 Puffer auf die Säule gegeben und diese für fünf Sekunden 

bei 10.000 rpm zentrifugiert. Im Anschluss daran mussten je 500 µl RPE-Puffer auf die Säule 

pipettiert und für 15 Sekunden bei 10.000 rpm zentrifugiert werden. Nachfolgend konnten 

erneut 500 µl RPE-Puffer auf die in einem neuen Collection Tube befindliche Säule gegeben 

und für zwei Minuten bei 13.000 rpm zentrifugiert werden. Nach dem Transfer auf ein neues 

Collection Tube wurde die Säule für eine Minute lang bei 14.800 rpm zentrifugiert. Als 

vorletzter Schritt folgte das Pipettieren von 40 µl RNAse freiem Wasser auf die RNA-Säule, 

die in einem autoklavierten und mit der Probennummer beschrifteten 1,5 ml Eppendorfgefäß 

stand. Mit dem Eluat, das sich nach 1 min Zentrifugation bei 10.000 rpm in dem 
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Eppendorfgefäß befand, konnte die photometrische Konzentrationsbestimmung durchgeführt 

werden. 

Dazu wurde das NanoDrop-Spektralphotometer auf den RNA-Modus eingestellt und die 

Absorption der Probe bei einer Wellenlänge von 260 nm bestimmt, die dem 

Absorptionsmaximum der Nukleinsäuren entspricht. Mit Hilfe des NanoDrop konnte neben der 

RNA-Konzentration auch die Reinheit der RNA-Proben bestimmt werden. Hierzu lieferte das 

Gerät zwei Reinheitswerte. Mit dem A260/A280-Wert konnte die Proteinkontamination 

gemessen werden. Der zweite Reinheitswert (A260/A230) war ein Indikator für 

Verunreinigungen durch organische Verbindungen oder chaotrope Substanzen. Nur Proben 

mit einem ersten Reinheitswert (A260/A280) von mindestens 2 und einem zweiten 

Reinheitswert von mindestens 1,5 wurden in die weitere Auswertung der RNA einbezogen. 

RNA-Proben, die Verunreinigungen durch Proteine, Phenol, Guanidin-HCl oder 

Guanidiniumisothiocynat aufwiesen, konnten durch die im NanoDrop integrierte Software 

erkannt werden. Dies verhinderte, dass stark kontaminierte Proben für die weiteren 

Experimente verwendet wurden. 

Zu Beginn erfolgte die Messung des Leerwerts. Dazu wurde die Messstelle mit einem 

fusselfreien Kimtech-Tuch gereinigt und 1,5 µl RNase-freies Wasser auf die Messstelle 

aufgetragen. Nach erneuter Reinigung der Messstelle mit dem fusselfreien Tuch erfolgte die 

Pipettierung von 1,5 µl der RNA-Probe auf die Messstelle. Bevor die nächste Probe 

aufgetragen werden konnte, musste die Messstelle gereinigt werden. Abschließend wurde die 

RNA bei -80 °C eingefroren und erst zur Transkription in cDNA wieder aufgetaut. 

3.1.5.3 Umschreibung der RNA in cDNA 

Die Transkription der RNA in cDNA erfolgte mit dem iScriptTM cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad 

Laboratories, USA). Die hierfür und für die nachfolgende qPCR benötigten Materialien wurden 

vor der Verwendung für 20 Minuten unter einer UV-Lampe sterilisiert. Die zu transkribierenden 

RNA-Proben und der 5xiScript-Puffer tauten währenddessen auf Eis auf. Von jeder RNA-

Probe wurden 500 ng in cDNA transkribiert.  

Die Berechnung der dafür benötigten RNA-Menge erfolgte nach der folgenden Formel: 

𝑏𝑒𝑛ö𝑡𝑖𝑔𝑡𝑒 𝑀𝑒𝑛𝑔𝑒 𝑅𝑁𝐴 (𝑛𝑔) =
𝑢𝑚𝑧𝑢𝑠𝑐ℎ𝑟𝑒𝑖𝑏𝑒𝑛𝑑𝑒 𝑅𝑁𝐴 − 𝑀𝑒𝑛𝑔𝑒(𝑛𝑔)

𝐺𝑒𝑠𝑎𝑚𝑡𝑚𝑒𝑛𝑔𝑒 𝑅𝑁𝐴(𝑛𝑔) ∗ 𝑉1(µ𝑙)
 

𝑉1 = 𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛, 𝑖𝑛 𝑑𝑒𝑚 𝑅𝑁𝐴 𝑔𝑒𝑙ö𝑠𝑡 𝑣𝑜𝑟𝑙𝑖𝑒𝑔𝑡 

𝑏𝑒𝑛ö𝑡𝑖𝑔𝑡𝑒 𝑀𝑒𝑛𝑔𝑒 𝑅𝑁𝐴𝑠𝑒 𝑓𝑟𝑒𝑖𝑒𝑠 𝑊𝑎𝑠𝑠𝑒𝑟 (µ𝑙) = 15 µ𝑙 − 𝑏𝑒𝑛ö𝑡𝑖𝑔𝑡𝑒 𝑀𝑒𝑛𝑔𝑒 𝑅𝑁𝐴(𝑛𝑔) 

Anschließend wurde die entnommene Menge RNA in sterile 0,2 ml PCR-Strips pipettiert und 

mit RNase freiem Wasser auf 15 µl aufgefüllt. Zu dieser Lösung wurden je Well 5 µl des 
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Mastermixansatzes, bestehend aus 4 µl 5xiScript und 1 µl des Enzyms Reverse 

Transkriptase, gegeben. Die cDNA-Synthese erfolgte anschließend in dem Thermocycler 

peqSTAR. Die einzelnen Reaktionsschritte können der Tabelle 19 entnommen werden. Die 

Verdünnung auf eine cDNA-Konzentration von 5 ng/µl erfolgte für alle Proben nach der 

Entnahme aus dem Thermocycler mit 80 µl RNAse freiem Wasser gemäß der folgenden 

Formel. Abschließend wurden die Proben bei -20 °C in einem Gefrierschrank gelagert. 

500 ng

15 µl (
RNA

Wasser
− Gemisch) + 5 µl Mastermix + 80 µl RNAse freies Wasser

= 5 𝑛𝑔/µ𝑙 

3.1.5.4 Durchführung der RT-qPCR 
Um Angiogenese und Inflammation eindeutig nachzuweisen, wurden in diesem Experiment 

die proangiogenetischen Faktoren VEGF, HIF-1α und MMP-13 sowie der Entzündungsfaktor 

NOS2 untersucht. Der Vergleich der Referenzgene Beta-Actin, GAPDH, HPRT, C18, H6PD 

und RPL4 ermöglichte die Auswahl eines zuverlässigen Housekeeping-Gens für dieses 

Experiment. Aus einer Stichprobe von 12 Proben, bestehend aus je einer Probe pro 

Versuchsgruppe und Entnahmetag, wurde das Referenzgen ausgewählt, das in allen Gruppen 

eindeutig nachweisbar war und eine möglichst geringe Streuung der Ct-Werte aufwies. Es 

zeigte sich, dass RPL4 die zuverlässigsten Ergebnisse für diesen Versuch lieferte und daher 

als Housekeeping-Gen festgelegt wurde. Vor Beginn der qPCR wurden die Primer für VEGF, 

HIF-1α, MMP-13 und NOS2 mit RNAse freiem Wasser auf eine Konzentration von 20 pmol/µl 

verdünnt, der Primer für das Housekeeping-Gen RPL4 jedoch nicht. Um sicherzustellen, dass 

die Ergebnisse der qPCR korrekt und vergleichbar sind, lief bei jeder qPCR eine externe 

Kontrollprobe mit. Diese Kontrollprobe wurde zuvor aus 8 unbehandelten RNA-Proben 

gemischt, von denen je vier Proben von EDD 11 und vier von EDD 14 stammten. Die 

RNA-Proben entstammten einer parallelisierten Kontrollgruppe. Die RNA-Konzentration der 

externen Kontrolle konnte mit dem NanoDrop-Spektralphotometer ermittelt werden. 

Anschließend wurde die externe Kontrolle in Eppendorfgefäße alliquotiert, sodass sich in 

jedem Gefäß 8 µg RNA befanden. Die Umschreibung der externen Kontrolle in cDNA erfolgte 

wie in Abschnitt 3.1.5.3 beschrieben. Nach der Verdünnung mit RNAse freiem Wasser auf eine 

Konzentration von 5 ng/µl wurden jeweils 6 µl cDNA in PCR-Strips alliquotiert und bei -20 °C 

im Gefrierschrank gelagert. 

Das Protokoll des RT² qPCR Primer Assay Handbooks diente als Vorlage für die in diesem 

Versuch durchgeführte qPCR. Für die Gene RPL4 und VEGF wurde der Thermocycler nach 

dem in Tabelle 21 dargestellten Protokoll programmiert. Die qPCR-Tests für Gene HIF-1α, 

NOS2 und MMP-13 sind in Tabelle 22 aufgeführt. Die Vorbereitung der Proben für die qPCR 

fand an einem separaten PCR-Arbeitsplatz unter sterilen Bedingungen statt. Zunächst wurden 

der RT²SYBR®Green Mastermix und die Primer für den Sense- sowie den Antisense-Strang 
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für 10 Sekunden zentrifugiert. Unter Verwendung des RT²SYBR®Green Mastermix konnte der 

PCR-Komponenten-Mix angesetzt werden. Dazu mussten je Well 12,5 µl des 

RT²SYBR®Green Mastermix mit 10,5 µl RNase freiem Wasser in ein 5 ml Eppendorf Tube 

pipettiert werden. Anschließend wurden jeweils 0,5 ml des Primers für den Sense- und den 

Antisense-Strang des zu untersuchenden Gens zu dem Mix pipettiert. 

Um verlässliche Ergebnisse zu generieren, erhielten jeweils drei benachbarte Wells die gleiche 

cDNA-Probe. Der Mittelwert der drei Ct-Werte war die Grundlage für die späteren 

Berechnungen der relativen Expression der Gene. In jedes Well der sterilen 96-Well-Platte 

wurden 24 µl des PCR-Komponenten-Mix und 1 µl der cDNA-Probe gegeben. Die Platte 

wurde daraufhin mit Microseal versiegelt und für eine Minute bei 1.000 rpm in der Megafuge 

zentrifugiert um Luftblasen zu eliminieren. Anschließend lief die qPCR nach den in Tabelle 21 

undTabelle 22 dargestellten Protokollen ab. 

3.1.5.5 Auswertung der qPCR 
Die Software Bio-Rad CFX Manager 3.1 ermöglichte die Auswertung der Ergebnisse der 

qPCR. Während der Amplifikation der DNA band der Fluoreszenzfarbstoff SYBR®Green an 

die sich vervielfältigenden DNA-Moleküle und interkalierte in die DNA. Das Fluoreszenzsignal 

war somit direkt proportional zu der DNA-Konzentration in der Probe. Nach jedem Zyklus 

wurde dieses Signal gemessen und in der Einheit relative fluorescence units (RFU) 

angegeben. Die Software berechnete anschließend den threshold cycle value (Ct-Wert). 

Dieser Wert gab an, wie viele PCR-Zyklen notwendig waren, um ein definiertes 

Fluoreszenzniveau, den threshold, zu erreichen. In der graphischen Darstellung der 

Amplifikation (Abbildung 7) entsprach der Ct-Wert dem Schnittpunkt der Schwellenwertlinie 

(threshold) mit der Amplifikationskurve. Der threshold wurde für jedes Zielgen individuell 

angepasst und sollte sich in einem linearen Abschnitt im unteren Drittel des 

Amplifikationsdiagramms befinden. Für das Referenzgen RPL4 und VEGF betrug er 1500, für 

HIF-1α 200, für NOS2 70 und für MMP-13 200. Trotz des sequenzspezifischen Farbstoffs tritt 

bei Experimenten unter Nutzung der qPCR eine gewisse Hintergrundfluoreszenz auf. Für die 

Berechnung des Ct-Werts wurde daher neben dem threshold ein weiterer Wert, die Baseline, 

benötigt. Unterhalb der von der Software automatisch berechneten Baseline gemessene 

Fluoreszenzsignale wurden als Hintergrundfluoreszenz betrachtet und aus der Wertung 

herausgenommen. Der letztlich von der Software ausgegeben Ct-Wert ergab sich aus der 

Differenz zwischen dem gemessenen Fluoreszenzsignal und der Baseline. 
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Abbildung 7: Exemplarische Darstellung der Amplifikationskurve. 

Der Ct-Wert liegt in diesem Beispiel bei 29,5 an dem graphischen Schnittpunkt des threshold (1500 RFU) mit der 
Amplifikationskurve. 

Mit Hilfe der im letzten Schritt der qPCR ablaufenden Schmelzkurvenanalyse konnte die 

Spezifität der qPCR bestimmt werden. Durch stufenweises Erhitzen der PCR-Produkte von 

50 °C auf 90 °C und die parallel dazu ablaufende Messung des Fluoreszenzsignals konnte die 

Denaturierung der doppelsträngigen DNA zeitlich bestimmt werden. Bei dem Zerfall in 

Einzelstränge dissoziierte der Farbstoff und ein Abfall des Fluoreszenzsignals konnte 

detektiert werden. Wie in Abbildung 8 (a) zu sehen ist, nahm das Fluoreszenzsignal bis zu 

dem Erreichen der Schmelztemperatur konstant ab. An dem Punkt der Schmelztemperatur fiel 

der RFU-Wert stark ab und die Steigung der sigmoidalen Kurve veränderte sich. Die Software 

konnte diese Veränderung graphisch darstellen, indem sie wie in Abbildung 8 (b) dargestellt 

die negative Änderungsrate der Schmelzkurve als Funktion der Temperatur auftrug.  

 

Abbildung 8: Exemplarische Darstellung der Schmelzkurve und deren Änderungsrate. 

(a) Darstellung der Schmelzkurve: Das Fluoreszenzsignal (RFU) wird gegen die Temperatur (T) (°C) 
aufgetragen. 

(b) Darstellung der Änderungsrate der Schmelzkurve (-d(RFU)/dT) nach der Temperatur (°C). 

(a) (b) 
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An dem Maximum der Schmelzkurve war die DNA zur Hälfte denaturiert. Da bei dem gleichen 

Primer auch das gleiche Amplikon vervielfältigt wurde, war davon auszugehen, dass die PCR-

Produkte bei derselben Temperatur schmolzen und die Schmelzkurve im Optimalfall nur ein 

Maximum aufwies. Traten mehrere Maxima auf, konnte dies auf eine unspezifische 

Vervielfältigung hinweisen. Daher wurden weder die Proben bei denen mehrere oder keine 

Maxima festgestellt wurden, noch die Proben deren Maxima stark von der für den Primer zu 

erwartenden spezifischen Schmelztemperatur abwichen, in der weiteren Auswertung 

berücksichtigt. 

Die Auswertung der qPCR erfolgte mit Hilfe der ∆∆Ct-Methode (Programm: Excel, Microsoft®, 

Version 2311). Neben den bereits bei der Schmelzkurvenanalyse als Ausreißer detektierten 

Proben, wurden auch Proben deren Ct-Mittelwert ≥ 35 lagen nicht mit in die Statistik 

aufgenommen. Bei der Bestimmung der relativen Quantifizierung wurde die Genexpression 

des Zielgens in Relation zu der Expression eines nicht regulierten Housekeeping-Gens 

gesetzt. In diesem Versuch wurde die relative Veränderung der Genexpression zwischen der 

experimentellen Probe und der externen Kontrolle normalisiert zu dem Housekeeping-Gen 

RPL4 bestimmt. Hierzu musste zunächst für jede Probe der Mittelwert aus den gemessenen 

Ct-Werten der drei Wells ermittelt werden. 

𝐶𝑡𝑍𝑖𝑒𝑙𝑔𝑒𝑛 =
𝐶𝑇1+𝐶𝑇2+𝐶𝑇3

3
   

Für die Normalisierung der Expression des Zielgens auf die Expression des 

Housekeeping-Gens wurde der ∆Ct-Wert bestimmt. Dieser Wert errechnete sich aus der 

Differenz des Ct-Mittelwerts des Referenzgens und des Zielgens über die dargestellte Formel. 

∆𝐶𝑡𝑍𝑖𝑒𝑙𝑔𝑒𝑛 = 𝐶𝑡𝑍𝑖𝑒𝑙𝑔𝑒𝑛 − 𝐶𝑡𝐻𝐾𝐺 

Die Bestimmung des ∆Ct-Werts erfolgte sowohl für die experimentellen Proben als auch für 

die externe Kontrolle. Da für die Ermittlung der Expression aller Proben mehrere qPCR-Tests 

nötig waren, wurde für die externe Kontrolle der durchschnittliche ∆Ct-Wert, der für dieses 

Zielgen mitgelaufenen externen Kontrollen ermittelt. Der Vergleich zwischen der 

normalisierten Expression des Zielgens und der normalisierten und mittleren Expression der 

Kontrollgruppe wurde mit Hilfe der beschriebenen Formel berechnet. 

∆∆𝐶𝑡 = ∆𝐶𝑡𝑍𝑖𝑒𝑙𝑔𝑒𝑛 − ∅∆𝐶𝑡𝐾𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑙𝑔𝑟𝑢𝑝𝑝𝑒 

Da die ∆∆Ct-Methode von einer 100-prozentigen Amplifikationseffizienz, also einer 

Verdopplung der DNA-Menge in jedem Zyklus ausgeht, wurde die relative Veränderung der 

Genexpression (Ratio) über die unten stehende Formel berechnet. 

𝑅𝑎𝑡𝑖𝑜 = 2−∆∆𝐶𝑡 
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Dabei musste jedoch beachtet werden, dass die eigentliche Effizienz der qPCR meist in dem 

Bereich von 1,7 bis 1,9 liegt, sodass die Aussagekraft der mit der ∆∆Ct-Methode ermittelten 

Expressionsunterschiede begrenzt war (201). 

 Histologie 

Um in die Matrix einwachsende Gefäße nachzuweisen, wurde die HE-Färbung durchgeführt. 

Anschließend konnten die gefärbten Schnitte unter dem Mikroskop bei 50-facher 

Vergrößerung eingelesen und ausgewertet werden. 

3.1.6.1 Matrixentnahme 

Die Entnahme der Matrices einschließlich der sie umgebenden CAM erfolgte an EDD 12 und 

EDD 14 unter scharfer Präparation mit Pinzette und Schere. Nach dem in Abschnitt 3.1.1 

beschriebenen Entnahmeverfahren wurden die Proben nach ein bis vier Tagen aus dem 

4-prozentigen Formaldehyd entnommen und mit dem Tissue-Tek Einbettautomaten in Paraffin 

eingebettet. Der Ablauf der Gewebeverarbeitung und -infiltration ist in Tabelle 24 dargestellt. 

Mit dem Mikrotom wurden 4 µm dünne Schnitte längs zur okklusiven Seite der eingebetteten 

Matrix angefertigt. Die erhaltenen Schnitte wurden zunächst in ein Kältebad 

(Raumtemperatur), das aus einer mit destilliertem Wasser gefüllten Küvette bestand, und 

anschließend in ein Warmwasserbad bei 48 °C überführt und möglichst faltenfrei auf den 

Objektträger gezogen. Nach 24-stündiger Lagerung in einem Wärmeschrank bei 38 °C 

konnten die Schnitte angefärbt werden. 

3.1.6.2 Hämatoxylin/Eosin-Färbung 

Die HE-Färbung wurde nach dem aus Tabelle 8 zu entnehmenden Protokoll durchgeführt. 

Zunächst wurden die Schnitte mit ROTI®HistoI entparaffiniert und anschließend in einer 

aufsteigenden Alkoholreihe rehydratisiert. Auf die Färbung basophiler Strukturen mit 

Hämalaun folgte die Bläuung mit mineralhaltigem Mainzer Leitungswasser. Nach der 

Gegenfärbung mit Eosin, konnte der Schnitt in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwässert 

und schließlich in Xylol geklärt werden. Schließlich wurde das Deckglas auf eine dünne Schicht 

des Eindeckmediums Eukitt aufgelegt. Über Nacht härtete das Medium aus und an dem 

Folgetag konnte mit der lichtmikroskopischen Untersuchung begonnen werden. 

3.1.6.3 Auswertung der histologischen Färbung 

Mit dem Eclipse Lichtmikroskop wurden bei 50-facher Vergrößerung Aufnahmen der Schnitte 

erstellt. Mit Hilfe der Software ImageJ konnten mehrere Einzelaufnahmen zu einer 

Übersichtsaufnahme zusammengefügt werden und im Dateiformat JPEG und TIF gespeichert 

werden. Anschließend wurden die Präparate visuell auf das Vorhandensein von Gefäßen 

untersucht. Die histologische Färbung diente in erster Linie dazu, die unter dem 

Fluoreszenzmikroskop beobachtete Vaskularisation der Matrices zu bestätigen. Anhand der 
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Lage der detektierten Blutgefäße ließ sich auch feststellen, ob die Gefäße auf oder in der 

Matrix eingewachsen waren. 

Tabelle 8: Protokoll zur HE-Färbung. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Statistische Auswertung 

Die deskriptive und explorative Datenanalyse sowie die Erstellung von Graphiken erfolgte mit 

dem Programm GraphPad Prism (GraphPad Software, Boston, Massachusetts, USA, Version 

6.0.0). Dabei wurden der mittels Fluoreszenzmikroskopie bestimmte prozentuale Anteil der 

vaskularisierten Matrixfläche, die Gefäßdichte und die Anzahl der Gefäßverzweigungspunkte 

sowie die bei der qPCR gemessene relative Expression der Zielgene analysiert. Für jeden der 

genannten Parameter wurde zunächst der Mittelwert für die jeweilige Versuchsgruppe aus den 

Messwerten eines Versuchsdurchlaufs gebildet. Aus den Mittelwerten der fünf unabhängigen 

Versuchsdurchläufe wurde anschließend der finale Mittelwert gebildet, welcher in den 

Graphiken dargestellt wurde. Für die Bestimmung des Anteils vaskularisierter Matrices und 

der vaskularisierten Matrixfläche wurden sämtliche Matrices unabhängig von ihrer 

Vaskularisation in die Statistik einbezogen. Bei der Bestimmung der Gesamtgefäßdichte und 

Schritt Reagenz Dauer (min:sek) 

Entparaffinieren 

ROTI®Histol 5:00 

ROTI®Histol 5:00 

ROTI®Histol 5:00 

Rehydratisieren 

100 % Ethanol 5:00 

100 % Ethanol 5:00 

96 % Ethanol 5:00 

70 % Ethanol 5:00 

50 % Ethanol 5:00 

Ruhen Aqua dest 20:00 

Hämatoxylin- 

Kernfärbung 

10 % Hämalaun 
5:00 

Bläuen 
Fließendes 

Leitungswasser 
10:00 

Eosin-Gegenfärbung Eosin 1:30 

Spülen Aqua dest 0:10 

Entwässern 

 

70 % Ethanol 0:10 

96 % Ethanol 0:10 

100 % Ethanol 5:00 

Klären ROTI®Histol 10:00 
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der Anzahl an Gefäßverzweigungspunkten wurden hingegen ausschließlich Matrices 

berücksichtigt, die an EDD 14 Gefäße zeigten. Somit konnte unter den am letzten Versuchstag 

vaskularisierten Matrices ein genaueres Bild der Vaskularisation in der ROI gewonnen werden.  

Für die genannten Parameter erfolgte zunächst eine deskriptive Analyse. Die Mittelwerte 

(M) ± Standardabweichung (SD) wurden in dem Text in Klammern hinter der jeweiligen 

Versuchsgruppe aufgeführt. Um sowohl die beiden Matrixarten als auch die verschiedenen 

Biofunktionalisierungen zu vergleichen erfolgte eine two-way ANOVA. Sofern die two-way 

ANOVA signifikante Ergebnisse lieferte, wurde die Bonferroni Korrektur angewandt. Die 

unterschiedlichen Signifikanzniveaus wurden mit Sternchen angegeben und auf p < 0,05 (*), 

p < 0,01 (**) und p < 0,001 (***) festgelegt. 

Die Visualisierung der Graphiken erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism. Dabei wurden 

für die Darstellung der Ergebnisse Säulendiagramme verwendet. Die Säulendiagramme 

stellen die Mittelwerte der gemessenen Parameter dar und weisen Fehlerbalken auf, die der 

einfachen Standardabweichung entsprechen. 

  



Ergebnisse 

 42 

4 Ergebnisse 

 Fluoreszenzmikroskopie 

 Prozentualer Anteil vaskularisierter Matrices 

In Abbildung 9 ist der prozentuale Anteil vaskularisierter Matrices an der Gesamtzahl der 

Matrices einer Versuchsgruppe dargestellt. Diese wurden als vaskularisiert gewertet, sobald 

Gefäße auf der Matrix mittels in-vivo Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen werden konnten. 

In die Auswertung wurden ausschließlich vaskularisierte Matrices einbezogen. 

 

Abbildung 9: Anteil vaskularisierter Matrices an EDD 10, EDD 12 und EDD 14. 

Der prozentuale Anteil vaskularisierter Matrices an der Gesamtanzahl der Matrices der Versuchsgruppen CM+NaCl 
(n = 9), CM+iPRF (n = 15), CM+SMP (n = 17), SF+NaCl (n = 11), SF+iPRF (n = 15) und SF+SMP (n = 14) wurde 
als Säulendiagramm dargestellt. In den SF-Gruppen und der CM+iPRF-Gruppe zeigte sich an EDD 14 ein hoher 
Anteil vaskularisierter Matrices. In den mit NaCl und SMP behandelten CM war keine Vaskularisation 
nachzuweisen. Abkürzungen: EDD = egg development day, CM = Kollagenmatrix, SF = Seidenfibroinmatrix, 
NaCl = Natriumchlorid, iPRF = injectable platelet rich fibrin, SMP = Schmelz-Matrix-Proteine, 
n = Stichprobenanzahl 

An EDD 12 wies die SF-Kontrollgruppe eine Vaskularisationsrate von 91 Prozent auf. Im 

Gegensatz dazu konnten in der CM-Kontrollgruppe keine Gefäße auf der Matrix nachgewiesen 

werden. Die mit i-PRF biofunktionalisierte CM erfuhr eine besonders frühe Vaskularisation; an 

EDD 12 waren bereits 93 Prozent der Matrices vaskularisiert. In der SF+iPRF-Gruppe konnte 

zu diesem Zeitpunkt eine Vaskularisationsrate von 53 Prozent beobachtet werden. Ein 

ähnliches Bild zeigte sich bei der Behandlung mit SMP. Auch hier wurden auf der biologisierten 

CM keine Gefäße detektiert, wohingegen 50 Prozent der Matrices der SF+SMP-Gruppe 

vaskularisiert waren. Während bei den CM an EDD 12 lediglich in der CM+iPRF-Gruppe eine 

Vaskularisation nachgewiesen wurde, wiesen zu diesem Zeitpunkt bereits mehr als 50 Prozent 
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der SFM Gefäße auf. Dabei zeigte die SF+NaCl-Gruppe den größten Anteil vaskularisierter 

Matrices vor der mit i-PRF und der mit SMP biofunktionalisierten Matrix. 

Während an EDD 14 in der SF-Kontrollgruppe auf allen Matrices Gefäße nachgewiesen 

wurden, zeigte die CM-Kontrollgruppe weiterhin keine Vaskularisation. Die 

Biofunktionalisierung mit i-PRF resultierte bei beiden Matrices in einem ähnlich hohen Anteil 

vaskularisierter Matrices an dem letzten Versuchstag (CM+iPRF: 93 %; SF+iPRF: 80 %). 

Nach der Behandlung mit SMP zeigten sich hingegen erhebliche Unterschiede. So konnten in 

der SF+SMP-Gruppe an EDD 14 bei 93 Prozent der behandelten Matrices Gefäße detektiert 

werden, wohingegen in der CM+SMP-Gruppe keine Gefäße nachgewiesen werden konnte. 

Bei den CM wurde ausschließlich in der Gruppe der mit i-PRF biofunktionalisierten Matrices 

eine Vaskularisation festgestellt, während die SF-Kontrollgruppe den höchsten Wert, gefolgt 

von der SF+SMP- und der SF+iPRF-Gruppe aufwies. 

Tabelle 9: Anteil vaskularisierter Matrices an EDD 10 

Gruppe CM+NaCl CM+iPRF CM+SMP SF+NaCl SF+iPRF SF+SMP 

Nicht vaskularisiert (n) 9 13 17 10 13 13 

Vaskularisiert (n) 0 2 0 1 2 1 

untersuchte Matrices (n) 9 15 17 11 15 14 

vaskularisierter Anteil (%) 0 13,33 0 9,09 13,33 7,14 

 

Tabelle 10: Anteil vaskularisierter Matrices an EDD 12 

Gruppe CM+NaCl CM+iPRF CM+SMP SF+NaCl SF+iPRF SF+SMP 

Nicht vaskularisiert (n) 9 1 17 1 7 7 

Vaskularisiert (n) 0 14 0 10 8 7 

untersuchte Matrices (n) 9 15 17 11 15 14 

vaskularisierter Anteil (%) 0 93,33 0 90,9 53,33 50 

 

Tabelle 11: Anteil vaskularisierter Matrices an EDD 14 

Gruppe CM+NaCl CM+iPRF CM+SMP SF+NaCl SF+iPRF SF+SMP 

Nicht vaskularisiert (n) 9 1 17 0 3 1 

Vaskularisiert (n) 0 14 0 11 12 13 

untersuchte Matrices (n) 9 15 17 11 15 14 

vaskularisierter Anteil (%) 0 93,33 0 100 80 92,86 

 

Abkürzungen: EDD = egg development day, CM = Kollagenmatrix, SF = Seidenfibroinmatrix, 
NaCl = Natriumchlorid, iPRF = injectable platelet rich fibrin, SMP = Schmelz-Matrix-Proteine, 
n = Stichprobenanzahl, M = Mittelwert, SD = Standardabweichung 
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 Bestimmung der vaskularisierten Matrixfläche 

Die vaskularisierte Matrixfläche variierte zwischen den Versuchsgruppen je nach 

Biofunktionalisierung und Matrixtyp. Im Gegensatz zu der nicht vaskularisierten 

CM+NaCl-Gruppe, waren in der SF-Kontrollgruppe an EDD 12 10 Prozent der Matrixfläche mit 

Gefäßen bedeckt (Abbildung 10) (SF+NaCl: 9,94 ± 7,00 %). Die mit i-PRF behandelten 

Matrices beider Gruppen wiesen diesbezüglich nur geringe Unterschiede auf (CM+iPRF: 

26,59 ± 4,56 %; SF+iPRF: 13,26 ± 9,23 %). Bei den CM führte die Biofunktionalisierung mit 

i-PRF an EDD 12 im Gegensatz zu den anderen beiden CM zu einer signifikant stärkeren 

Vaskularisation der Matrixfläche (p < 0,01). In der Gruppe der SFM konnten für die 

Biofunktionalisierung mit i-PRF ähnlich hohe Werte wie für die Biofunktionalisierung mit SMP 

und eine doppelt so große vaskularisierte Matrixfläche wie in der SF-Kontrollgruppe 

nachgewiesen werden (SF+SMP: 10,47 ± 13,73 %).  

 

Abbildung 10: Vaskularisierte Matrixfläche an EDD 12. 

Die Ergebnisse der vaskularisierten Matrixfläche an EDD 12 aus den Gruppen CM+NaCl (n = 9), CM+iPRF 
(n = 15), CM+SMP (n = 17), SF+NaCl (n = 11), SF+iPRF (n = 15) und SF+SMP (n = 14) wurden als 
Säulendiagramm dargestellt. Schwarze Sterne markierten voneinander signifikant unterschiedliche Ergebnisse 
(two-way ANOVA mit Bonferroni Korrektur: ** p < 0,01). Die CM+iPRF-Gruppe zeigte einen signifikant höheren 
Anteil der vaskularisierten Matrixfläche als die nicht vaskularisierte CM+NaCl- und CM+SMP-Gruppe. Die 
Unterschiede zwischen den SFM waren gering. Auch zwischen den jeweils mit der gleichen Substanz rehydrierten 
CM und SFM konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Abkürzungen: EDD = egg development 
day, CM = Kollagenmatrix, SF = Seidenfibroinmatrix, NaCl = Natriumchlorid, iPRF = injectable platelet rich fibrin, 
SMP = Schmelz-Matrix-Proteine, n = Stichprobenanzahl 

Bis EDD 14 nahm die vaskularisierte Matrixfläche in den vier vaskularisierten Gruppen zu. An 

dem letzten Versuchstag betrug der Wert in der SF-Kontrollgruppe 36 Prozent, während in der 

CM-Kontrollgruppe weiterhin keine Gefäße zu beobachten waren (SF+NaCl: 

35,98 ± 27,05 %). In der CM+iPRF-Gruppe wurde eine vaskularisierte Matrixfläche von 

58 Prozent beobachtet, die damit signifikant höher als in der SF+iPRF-Gruppe (p < 0,001), der 

SF+NaCl (p = 0,042) und der SF+SMP-Gruppe (p = 0,003) war (CM+iPRF: 57,52 ± 5,51 %; 
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SF+iPRF: 21,87 ± 18,13 %) (Abbildung 11). Wie in dem Vergleich der Kontrollgruppen konnte 

auch bei den mit SMP biologisierten Matrices nur in der SF+SMP-Gruppe eine Vaskularisation 

auf den Matrices nachgewiesen werden (SF+SMP: 31,65 ± 11,99 %). Die 

Biofunktionalisierung der CM mit iPRF zeigte signifikant höhere Messwerte als bei der 

Rehydrierung mit NaCl und SMP (p < 0,001). Bei den SFM konnten keine wesentlichen 

Unterschiede durch die Biofunktionalisierung festgestellt werden. 

 

Abbildung 11 Vaskularisierte Matrixfläche an EDD 14. 

(A) Vaskularisierte Matrixfläche an den Versuchstagen 10, 12 und 14. Der prozentuale Anteil der vaskularisierten 
Matrixfläche in den Gruppen CM+NaCl (n = 9), CM+iPRF (n = 15), CM+SMP (n = 17), SF+NaCl (n = 11), SF+iPRF 
(n = 15) und SF+SMP (n = 14) wurde als Säulendiagramm dargestellt. Er verdoppelte sich in den meisten Gruppen 
zwischen den Versuchstagen 12 und 14. (B) Vergleich zwischen den Matrixarten an Tag 14. Aufgrund der fehlenden 
Vaskularisation in den mit NaCl und SMP rehydrierten CM wiesen die entsprechend behandelten SFM eine 
signifikant größere vaskularisierte Matrixfläche auf. Die Biofunktionalisierung mit iPRF zeigte hingegen in den CM 
signifikant höhere Werte als in den SFM. (C) Vergleich zwischen den Arten der Biofunktionalisierung an Tag 14. 
Bei den CM führte eine Biofunktionalisierung mit iPRF zu einer signifikant höheren vaskularisierten Matrixfläche 
gegenüber den mit NaCl und SMP behandelten CM. Zwischen den SFM konnten keine wesentlichen Unterschiede 
festgestellt werden. Schwarze Sterne markierten voneinander signifikant unterschiedliche Ergebnisse (two-way 
ANOVA mit Bonferroni Korrektur: *** p < 0,001). Abkürzungen: EDD = egg development day; CM = Kollagenmatrix, 
SF = Seidenfibroinmatrix, NaCl = Natriumchlorid, iPRF = injectable platelet rich fibrin, SMP = Schmelz-Matrix-
Proteine, n = Stichprobenanzahl, ns= nicht signifikant 
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Tabelle 12: Messwerte Vaskularisierte Matrixfläche 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abkürzungen: EDD = egg development day, CM = Kollagenmatrix, SF = Seidenfibroinmatrix, 
NaCl = Natriumchlorid, iPRF = injectable platelet rich fibrin, SMP = Schmelz-Matrix-Proteine, 
n = Stichprobenanzahl, M = Mittelwert, SD = Standardabweichung 

 

 Bestimmung der Gefäßdichte 

In Abbildung 12 ist die Gesamtgefäßdichte in µm/µm2 für die einzelnen Versuchsgruppen an 

EDD 12 dargestellt. Im Gegensatz zu der nicht vaskularisierten CM+NaCl-Gruppe wies die 

SF-Kontrollgruppe eine Gefäßdichte von 0,001122 ± 0,00042 µm/µm2 auf. Bei der 

Biofunktionalisierung mit i-PRF wurde eine geringfügig höhere Gefäßdichte bei SFM als bei 

CM nachgewiesen (CM+iPRF: 0,002247 ± 0,00162 µm/µm2; SF+iPRF: 

0,001614 ± 0,00095 µm/µm2). In der Gruppe der mit SMP biofunktionalisierten Matrices zeigte 

die SFM einen Wert von 0,000570 ± 0,00078 µm/µm2, während in der CM+SMP-Gruppe keine 

Gefäßverzweigungspunkte auf der Matrix nachgewiesen werden konnten. Die 

Biofunktionalisierung mit i-PRF bewirkte bei beiden Matrices eine Erhöhung der Gefäßdichte 

im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollgruppen. Besonders ausgeprägt war dieser Effekt bei 

den CM. Dennoch zeigten auch die mit SMP behandelten Matrices und die SF-Kontrollgruppe 

niedrigere Messwerte an EDD 12 als die SF+iPRF-Gruppe. An EDD 12 konnten zwischen 

sämtlichen vaskularisierten Matrices keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. 

Gruppe n EDD 
Vaskularisierte Fläche (%) 

M SD 

CM+NaCl 9 10 0 0 

 9 12 0 0 

 9 14 0 0 

CM+iPRF 15 10 1,09 1,46 

 15 12 26,59 4,56 

 15 14 57,52 5,51 

CM+SMP 17 10 0 0 

 17 12 0 0 

 17 14 0 0 

SF+NaCl 11 10 0,65 1,13 

 11 12 9,94 7,00 

 11 14 35,98 27,05 

SF+iPRF 15 10 0,68 1,10 

 15 12 13,26 9,23 

 15 14 21,87 18,13 

SF+SMP 14 10 0,17 0,34 

 14 12 10,47 13,73 

 14 14 31,65 11,99 
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Abbildung 12: Gesamtgefäßdichte an EDD 12. 

Die Ergebnisse der Gesamtgefäßdichte (µm/µm2) an EDD 12 aus den Gruppen CM+iPRF (n = 14), SF+NaCl 
(n = 10), SF+iPRF (n = 8) und SF+SMP (n = 7) wurden als Säulendiagramm dargestellt. Die Messwerte in der mit 
NaCl oder SMP biofunktionalisierten SFM waren höher als in der entsprechenden CM. Tendenziell konnte in der 
SF+iPRF-Gruppe eine höhere Gefäßdichte nachgewiesen werden als in der CM+iPRF-Gruppe. Die Unterschiede 
zwischen sämtlichen Versuchsgruppen waren jedoch nicht signifikant. Abkürzungen: EDD = egg development day, 
CM = Kollagenmatrix, SF = Seidenfibroinmatrix, NaCl = Natriumchlorid, iPRF = injectable platelet rich fibrin, 

SMP = Schmelz-Matrix-Proteine, n = Stichprobenanzahl 

 

 
Abbildung 13: Gesamtgefäßdichte an EDD 14. 

Die Ergebnisse der Gesamtgefäßdichte (µm/µm2) an EDD 14 aus den Gruppen CM+iPRF (n = 14), SF+NaCl 
(n = 11), SF+iPRF (n = 12) und SF+SMP (n = 13) wurden als Säulendiagramm dargestellt. Schwarze Sterne 
markierten voneinander signifikant unterschiedliche Ergebnisse (two-way ANOVA mit Bonferroni Korrektur: 
** p < 0,01). Die CM+iPRF-Gruppe zeigte eine signifikant höhere Gefäßdichte im Vergleich zu allen SF-Gruppen. 
Abkürzungen: EDD = egg development day, CM = Kollagenmatrix, SF = Seidenfibroinmatrix, 

NaCl = Natriumchlorid, iPRF = platelet rich fibrin, SMP = Schmelz-Matrix-Proteine, n = Stichprobenanzahl 

Zwischen EDD 12 und EDD 14 nahm die Gefäßdichte in allen vier vaskularisierten Gruppen 

zu. Auch an EDD 14 konnten in der CM-Kontrollgruppe und in der CM+SMP-Gruppe aufgrund 
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des Fehlens von Gefäßen keine Messwerte erhoben werden. Dementsprechend 

verzeichneten die SFM für die Rehydrierung mit NaCl und SMP eine deutliche Zunahme der 

Gefäßdichte (SF+NaCl: 0,003545 ± 0,00058; SF+SMP: 0,003612 ± 0,00208). Dagegen wies 

die mit i-PRF biofunktionalisierte CM eine signifikant höhere Gefäßdichte auf als die 

SF+iPRF-Gruppe (CM+iPRF: 0,006639 ± 0,00110; SF+iPRF: 0,003218 ± 0,00072) 

(p = 0,002) (Abbildung 13). Auch im Vergleich zu der SF-Kontrollgruppe (p = 0,006) und der 

mit SMP biofunktionalisierten SFM (p = 0,002) zeigte die mit i-PRF biofunktionalisierte CM 

signifikant höhere Messwerte. Während sich die Messwerte in der CM-Gruppe in Abhängigkeit 

von der Biofunktionalisierung stark unterschieden, wurden in der SF-Gruppe nur geringe 

Varianzen festgestellt, wobei die SF+SMP-Gruppe vor der SF+NaCl- und der 

SF+iPRF-Gruppe die höchsten Werte aufwies. 

 

Tabelle 13: Messwerte Gesamtgefäßdichte. 

 

 

 

 

 

Abkürzungen: EDD = egg development day, CM = Kollagenmatrix, SF = Seidenfibroinmatrix, 
NaCl = Natriumchlorid, iPRF = injectable platelet rich fibrin, SMP = Schmelz-Matrix-Proteine, 
n = Stichprobenanzahl, M = Mittelwert, SD = Standardabweichung 

 

 Bestimmung der Gefäßverzweigungspunkte 

Analog zu den bereits beschriebenen Parametern wiesen die SF-Kontrollgruppe und die 

SF+SMP-Gruppe an EDD 12 höhere Messwerte auf als die entsprechend behandelten nicht 

vaskularisierten CM (Abbildung 14) (SF+NaCl: 1,08 ± 0,42; SF+SMP: 0,35 ± 0,58). Die 

Messwerte der mit i-PRF behandelten CM lagen über den Werten der SF+iPRF-Gruppe 

(CM+iPRF: 4,13 ± 4,67; SF+iPRF: 1,74 ± 0,72). Bei den CM resultierte die 

Biofunktionalisierung mit i-PRF an EDD 12 in einer höheren Anzahl an 

Gefäßverzweigungspunkten gegenüber den anderen CM-Gruppen. Im Vergleich zu der 

Gruppe n EDD 
Gesamtgefäßdichte (µm/µm2) 

M  SD 

CM+iPRF 2 10 0,000091 0,00016 

 14 12 0,002247 0,00162 

 14 14 0,006639 0,00110 

SF+NaCl 1 10 0,000105 0,00015 

 10 12 0,001122 0,00042 

 11 14 0,003545 0,00058 

SF+iPRF 2 10 0,000040 0,00006 

 8 12 0,001614 0,00095 

 12 14 0,003218 0,00072 

SF+SMP 1 10 0,000014 0,00003 

 7 12 0,000570 0,00078 

 13 14 0,003612 0,00208 
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SF-Kontrollgruppe zeigte die mit i-PRF biofunktionalisierten SFM fast doppelt so viele und im 

Vergleich zu der SF+SMP-Gruppe nahezu fünffach so viele Verzweigungspunkte. 

 

Abbildung 14: Gefäßverzweigungspunkte an EDD 12. 

Die Anzahl der Gefäßverzweigungspunkte der vaskularisierten Matrices an EDD 12 aus den Gruppen CM+iPRF 
(n = 14), SF+NaCl (n = 10), SF+iPRF (n = 8) und SF+SMP (n = 7) wurden als Säulendiagramm dargestellt. Die 
Messwerte in den mit NaCl oder SMP biofunktionalisierten SFM waren höher als in den entsprechenden nicht 
vaskularisierten CM, für die keine Messwerte vorlagen. Tendenziell konnte in der SF+iPRF-Gruppe eine höhere 
Gefäßdichte nachgewiesen werden als in der SF+NaCl- und der SF+SMP-Gruppe. Die Unterschiede zwischen 
sämtlichen Versuchsgruppen waren jedoch nicht signifikant. Abkürzungen: EDD = egg development day, 
CM = Kollagenmatrix, SF = Seidenfibroinmatrix, NaCl = Natriumchlorid, iPRF = injectable platelet rich fibrin, 

SMP = Schmelz-Matrix-Proteine, n = Stichprobenanzahl 

Zwischen EDD 12 und EDD 14 stieg die Anzahl der Gefäßverzweigungspunkte in den vier 

Gruppen stark an. An dem letzten Versuchstag konnten aufgrund der fehlenden 

Vaskularisation in der CM-Kontrollgruppe und in der CM+SMP-Gruppe weiterhin keine 

Gefäßverzweigungspunkte nachgewiesen werden, sodass die korrespondierenden 

SF-Gruppen höhere Messwerte für diesen Parameter aufwiesen (SF+NaCl: 7,11 ± 3,11; 

SF+SMP: 4,92 ± 2,60). Im Gegensatz dazu, zeigte die CM+iPRF-Gruppe (14,45 ± 4,85) 

signifikant mehr Verzweigungspunkte als die SF+iPRF-Gruppe (SF+iPRF: 1,74 ± 0,72) 

(p < 0,001). Auch im Vergleich zu der SF-Kontrollgruppe (p =0,008) und der SF+SMP-Gruppe 

(p < 0,001) konnte für diese CM+iPRF-Gruppe ein signifikant höherer Messwert festgestellt 

werden (Abbildung 15). In der CM-Gruppe wurden lediglich für die Kombination mit i-PRF 

Gefäßverzweigungen nachgewiesen. Zwischen den SFM ließ sich kein wesentlicher 

Unterschied feststellen. 
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Abbildung 15: Gefäßverzweigungspunkte an EDD 14. 

Die Anzahl der Gefäßverzweigungspunkte der vaskularisierten Matrices an EDD 14 aus den Gruppen CM+iPRF 
(n = 14), SF+NaCl (n = 11), SF+iPRF (n = 12) und SF+SMP (n = 13) wurde als Säulendiagramm dargestellt. 
Schwarze Sterne markierten voneinander signifikant unterschiedliche Ergebnisse (two-way ANOVA mit Bonferroni 
Korrektur: ** p < 0,01; *** p < 0,001). Die CM+iPRF-Gruppe zeigte signifikant höhere Messwerte als die 
SF+iPRF-Gruppe, die mit NaCl rehydrierte SF und die SF+SMP-Gruppe. Abkürzungen: EDD = egg development 
day, CM = Kollagenmatrix, SF = Seidenfibroinmatrix, NaCl = Natriumchlorid, iPRF = injectable platelet rich fibrin, 

SMP = Schmelz-Matrix-Proteine, n = Stichprobenanzahl  

 

Tabelle 14: Messwerte Gefäßverzweigungspunkte. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abkürzungen: EDD = egg development day, CM = Kollagenmatrix, SF = Seidenfibroinmatrix, 
NaCl = Natriumchlorid, iPRF = injectable platelet rich fibrin, SMP = Schmelz-Matrix-Proteine, 
n = Stichprobenanzahl, M = Mittelwert, SD = Standardabweichung 

Gruppe n EDD 
Gefäßverzweigungspunkte 

M SD 

CM+iPRF 2 10 0,10 0,20 

 14 12 4,13 4,67 

 14 14 14,45 4,85 

SF+NaCl 1 10 0,03 0,05 

 10 12 1,08 0,42 

 11 14 7,11 3,11 

SF+iPRF 2 10 0 0 

 8 12 1,74 0,72 

 12 14 4,82 1,75 

SF+SMP 1 10 0 0 

 7 12 0,35 0,58 

 13 14 4,92 2,60 
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 qPCR 

Die qPCR ermöglichte die Untersuchung der relativen Expression der für die Angiogenese und 

Inflammation relevanten Gene VEGF, HIF-1α, MMP-13 und NOS2. Es wurden sowohl die 

vaskularisierten als auch die nicht vaskularisierten Matrices in die Auswertung miteinbezogen. 

Werte, die über dem zehnfachen Mittelwert einer Versuchsgruppe lagen, wurden als Ausreißer 

gewertet und aus der Statistik ausgeschlossen.  

 Relative Expression VEGF 

In Abbildung 16 ist die relative Expression von VEGF dargestellt. Der proangiogene 

Wachstumsfaktor wurde an EDD 11 in der CM+NaCl-Gruppe stärker exprimiert als in der 

SF-Vergleichsgruppe (CM+NaCl: 3,17 ± 1,12; SF+NaCl: 2,83 ± 2,38). Auch bei der mit i-PRF 

behandelten Matrices war die Expression in der CM-Gruppe tendenziell höher als in den 

SF-Gruppe (CM+iPRF: 2,35 ± 1,34; SF+iPRF: 1,76 ± 1,32). In der CM+NaCl- und der 

CM+iPRF-Gruppe wurden höhere Werte gemessen als in der mit SMP biofunktionalisierten 

CM (CM+SMP: 1,39 ± 0,86). Das gleiche Bild zeigte sich bei den SFM (SF+SMP: 1,42 ± 0,67).  

 
Abbildung 16: Übersicht relative Expression der qPCR für das Gen VEGF 

Die relative Expression an EDD 11 wurde in den Gruppen CM+NaCl (n = 3), CM+iPRF (n = 4), CM+SMP (n = 5) 
SF+NaCl (n = 5), SF+iPRF (n = 5), SF+SMP (n = 5) und an EDD 14 in den Gruppen CM+NaCl (n = 7), CM+iPRF 
(n = 12), CM+SMP (n = 9) SF+NaCl (n = 11), SF+iPRF (n = 14), SF+SMP (n = 13) als Säulendiagramm dargestellt. 
Die Kontrollgruppen zeigten an EDD 11 eine besonders starke Expression von VEGF. Die Genexpression war an 
diesem Tag in den Kontrollgruppen am höchsten, gefolgt von den mit i-PRF behandelten Gruppen und den mit 
SMP biofunktionalisierten Matrices. Auch an EDD 14 wurde VEGF in den Kontrollgruppen stärker exprimiert als in 
den mit i-PRF oder SMP behandelten Gruppen. In den CM-Gruppen konnte, außer bei den mit SMP 
biofunktionalisierten Matrices an EDD 12 zu beiden Zeitpunkten eine geringfügig höhere Expression von VEGF als 
in den SF-Gruppen festgestellt werden. Die Messwerte sämtlicher Versuchsgruppen unterschieden sich jedoch 
weder an EDD 11 noch an EDD 14 signifikant voneinander. Abkürzungen: EDD = egg development day, 
CM = Kollagenmatrix, SF = Seidenfibroinmatrix, NaCl = Natriumchlorid, iPRF = injectable platelet rich fibrin, 
SMP = Schmelz-Matrix-Proteine, n = Stichprobenanzahl, M = Mittelwert, SD = Standardabweichung, 

VEGF = vascular endothelial growth factor  
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An EDD 14 wiesen alle CM-Gruppen eine leicht höhere Expression von VEGF auf als die 

entsprechenden SF-Gruppen. Sowohl in den CM- als auch in den SF-Gruppen wurde der 

Wachstumsfaktor in der Kontrollgruppe am stärksten exprimiert (CM+NaCl: 2,55 ± 2,00; 

SF+NaCl: 1,45 ± 0,51), gefolgt von den mit i-PRF (CM+iPRF: 0,99 ± 0,41; SF+iPRF: 

0,84 ± 0,45) und den mit SMP biofunktionalisierten Gruppen (CM+SMP: 0,85 ± 0,76; SF+SMP: 

0,75 ± 0,31). Sowohl an EDD 11 als auch an EDD 14 konnten mittels einfaktorieller ANOVA 

keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden.  

Tabelle 15: Messwerte relative Expression der qPCR für das Gen VEGF. 

 EDD CM+NaCl CM+iPRF CM+SMP SF+NaCl SF+iPRF SF+SMP 

M ± SD 
11 3.17  1.12 2.35  1.34 1.39  0.86 2.83  2.38 1.76  1.32 1.42  0.67 
14 2.55  2.00 0.99  0.41 0.85  0.76 1.45  0.51 0.84  0.45 0.75  0.31 

n 
11 3 4 5 5 5 5 

14 7 12 9 11 14 13 

 
Abkürzungen: EDD = egg development day, CM = Kollagenmatrix, SF = Seidenfibroinmatrix, 
NaCl = Natriumchlorid, iPRF = injectable platelet rich fibrin, SMP = Schmelz-Matrix-Proteine, 
n = Stichprobenanzahl, M = Mittelwert, SD = Standardabweichung 

 

 Relative Expression HIF-1α 

In Abbildung 17 ist die relative Expression aller Versuchsgruppen dargestellt. An EDD 11 

zeigte die CM-Kontrollgruppe eine leicht höhere relative Expression als die SF-Kontrollgruppe 

(CM+NaCl: 0,96 ± 0,72; SF+NaCl: 0,54 ± 0,38). Im Gegensatz dazu war die Expression in der 

mit i-PRF behandelten SFM geringfügig höher als in der entsprechenden CM-Gruppe 

(CM+iPRF: 0,53 ± 0,07; SF+iPRF: 0,72 ± 0,24). Die mit SMP biofunktionalisierten Matrices 

unterschieden sich kaum (CM+SMP: 0,45 ± 0,06; SF+SMP: 0,38 ± 0,22). Auch bei den CM 

zeigte sich eine geringe Varianz in der Expression von HIF-1α. Die CM-Kontrollgruppe wies 

eine leicht höhere Expression als die CM+iPRF- und die CM+SMP-Gruppe auf. In der 

SF-Gruppe zeigte die mit i-PRF rehydrierte SFM die höchste relative Expression vor der 

SF-Kontrollgruppe und der SF+SMP-Gruppe.  

Zwischen EDD 11 und EDD 14 ging die Expression in allen, außer der mit SMP behandelten 

SFM, zurück. An dem letzten Versuchstag war HIF-1α in der CM-Kontrollgruppe geringfügig 

stärker exprimiert als in der SF-Kontrollgruppe (CM+NaCl: 0,67 ± 0,67; SF+NaCl: 0,31 ± 0,07). 

Sowohl für die Biofunktionalisierung mit i-PRF als auch mit SMP konnte kein deutlicher 

Unterschied zwischen den Matrices festgestellt werden (CM+iPRF: 0,33 ± 0,14; SF+iPRF: 

0,23 ± 0,06). Die Biofunktionalisierung mit SMP führte bei den SFM zu einer ähnlich starken 

relativen Expression wie bei den CM (CM+SMP: 0,40 ± 0,17; SF+SMP: 0,60 ± 0,46). In der 

Gruppe der CM verzeichnete die Kontrollgruppe die höchsten Messwerte vor den mit SMP und 

den mit i-PRF rehydrierten Matrices. Bei den SFM hingegen konnte in der SF+SMP-Gruppe 

eine höhere Expression des Transkriptionsfaktors nachgewiesen werden als in der 
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Kontrollgruppe und der mit i-PRF biofunktionalisierten Matrix. An EDD 14 konnten zwischen 

allen Gruppen keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. 

 

Abbildung 17: Übersicht relative Expression für das Gen HIF-1α. 

Die relative Expression an EDD 11 wurde in den Gruppen CM+NaCl (n = 3), CM+iPRF (n = 4), CM+SMP (n = 5) 
SF+NaCl (n = 5), SF+iPRF (n = 5), SF+SMP (n = 5) und an EDD 14 in den Gruppen CM+NaCl (n = 7), CM+iPRF 
(n = 12), CM+SMP (n = 9), SF+NaCl (n = 11), SF+iPRF (n = 14), SF+SMP (n = 13) als Säulendiagramm 
dargestellt. Sowohl an EDD 11 als auch an EDD 14 konnte bei den Kontrollgruppen, den i-PRF-Gruppen, und den 
SMP-Gruppen kein wesentlicher Unterschied zwischen den CM und SFM festgestellt werden. Abkürzungen: 
EDD = egg development day, CM = Kollagenmatrix, SF = Seidenfibroinmatrix, NaCl = Natriumchlorid, 
iPRF = injectable platelet rich fibrin, SMP = Schmelz-Matrix-Proteine, n = Stichprobenanzahl, M = Mittelwert, 
SD = Standardabweichung, HIF-1α = Hypoxie-induzierter Faktor 1-alpha 

Tabelle 16: Messwerte relative Expression der qPCR für das Gen HIF-1α. 

 EDD CM+NaCl CM+iPRF CM+SMP SF+NaCl SF+iPRF SF+SMP 

M ± SD 
11 0.96  0.72 0.53  0.07 0.45  0.06 0.54  0.38 0.72  0.24 0.38  0.22 
14 0.67  0.67 0.33  0.14 0.40  0.17 0.31  0.07 0.23  0.06 0.60  0.46 

n 
11 3 4 5 5 5 5 

14 7 12 9 11 14 13 

 
Abkürzungen: EDD = egg development day, CM = Kollagenmatrix, SF = Seidenfibroinmatrix, 
NaCl = Natriumchlorid, iPRF = injectable platelet rich fibrin, SMP = Schmelz-Matrix-Proteine, 
n = Stichprobenanzahl, M = Mittelwert, SD = Standardabweichung 

 

 Relative Expression MMP-13 

Die Abbildung 18 zeigt die relative Expression des Transkriptionsfaktors MMP-13. An EDD 11 

wies die CM+NaCl-Gruppe einen höheren Mittelwert auf als die SF-Kontrollgruppe (CM+NaCl: 

1,22 ± 1,71; SF+NaCl: 0,43 ± 0,24). Die Expression war sowohl in der mit i-PRF behandelten 

als auch in der mit SMP biofunktionalisierten CM leicht höher als in den entsprechenden 

SF-Vergleichsgruppen (CM+iPRF: 2,12 ± 1,52; SF+iPRF: 1,30 ± 1,02; CM+SMP: 0,60 ± 0,54; 

SF+SMP: 0,31 ± 0,27). In der Gruppe der CM wurde eine leicht stärkere Expression an 

EDD 11 in der Kontrollgruppe nachgewiesen, während in der CM+iPRF- und der 

CM+SMP-Gruppe niedrigere Werte gemessen wurden. Bei den SF-Gruppen waren die 
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Unterschiede zwischen den Gruppen geringer, wobei auch hier MMP-13 bei den mit i-PRF 

behandelten Matrices am stärksten exprimiert wurde. Die relative Expression unterschied sich 

zwischen der SF+NaCl- und der SF+SMP-Gruppe kaum.  

 

Abbildung 18: Übersicht relative Expression für das Gen MMP-13. 

Die relative Expression an EDD 11 wurde in den Gruppen CM+NaCl (n = 3), CM+iPRF (n = 4), CM+SMP (n = 5) 
SF+NaCl (n = 5), SF+iPRF (n = 5), SF+SMP (n = 5) und an EDD 14 in den Gruppen CM+NaCl (n = 7), CM+iPRF 
(n = 12), CM+SMP (n = 9)  SF+NaCl (n = 11), SF+iPRF (n = 14), SF+SMP (n = 13) als Säulendiagramm dargestellt. 
An EDD 11 war die Expression von MMP-13 in den CM-Gruppen geringfügig stärker als in den entsprechenden 
SF-Gruppen. Zwischen EDD 11 und EDD 14 nahm die Expression in allen CM-Gruppen und der SF+iPRF-Gruppe 
ab, während sie in der SF+NaCl und in der SF+SMP-Gruppe zunahm. An EDD 14 war die Expression in allen 
CM-Gruppen ähnlich stark. Bei den SFM wies die mit SMP biologisierte Matrix eine höhere Expression auf als die 
beiden anderen Gruppen. Die Messwerte sämtlicher Versuchsgruppen unterschieden sich weder an EDD 11 noch 
an EDD 14 signifikant voneinander. Abkürzungen: EDD = egg development day, CM = Kollagenmatrix, 
SF = Seidenfibroinmatrix, NaCl = Natriumchlorid, iPRF = injectable platelet rich fibrin, SMP = Schmelz-Matrix-
Proteine, n = Stichprobenanzahl, M = Mittelwert, SD = Standardabweichung, MMP-13 = Matrix-Metalloproteinase 
13 

 

Tabelle 17: Messwerte relative Expression der qPCR für das Gen MMP-13. 

 EDD CM+NaCl CM+iPRF CM+SMP SF+NaCl SF+iPRF SF+SMP 

M ± SD 
11 1.22  1.71 2.12  1.52 0.60  0.54 0.43  0.24 1.30  1.02 0.31  0.27 
14 0.81  0.38 0.94  0.91 0.59  0.31 0.64  0.51 0.54  0.20 0.83  0.58 

n 
11 3 4 5 5 5 5 

14 7 12 9 11 14 13 

 
Abkürzungen: EDD = egg development day, CM = Kollagenmatrix, SF = Seidenfibroinmatrix, 
NaCl = Natriumchlorid, iPRF = injectable platelet rich fibrin, SMP = Schmelz-Matrix-Proteine, 
n = Stichprobenanzahl, M = Mittelwert, SD = Standardabweichung 

 

Analog zu den Daten für HIF-1α nahm die Expression in den meisten Gruppen zwischen 

EDD 11 und EDD 14 ab und stieg nur in der SF+ NaCl- und der SF+ SMP-Gruppe geringfügig 

an. An dem letzten Versuchstag unterschied sich die Expression des Enzyms zwischen den 

Kontrollgruppen kaum (CM+NaCl: 0,81 ± 0,38; SF+NaCl: 0,64 ± 0,51). Die 

Biofunktionalisierung mit i-PRF resultierte in den CM in geringfügig höheren Messwerten als 
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in der SFM (CM+iPRF: 0,94 ± 0,91; SF+iPRF: 0,54 ± 0,20). Dagegen zeigten die mit SMP 

behandelten SF eine höhere Expression als die entsprechenden CM (CM+SMP: 0,59 ± 0,31; 

SF+SMP: 0,83 ± 0,58). Sämtliche für MMP-13 aufgeführten Unterschiede waren nicht 

signifikant.  

 Relative Expression NOS2 

In Abbildung 19 ist die relative Expression von NOS2 dargestellt. Für das Zielgen zeigte sich 

in allen Gruppen eine im Vergleich zu den anderen Faktoren große Streuung der Ct-Werte, 

sodass die Ergebnisse nur eingeschränkt interpretierbar sind. An EDD 11 war die Expression 

in der SF-Kontrollgruppe geringfügig höher als in der CM-Kontrollgruppe (CM+NaCl: 

5,67 ± 8,57; SF+NaCl: 7,62 ± 9,11). Im Gegensatz dazu wurde bei den mit i-PRF 

biofunktionalisierten Matrices für die CM-Gruppe eine höhere Expression als für die SFM-

Gruppe festgestellt werden (CM+iPRF: 8,65 ± 12,22; SF+iPRF: 6,38 ± 6,35). NOS2 wurde 

wiederum in der CM+SMP-Gruppe ähnlich stark exprimiert wie in der SF+SMP-Gruppe 

(CM+SMP: 3,07 ± 5,56; SF+SMP: 3,00 ± 5,00). Sowohl bei den CM als auch bei den SFM 

verzeichneten die Kontrollgruppen und die mit i-PRF rehydrierten Matrices eine leicht höhere 

relative Expression als die mit SMP behandelten Gruppen. Zwischen EDD 11 und EDD 14 

nahm die Expression des Faktors in allen Gruppen außer der SF+SMP-Gruppe ab.  

 
Abbildung 19: Übersicht relative Expression der qPCR für das Gen NOS2. 

Die relative Expression an EDD 11 wurde in den Gruppen CM+NaCl (n = 3), CM+iPRF (n = 4), CM+SMP (n = 5) 
SF+NaCl (n = 5), SF+iPRF (n = 5), SF+SMP (n = 5) und an EDD 14 in den Gruppen CM+NaCl (n = 7), CM+iPRF 
(n = 12), CM+SMP (n = 9)  SF+NaCl (n = 11), SF+iPRF (n = 14), SF+SMP (n = 13) als Säulendiagramm dargestellt. 
Die Messwerte sämtlicher Versuchsgruppen unterschieden sich weder an EDD 11 noch an EDD 14 signifikant 
voneinander. Abkürzungen:  EDD = egg development day, CM = Kollagenmatrix, SF = Seidenfibroinmatrix, 
NaCl = Natriumchlorid, iPRF = injectable platelet rich fibrin, SMP = Schmelz-Matrix-Proteine, 
n = Stichprobenanzahl, M = Mittelwert, SD = Standardabweichung, NOS2 = nitric oxide synthase 2 

An dem letzten Versuchstag war die Expression von NOS2 in der Kontrollgruppe und der mit 

SMP behandelten Gruppe für die SFM mehr als doppelt so hoch wie für die CM (CM+NaCl: 
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0,94 ± 0,54; SF+NaCl: 2,70 ± 1,74; CM+SMP: 1,90 ± 0,75; SF+SMP: 5,57 ± 4,62). Bei der 

Biofunktionalisierung mit iPRF zeigten die Werte allerdings einen umgekehrten Trend 

(CM+iPRF: 2,31 ± 2,34; SF+iPRF: 0,84 ± 0,74). Bei den mit i-PRF und den mit SMP 

behandelten CM war die Expression des Zielgens an EDD 14 höher als in der Kontrollgruppe. 

Dagegen wurde NOS2 bei den SFM in der mit SMP biofunktionalisierten Gruppe stärker 

exprimiert als in den beiden anderen Gruppen. Sämtliche Versuchsgruppen unterschieden 

sich in der relativen Expression von NOS2 weder an EDD 11 noch an EDD 14 signifikant 

voneinander. 

 

Tabelle 18: Messwerte relative Expression der qPCR für das Gen NOS2. 

 EDD CM+NaCl CM+iPRF CM+SMP SF+NaCl SF+iPRF SF+SMP 

M ± SD 
11 5.67  8.57 8.65  12.22 3.07  5.56 7.62  9.11 6.38  6.35 3.00  5.00 
14 0.94  0.54 2.31  2.34 1.90  0.75 2.70  1.74 0.84  0.74 5.57  4.62 

n 
11 3 4 5 5 5 5 

14 7 12 9 11 14 13 

 
Abkürzungen: EDD = egg development day, CM = Kollagenmatrix, SF = Seidenfibroinmatrix, 
NaCl = Natriumchlorid, iPRF = injectable platelet rich fibrin, SMP = Schmelz-Matrix-Proteine, 
n = Stichprobenanzahl, M = Mittelwert, SD = Standardabweichung 
 
 

 Histologie 

Die Histologie ermöglichte einen Vergleich der Matrixstruktur und die Lokalisierung der 

Blutgefäße auf histologischer Ebene. Hierzu wurden Schnitte der mittels 

Fluoreszenzmikroskopie als vaskularisiert gewerteten Matrices erstellt und mit Hämatoxylin 

und Eosin angefärbt. 

In ihrem histologischen Aufbau unterschieden sich die Mucoderm®-CM und die SFM deutlich 

(Abbildung 20). Die CM präsentierte sich in den Schnitten als quaderförmige Struktur mit einer 

wesentlich höheren Dicke als ihr Pendant aus Seide. Sie zeigte ein homogenes 

Erscheinungsbild mit einer Vielzahl an ineinander verflochtener Kollagenfasern. Wie durch den 

Hersteller beschrieben, erscheint die Matrix kompakt aufgebaut. Mittels HE-Färbung konnten 

keine größeren Hohlräume innerhalb der Matrix festgestellt werden; die Oberfläche der CM 

erschien glatt. Im Gegensatz dazu, zeigte sie SFM eine deutlich geringere Dicke. Sie bestand 

aus einem heterogenen Gemisch von dünnen Filamenten und größeren, rundlichen 

Anschnitten von Seidenfasern. Die Matrix wies eine Vielzahl an Hohlräumen auf und wirkte 

insgesamt sehr locker und durchlässig. 
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Abbildung 20: HE-Färbung der in die CAM integrierten Matrices. 

Die Aufnahmen wurden bei 50-facher Vergrößerung im Lichtmikroskop angefertigt und zu Übersichtsaufnahmen 
zusammengefügt. (a) zeigt eine mit i-PRF rehydrierte Kollagenmatrix. In (b-d) sind die Seidenfibroinmatrices der 
Kontrollgruppe (b), der SF+iPRF- (c) und der SF+SMP-Gruppe (d) zu sehen. Auf der rechten Seite sind die jeweils 
vergrößerten Aufnahmen (50-fache Vergrößerung) dargestellt, die die vaskularisierten Randbereiche der Matrices 
zeigen. Abkürzungen: SF = Seidenfibroin, SMP= Schmelz-Matrix-Protein, i-PRF = injectable platelet rich fibrin. 

Die Übergangszone zwischen den Matrices und dem CAM-Gewebe war in den CM deutlich 

klarer strukturiert als in den SFM. Während die CM gegenüber dem umliegenden 

CAM-Gewebe klar abgegrenzt war, schien die SFM fließend in dieses überzugehen. Die 

Matrices waren allseitig von Bindegewebe umgeben und schienen dementsprechend gut in 

das umliegende Gewebe integriert zu sein. In den vier vaskularisierten Gruppen konnten in die 

peripheren Randbereiche der Matrices infiltrierende mononukleäre Zellen beobachtet werden. 

Während innerhalb der CM nur vereinzelt Zellen erkennbar waren, waren diese in der SFM 

ubiquitär zu sehen. Die Ränder waren tendenziell stärker mit Zellen besiedelt als die zentralen 

Bereiche der Matrix. Darüber hinaus fanden sich in den Randbereichen der SFM und der 

CM+iPRF-Gruppe kleine Blutgefäße, die anhand der eingeschlossenen Erythrozyten 

identifiziert wurden (Abbildung 20). Innerhalb der Matrices konnten mittels HE-Färbung jedoch 

keine Gefäße nachgewiesen werden. 
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5 Diskussion 

 Das CAM-Assay und seine Limitationen 

In dieser Studie wurde das CAM-Assay verwendet, um CM und SFM vergleichend auf 

Angiogenese und immunologische Toleranz zu testen. Darüber hinaus wurde der Einfluss der 

Biofunktionalisierung beider Matrices mit i-PRF und SMP untersucht. CAM-Assays haben sich 

aufgrund ihrer zahlreichen Vorteile in der Wissenschaft etabliert. Im Sinne des von Russel und 

Burch formulierten 3R-Prinzips trägt das Modell auch dazu bei, die Anzahl der Versuchstiere 

zu reduzieren (reduction) (202, 203). Aufgrund der fehlenden Innervation des 

extraembryonalen Gefäßsystems, wird das Leiden der Tiere im Vergleich zu klassischen 

Tierversuchen verringert (refinement) (193, 204, 205). Neueste Untersuchungen haben 

außerdem gezeigt, dass Hühnerembryonen erst ab EDD 13 über ein funktionsfähiges Gehirn 

verfügen, sodass vor diesem Zeitpunkt nicht von einem möglichen Schmerzempfinden 

ausgegangen werden kann (206, 207). Bis EDD 14 wird das CAM-Assay rechtlich nicht als 

Tierversuch angesehen und stellt eine Alternative (replacement) zu solchen dar (197, 208, 

209). Mit dieser Methode kann die Lücke zwischen in-vitro Tests und den klassischen 

Tierversuchen geschlossen werden. Die kurze Entwicklungszeit der Hühnerembryonen 

ermöglicht schnellere Ergebnisse als in den meisten Tierversuchen bei gleichzeitig hohen 

Probenzahlen und einer kostengünstigen Durchführung der Versuche (193, 210). Daher wird 

das CAM-Assay schon seit Jahrzehnten eingesetzt, um die Wirkung von pro- und 

antiangiogenen Substanzen zu testen (211). 

Zu den Limitationen des CAM-Assays zählt die Übertragbarkeit der in ovo erzielten Ergebnisse 

auf den Menschen. Wie bereits in Abschnitt 0 beschrieben, befindet sich das Gefäßsystem 

zwischen EDD 4 und EDD 12 noch im Aufbau und zeigt insbesondere an den letzten drei 

Tagen eine hohe Toleranz gegenüber Transplantaten (212, 213). Ihren Höhepunkt erreicht die 

Angiogenese in dem Assay zwischen EDD 7 und EDD 12 (214). Auch die für die Angiogenese 

wichtigen Wachstumsfaktoren VEGF und TGF-β werden in dem Embryonalstadium an diesen 

Tagen besonders stark exprimiert (135, 215). Ein Vergleich mit der Anwendung bei humanen 

Patienten unterschiedlichen Alters ist daher nur eingeschränkt möglich. Des Weiteren 

erschwert das dichte Gefäßnetz der CAM die Beurteilung der Wirkung von nur schwach 

proangiogen wirkenden Substanzen auf die Neovaskularisation (216). Da auch nicht 

spezifische Entzündungsreaktionen auf Fremdkörper wie Matrices zu einer Stimulation der 

Angiogenese führen können, erweist sich eine Unterscheidung zwischen normaler und 

induzierter Angiogenese in diesem Modell als schwierig (211, 217). Um eine unspezifische 

Immunreaktion zu minimieren, sollte die Applikation des zu untersuchenden Materials auf die 

sich entwickelnde CAM möglichst frühzeitig erfolgen. (197). 
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Auch die Verwendung des CAM-Assays als Modell für immunbasierte Studien ist an bestimmte 

Beschränkungen geknüpft. Obgleich sich die Immunsysteme von Vögeln und Menschen 

funktionell ähneln und vergleichbare Immunantworten aufweisen, zeigen sich dennoch 

Unterschiede (210, 218). Während sich das T-Zellsystem weitgehend gleicht, ist das B-

Zellsystem in einigen Aspekten differierend (219, 220). Hühner besitzen keine eingekapselten 

Lymphknoten und nutzen für die B-Zellreifung, welche beim Menschen im Knochenmark 

stattfindet, ein eigenes Organ, den Fabricius-Schleimbeutel, in dem auch die Antikörperbildung 

stattfindet (221). Analog zu den neutrophilen Granulozyten des Menschen, verfügen Hühner 

über heterophile Granulozten, die für die Phagozytose von Pathogenen und Fremdkörpern 

zuständig sind (222). Die Hämatopoese und die inflammatorischen Prozesse weisen eine 

hohe Ähnlichkeit auf und für die wichtigsten Entzündungsmediatoren wurden bereits ähnlich 

funktionierende Äquivalente im Huhn entdeckt (210, 221). Des Weiteren ist das Immunsystem 

von Hühnerembryonen erst ab EDD 10 bis EDD 12 funktionsfähig (55, 210, 223) und bis 

EDD 15 nur eingeschränkt aktiv (193). Daher kann eine Aussage über die immunologische 

Toleranz von xenogenen Materialien, die auf der CAM getestet wurden, lediglich unter 

Vorbehalt getroffen werden. Darüber hinaus ist zu berücksichtigen, dass sich die untersuchten 

Hühnerembryonen genetisch individuell unterscheiden und dementsprechend auch 

verschieden auf die applizierten Matrices reagieren können. Um die Effekte der 

biofunktionalisierten Matrices auf die Neovaskularisation in vivo an genetisch identischen 

Organismen zu untersuchen, können weiterführende Untersuchungen an geklonten Mäusen 

durchgeführt werden. 

Mittels Fluoreszenzmikroskopie kann die Neovaskularisation auf der CAM nach Länge, 

Durchmesser, Anzahl und Dichte von Gefäßen quantifiziert werden (197, 224). Für die 

Untersuchung dieser Parameter wird häufig ein definierter Bereich (ROI) auf der Matrix 

ausgewählt, der repräsentativ für die Gesamtoberfläche steht. Dies reduziert den 

Auswertungsaufwand erheblich, birgt jedoch auch ein erhöhtes Fehlerrisiko, zumal die 

Neovaskularisation an verschiedenen Stellen der Matrix unterschiedlich weit fortgeschritten 

sein kann (197). Darüber hinaus ist bei der Auswertung mit dem Fluoreszenzmikroskop zu 

berücksichtigen, dass die detektierten Gefäße nicht eindeutig lokalisiert werden können, da 

nicht ersichtlich ist, ob sie auf, innerhalb oder unter der Matrix gewachsen sind (225). Um die 

gesamte Oberfläche der Matrix auf Gefäße hin zu untersuchen, eignen sich 

Softwareprogramme, die in der Lage sind, große Datenmengen schnell auszuwerten und auch 

für das menschliche Auge kaum sichtbare Gefäße zu identifizieren (223). Aufgrund von 

Schwierigkeiten bei der Differenzierung zwischen Gefäßen und Kollagen- oder Seidenfasern, 

die bei der Verwendung der Software ImageJ auftraten, wurde in dieser Studie auf eine 

manuelle Auswertung zurückgegriffen. In anderen Studien erwies sich die Verwendung 

softwaregestützter Analysetechniken wie des Vessel Analysis Plug-Ins (Nivetha Govindaraju, 
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M farna) für das Programm Fiji als hilfreich (54, 55). Um eine eindeutige Differenzierung 

zwischen Blutgefäßen und Matrixstrukturen zu gewährleisten, kann die intravenöse 

Applikation von Fluoreszenzfarbstoffen erfolgen. Die markierten Blutgefäße lassen sich 

anschließend softwaregestützt auswerten (196). Da die verwendeten Färbelösungen meist 

toxisch sind (55), sterben die Embryos bei der Applikation der Substanz ab, sodass diese 

Methode für die Beobachtung der Vaskularisation über einen längeren Zeitraum hinweg 

ungeeignet ist. Als Alternative zu den toxischen Farbstoffen könnten in Zukunft biokompatible 

farbstoffmarkierte virale Nanopartikel für Langzeitversuche dienen (226). 

Im Rahmen der Untersuchung der Immunantwort von Hühnerembryonen auf die 

biofunktionalisierten Matrices wurde eine RT-qPCR durchgeführt. Diese Methode weist eine 

hohe Spezifität und Sensitivität auf und wurde bereits in Vorläuferversuchen eingesetzt (54, 

215). In der Literatur finden sich vergleichbare Beschreibungen der Abläufe bei der 

RNA-Isolation und der qPCR, wobei die Vorgehensweisen herstellerspezifisch nur geringfügig 

variieren. Die Angaben zu der genauen Entnahmestelle von RNA-Proben in der Umgebung 

von Matrices unterscheiden sind jedoch von Studie zu Studie (227-229). Aufgrund der 

Schwierigkeiten bei der Gewinnung einer ausreichenden Probenmenge von der Unterseite der 

Matrices wurden die RNA-Proben aus dem Randbereich der Matrix von der CAM entnommen. 

Daher ist zu berücksichtigen, dass die Ergebnisse der qPCR lediglich eine Aussage über die 

Expression der Zielgene in der unmittelbaren Umgebung der Matrix auf der CAM zulassen und 

nicht über die tatsächlich innerhalb der Matrix aufgetretene Expression. Inwieweit die 

Entnahmestelle der Proben die Messwerte der relativen Expression beeinflusst, ist derzeit 

noch unklar. In der Literatur werden je nach Versuchsaufbau unterschiedliche 

Housekeeping-Gene für die qPCR verwendet. In Versuchen mit Hühnerembryonen werden in 

der Regel die Referenzgene GAPDH (179, 230), ß-Actin (54), HPRT (40, 215), HMBS (40) 

oder RPL4 (215, 228) einzeln oder auch in Kombination miteinander verwendet. In den in 

Abschnitt 3.1.5.4 beschriebenen Vorversuchen lieferte RPL4 die zuverlässigsten Ergebnisse 

und wurde daher für diese Arbeit als Referenzgen festgelegt. Für die Zielgene VEGF, HIF-1α, 

MMP-13 und NOS2 wurden spezifische Primer für das Hühnergenom verwendet, die zuvor 

von Sax et al. unter ähnlichen Bedingungen in einem CAM-Assay getestet wurden (215). Die 

Auswertung der qPCR erfolgte unabhängig von der Vaskularisation der Matrices, da in diesem 

Versuch keine wesentlichen Unterschiede in der Expression zwischen den vaskularisierten 

und den nicht vaskularisierten Matrices einer Versuchsgruppe festgestellt wurden. Es traten 

teilweise starke Differenzen zwischen den Ct-Werten der gleichen Versuchsgruppe auf, deren 

Ursache sich nicht eindeutig zuordnen lässt. Eine mögliche Ursache könnte in der Anwendung 

der qPCR in lebenden Organismen liegen, die sich im Vergleich zu in vitro kultivierten Zelllinien 

unterschiedlich schnell entwickeln und sich genetisch voneinander unterscheiden. Auch die 

Interpretation der qPCR-Ergebnisse im CAM-Assay wird durch die starken Schwankungen von 
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Wachstumsfaktoren in der Embryonalphase erschwert. Vor allem die Unterscheidung 

zwischen dem proangiogenen Einfluss der untersuchten Substanzen und der von Natur aus 

stark ausgeprägten Neovaskularisation zwischen EDD 8 und 12 fällt in diesem Modell nicht 

leicht (227, 231). 

Die histologischen Untersuchungen erlauben es, sowohl Rückschlüsse auf die genaue Lage 

der Gefäße in den Matrices als auch auf die immunologische Toleranz der Materialien zu 

ziehen (217). Obwohl sich das Immunsystem der Hühnerembryonen an EDD 14 noch im 

Aufbau befindet, lassen sich mittels HE-Färbung bereits zu diesem Zeitpunkt wertvolle Daten 

zu der initialen Gewebereaktion gewinnen (223). Mittels HE-Färbung oder Masson-Goldner-

Trichromfärbung können Gefäße und Zellen in den Präparaten sichtbar gemacht werden 

(232). Die HE-Färbung ist inzwischen als Standardfärbung etabliert und wurde in den 

vergangenen Jahren bereits in zahlreichen CAM-Studien für den Nachweis von Gefäßen 

verwendet (162, 223, 229, 232, 233). Um bestimmte Strukturen präzise anfärben zu können, 

werden in einigen Studien zusätzlich immunhistochemische Färbungen eingesetzt (40, 199, 

200, 232, 234). Diese eignen sich für die spezifische Detektion von Blutgefäßen in dem 

CAM-Modell, sind jedoch mit einem deutlich höheren Kosten- und Zeitaufwand verbunden als 

die Standardfärbungen (235). Meist werden dabei Antikörper gegen die in Gefäßen 

vorkommenden Proteine CD31, CD34, CD105 oder den von-Willebrand-Faktor verwendet 

(196). Die CD31-Färbung wurde in der vorliegenden Arbeit probeweise angewendet, zeigte 

jedoch keinen wesentlichen Mehrwert gegenüber der HE-Färbung, da eine Validierung der 

Neovaskularisation in den Matrices auch mit dieser Grundfärbung möglich war. Blatt et al. 

verwendeten für ihre Färbung von Gefäßen auf CM Antikörper gegen α-SMA und den 

Gefäßmarker CD105, der sich besonders gut für den Nachweis von Neovaskularisation eignet 

(162, 236). Die Auswertung der gefärbten Schnitte kann sowohl manuell als auch 

softwaregestützt erfolgen (162). Dabei ist zu berücksichtigen, dass diese lediglich eine 

Schichtdicke von 4 µm wiedergeben und Gefäßverläufe sowie Gefäßverzweigungspunkte 

kaum darstellbar sind. Da die histologische Auswertung in dieser Arbeit nicht der 

Quantifizierung, sondern lediglich der Validierung der Neovaskularisation auf den 

untersuchten Matrices diente, wurde auf eine softwaregestützte Auswertung verzichtet. 

 Seidenfibroinmatrices als Alternative in der Weichgewebschirurgie 

In Anbetracht der demographischen Entwicklung, die mit einem steigenden Anteil älterer 

Patienten auch in der Implantologie einhergeht, gewinnen Matrices für den Ersatz von 

Weichgewebe zunehmend an Bedeutung. SFM bieten aufgrund ihrer Biokompatibilität (105) 

und mechanischen Festigkeit (107) gute Voraussetzungen, um den hohen Anforderungen in 

vielfältigen Indikationen gerecht zu werden (237, 238). 
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Obgleich derzeit autologe Transplantate, insbesondere für den Einsatz als Schleimhautersatz 

oder zur Weichgewebeverdickung, als klinischer Goldstandard gelten, bedingt eine steigende 

Anzahl vorerkrankter Patienten mit Risikofaktoren für unerwünschte Ereignisse bei der 

Eigengewebeentnahme den Bedarf an effektiven Alternativen (239). Der Einsatz xenogener, 

allogener oder alloplastischer Matrices ermöglicht eine Reduktion der Operationsdauer und 

der postoperativen Morbidität. Hinsichtlich der Komplikationen sind vor allem Schmerzen, 

Schwellungen und Blutungen zu nennen (44, 240). Gleichzeitig sind kommerzielle Matrices 

jedoch mit zusätzlichen Kosten für Patienten und Behandler verbunden, die neben den bereits 

genannten Vorteilen auch durch indikationsspezifische Vorteile wie einen reduzierten 

Knochenabbau nach der Zahnextraktion und damit bessere biologische Voraussetzungen für 

eine spätere Implantation gerechtfertigt werden können (241).  

Die Anwendung xenogener Matrices in Form von CM und SFM wurde bereits für die 

Verbreiterung von keratinisierter Gingiva (12, 17), die Weichgewebeverdickung (25, 26), die 

GBR (105, 242) und die Rezessionsdeckung (36, 39) untersucht. In Bezug auf die 

Regeneration des Weichgewebes zeigten SFM vielversprechende Ergebnisse (130, 242). So 

konnten Ge et al. bei in die bukkale Mukosa von Ratten implantierten SFM eine verbesserte 

Wundheilung in Form einer verminderten Wundkontraktion und inflammatorischen Reaktion 

im Vergleich zu der mit einem Vaseline-Wundverband behandelten Kontrollgruppe 

beobachten (243). Insbesondere bei der GBR könnten die in ihrer Zugfestigkeit im rehydrierten 

Zustand den CM überlegenen SF von Nutzen sein (242). Ha et al. verwendeten für die GBR 

an Knochendefekten in dem Scheitelbein von Ratten SFM, die CM Rapi-Gide® und 

PTFE-Matrices und verglichen diese miteinander (242). Dabei stellten sie eine effektivere 

Knochenregeneration in den mit SFM behandelten Defekten fest. Auch Smeets et al. 

beobachteten bei für die GBR verwendeten SFM, die mit ß-Tricalciumphosphat modifiziert 

wurden, eine Förderung der Knochenneubildung in Knochendefekten an der Schädelkalotte 

von Kaninchen (105). Weitere Modifikationen könnten die mechanischen Eigenschaften des 

Materials und dessen Integration in das umliegende Gewebe erleichtern und somit das 

Indikationsspektrum von SFM über die bereits genannten Indikationen hinaus erweitern. Für 

eine optimale Integration der Matrices ist jedoch eine suffiziente Neovaskularisation und 

immunologische Toleranz von entscheidender Bedeutung, die in dieser Studie mittels 

Fluoreszenzmikroskopie, qPCR und Histologie untersucht wurde. 

 Diskussion der Ergebnisse der Fluoreszenzmikroskopie 

In dieser Arbeit wurden SFM und CM vergleichend auf die Induktion der Neovaskularisation 

untersucht. Es konnten deutliche Unterschiede zwischen den beiden Materialien festgestellt 

werden. Während in der SF-Kontrollgruppe bereits an EDD 10 Gefäße auf der Matrix 

nachgewiesen wurden, wurde bis zu dem Versuchsende keine Gefäßeinsprossung in die 

CM-Kontrollgruppe beobachtet (Abbildung 9). Dementsprechend zeigte die SF-Kontrollgruppe 
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sowohl an EDD 12 als auch an EDD 14 deutlich höhere Werte für den Anteil vaskularisierter 

Matrices, die Gefäßdichte und die Anzahl an Gefäßverzweigungspunkten. 

In Bezug auf die Fluoreszenzmikroskopie war ein Vergleich mit der Literatur aufgrund 

variierender Auswertungsmethoden nur eingeschränkt möglich. Die Ergebnisse der mit NaCl 

rehydrierten CM wichen teilweise von den Ergebnissen anderer Studien ab (54, 162). Während 

in dieser Arbeit in der CM-Kontrollgruppe an EDD 14 keine Gefäße nachgewiesen wurden, 

zeigte die von Heimes et al. untersuchte Mucoderm®-CM zu diesem Zeitpunkt bereits eine 

vaskularisierte Fläche von 57 Prozent. In den ROIs wurde eine Gefäßdichte von 

0,0016 µm/µm2 gemessen und eine durchschnittliche Anzahl von 21 

Gefäßverzweigungspunkten festgestellt. Auch Blatt et al. konnten anhand dieser CM bereits 

an EDD 12 eine vaskularisierte Matrixfläche von 23 Prozent nachweisen (162). Des Weiteren 

beobachteten Kohli et al. in dem ex ovo CAM-Assay an EDD 12 in der CM FirstLink® eine 

Gefäßdichte von 6 Prozent. Auf den 0,5 x 0,5 cm großen Scaffolds wurden durchschnittlich 40 

Gefäßverzweigungspunkte gemessen (244). Auch die von Keshaw et al. aus bovinen 

Kollagenfasern hergestellten Kollagendiscs wiesen in dem CAM-Assay an EDD 14 Blutgefäße 

auf (245).  

SFM wurden unter Nutzung des CAM-Assays bisher kaum mittels Fluoreszenzmikroskopie auf 

Neovaskularisation untersucht. In dieser Studie konnte ab EDD 10 eine Zunahme der drei 

fluoreszenzmikroskopischen Parameter in der SF-Gruppe beobachtet werden. An dem letzten 

Versuchstag zeigten die SFM in dieser Arbeit eine durchschnittliche vaskularisierte Fläche von 

36 Prozent und in den ROIs eine Gefäßdichte von 0,0035 µm/µm2 sowie 7 

Gefäßverzweigungspunkte. Luo et al. ermittelten in einem ex ovo CAM-Assay bei SFM 

hingegen eine vaskularisierte Matrixfläche von 15 Prozent an EDD 15 (133). Die Abweichung 

zu dem in dieser Studie an EDD 14 gemessenen Wert könnte unter anderem auf den späteren 

Zeitpunkt der Matrixauflage zurückzuführen sein. Während in dieser Arbeit die Matrices bereits 

an EDD 7 auf die CAM aufgebracht wurden, erfolgte die Applikation bei Luo et al. erst an 

EDD 11. 

Die Gründe für die fehlende Vaskularisation der CM in dieser Arbeit sind bislang ungeklärt. Da 

für die SFM die gleiche Kochsalzlösung verwendet wurde, erscheint eine mögliche 

Verunreinigung der Lösung als Ursache für die ausgebliebene Vaskularisation wenig 

wahrscheinlich. Die Vermutung liegt nahe, dass die deutlich größere Flüssigkeitsaufnahme 

der CM zu einem Flüssigkeitsfilm zwischen der CAM und der CM führte, sodass kein direkter 

Kontakt zur CAM entstand. Im Hinblick auf diese Theorie ist anzumerken, dass die mit i-PRF 

biofunktionalisierten CM trotz der gleichen Menge aufgenommener Flüssigkeit suffizient 

adhärierten. 
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 Diskussion der Ergebnisse der Histologie 

Die histologischen Untersuchungen bestätigten die Ergebnisse der Fluoreszenzmikroskopie 

in dieser Arbeit. In allen SFM und der mit i-PRF biofunktionalisierten CM konnten mittels 

HE-Färbung kleine Gefäße in den Randbereichen auf beiden Seiten der Matrix nachgewiesen 

werden. In weiteren Studien wurde ebenfalls eine Vaskularisation von CM (246-248) und SFM 

(135, 247, 249-251) durch Mikrogefäße beobachtet. Histologische Vergleiche zwischen 

subkutan eingebrachten SFM und der CM Bio-Gide® in Mäusen konnten eine beschleunigte 

Vaskularisation und Integration von SFM gegenüber der CM feststellen (247). Eine 

transmembranale Vaskularisation wurde in der vorliegenden Arbeit jedoch weder in der CM 

noch in der SFM nachgewiesen. Versuche an Mäusen und Ratten zeigten, dass die CM je 

nach Zusammensetzung hierfür in der Regel einen Zeitraum zwischen 3 und 8 Wochen 

benötigten (56, 59, 64, 247). Pabst et al. konnten bereits 21 Tage nach der subkutanen 

Implantation von Mucoderm®-CM mittels immunohistochemischer CD31-Färbung Mikrogefäße 

in der Matrix nachweisen (64). Wie bereits in mehreren Studien gezeigt, wurden einwachsende 

Gefäße meist in der Übergangszone der Matrix zu dem umliegenden Gewebe beobachtet, 

wobei die Gefäßdichte zum Zentrum hin abnahm (54, 250). Des Weiteren ließ sich die bereits 

zuvor beobachtete Infiltration von mononukleären Zellen in die Randbereiche der Matrices in 

dieser Arbeit bestätigen (59, 247). Meinel et al. konnten in Ratten histologisch nachweisen, 

dass intramuskulär implantierte SFM zu einer schwächeren inflammatorischen Reaktion 

führten als die aus bovinen Kollagenfasern eigens hergestellten CM (250). Die stärkere 

Gewebereaktion in den CM könnte eine Ursache für das Fehlen von Gefäßen in den 

unbehandelten CM darstellen. In der vorliegenden Arbeit war histologisch in der eng 

verwobenen CM eine klare Abgrenzung zu dem umliegenden CAM-Gewebe zu erkennen. 

Zudem konnten kaum Bindegewebszellen im Inneren der Matrix nachgewiesen werden, was 

auf eine Barrierefunktion der CM gegenüber einer Gewebeinfiltration hindeuten könnte. Im 

Gegensatz dazu wurde bei den SFM keine klare Abgrenzung und eine stärkere Infiltration mit 

mononukleären Zellen festgestellt, in deren Folge Ghanaati et al. in ihren Versuchen einen 

beschleunigten Matrixabbau beobachteten (247). Das in die SFM eingewachsene 

Bindegewebe könnte die Neovaskularisation der Matrices beschleunigt haben und somit die 

guten Ergebnisse im Hinblick auf die Vaskularisation in den SFM erklären (33, 247). Weitere 

Ursachen für die 100-prozentige Vaskularisationsrate der SFM stellen sowohl der 

proangiogene Effekt des Materials (124) als auch seine strukturellen Eigenschaften dar (244, 

252). Die verwendete SFM wies sowohl eine geringere Dicke als auch größere Hohlräume auf. 

Die Porosität und Porengröße lassen sich in der Herstellung zwar modifizieren, schienen in 

der Literatur jedoch in SFM meist größer zu sein als in CM (244, 252-254). So stellten Kohli et 

al. in der von ihnen verwendeten CM FirstLink® eine Porosität von 57 Prozent und eine 

Porengröße von überwiegend zwischen 20 und 39 µm fest, wohingegen Vishwanath et al. in 

hauptsächlich aus SF bestehenden SF/Chitosan-Matrices eine Porosität von 82 Prozent und 
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eine Porengröße von 70–200 µm maßen (244, 253). Auch Bhardwaj stellten in Scaffods aus 

SF und Keratin eine Porosität von über 85 % fest (254). Für die Infiltration von umliegenden 

Zellen erwies sich eine Porengröße von 100–500 µm als förderlich (255). Eine zunehmende 

Porengröße erleichterte auch das Einwachsen von Gefäßen (244, 256) und könnte somit zu 

der stärkeren Neovaskularisation in den SFM beigetragen haben. In weiterführenden Studien 

könnte die Anwendung immunhistochemischer Färbungen helfen, einen tieferen Einblick in 

den Prozess der Neovaskularisation von SFM zu gewinnen. Spezifische Färbungen würden 

den eindeutigen Nachweis von Mikrogefäßen und die Identifizierung infiltrierender Zellen 

ermöglichen und damit zu einem besseren Verständnis der Immunreaktion in der Matrix 

beitragen. 

 Diskussion der Ergebnisse der qPCR 

Um die Unterschiede zwischen SFM und CM auch auf molekularer Ebene zu untersuchen, 

wurde eine Genexpressionsanalyse für die an der Angiogenese und Inflammation beteiligten 

Faktoren VEGF, HIF-1α, MMP-13 und NOS2 durchgeführt. Bei der Interpretation der 

Ergebnisse ist zu berücksichtigen, dass das CAM-Gewebe bis EDD 10 eine natürliche hohe 

Mitoserate aufweist, die an den Folgetagen rapide abnimmt und die starke Neovaskularisation 

in den ersten Entwicklungstagen erklärt (231). Die in diesem Versuch mittels qPCR erzielten 

Ergebnisse müssen daher vor dem Hintergrund der natürlich ablaufenden angiogenen und 

inflammatorischen Zusammenhänge bei Hühnerembryonen betrachtet werden. 

Einer der wichtigsten Faktoren in dem Prozess der Neovaskularisation ist der 

Wachstumsfaktor VEGF (257). Das dimere Glykoprotein spielt eine Schlüsselrolle in der 

Entwicklung des vaskulären und hämatopoetischen Systems während der 

Embryonalentwicklung und ist sowohl an der Zellproliferation als auch an der Rekrutierung von 

Entzündungszellen beteiligt (257, 258). Die VEGF-Familie umfasst die Unterarten VEGF-A, 

VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F sowie den placenta growth factor (PIGF) und 

den endocrine gland-derived VEGF (ED-VEGF) (257). Von besonderer Relevanz für die 

Angiogenese ist dabei der von Endothelzellen produzierte Faktor VEGF-A. Das Protein wird 

hauptsächlich durch die auf Endothelzellen vorkommende Rezeptor-Tyrosinkinase VEGFR-2 

gebunden und löst anschließend eine Signalkaskade aus, bei der es zu 

Endothelzellproliferation, Vasodilatation und einer Permeabilitätssteigerung in Gefäßen 

kommen kann (227, 257, 259). Darüber hinaus kann der Konzentrationsgradient von VEGF-A 

die Richtung des Gefäßwachstums beeinflussen, indem er die Migration von endothelialen 

Tip-Zellen steuert, welche den Ausgangspunkt für die Sprossung neuer Gefäße bilden (260, 

261). 

In dieser Arbeit konnte in den CM und SFM eine Abnahme der relativen Expression von 

VEGF-A um etwa die Hälfte zwischen EDD 11 und EDD 14 beobachtet werden (Abbildung 16) 
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In vergleichbaren Studien wurde ebenfalls ein Rückgang der VEGF-Expression in diesem 

Zeitraum nachgewiesen (214, 215). Baum et al. ermittelten im CAM-Assay an EDD 8 und 

EDD 12 die höchsten Werte für die relative Expression des Wachstumsfaktors (227). In einer 

Studie von Sax et al. wurde unter vergleichbaren Laborbedingungen eine Abnahme der 

relativen Expression des Wachstumsfaktors ab EDD 11 festgestellt, welche sich durch die 

vorliegenden Ergebnisse bestätigen ließ (215). Heimes et al. konnten unter Anwendung der 

Mucoderm®-CM eine vergleichbare Abnahme der Expression zwischen den beiden 

Untersuchungszeitpunkten feststellen (54). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigten, 

dass die VEGF-Expression in der CM zwar nicht signifikant, jedoch geringfügig höher war als 

in der SFM. Auch Keshaw et al. stellten mittels enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

in vitro eine Stimulation der VEGF-Expression von Myofibroblasten auf eigens fabrizierten 

bovinen Kollagendiscs im Vergleich zu den Zellen ohne Matrix fest (245). In einer weiteren 

Studie führten Vokurka et al. eine qPCR an Mäusen durch und konnten eine minimal erhöhte 

VEGF-Expression in der von ihnen auf der oralen Mukosa verwendeten CM (Mucograft®) 

gegenüber einer unbehandelten Kontrolle nachweisen (40). 

In SFM wurde die VEGF-Expression bisher nur unzureichend untersucht. In-vitro Studien zu 

der Expression in mit glatten Muskelzellen beladenen SF-Filmen zeigten jedoch eine 

zunehmende VEGF-Expression innerhalb der ersten sieben Tage (262). Erst zwischen EDD 7 

und EDD 14 wurde eine Abnahme der relativen Expression von VEGFR-2, dem Signalrezeptor 

von VEGF, in mit Endothelzellen und Fibroblasten beladenen SFM festgestellt (263). Die in 

dieser Arbeit beobachtete Abnahme der Expression von VEGF zwischen dem vierten und 

siebten Tag nach Applikation der SFM, lässt sich in Übereinstimmung mit den zitierten Studien, 

dadurch erklären, dass die mRNA-Proben aus embryonalem Gewebe entnommen wurden, in 

dem die Expression des Wachstumsfaktors starken Schwankungen unterliegt (227). 

Einer der wichtigsten Auslöser für die Bildung neuer Gefäße ist die im geschädigten Gewebe 

vorherrschende Hypoxie (264, 265). Diese resultiert in der Aktivierung des dimeren 

Transkriptionsfaktors HIF, der aus einer sauerstoffregulierten α-Untereinheit und einer 

β-Untereinheit besteht (266). Die α-Untereinheit lässt sich in die Isoformen HIF-1α, HIF-2α und 

HIF-3α einteilen (265). Die für die Neovaskularisation entscheidende Aktivierung von HIF-1α 

findet in Makrophagen, Fibroblasten, Keratinozyten und Endothelzellen statt und wird auch 

sauerstoffunabhängig durch die Expression von Wachstumsfaktoren reguliert (55, 265). 

Gleichzeitig kann eine vermehrte Sekretion von HIF-1α auch eine Stimulation der 

VEGF-Expression durch Endothelzellen verursachen, wodurch die Angiogenese gefördert 

wird (264, 267). 

In dieser Studie war die Expression des Transkriptionsfaktors an beiden Versuchstagen in der 

CM-Gruppe fast doppelt so hoch wie in der SF-Gruppe. Zudem nahm sie in beiden Gruppen 
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über den Versuchsverlauf ab (Abbildung 17). Ein genereller Abfall der HIF-Expression 

zwischen EDD 11 und 14 wurde im CAM-Assay auch durch Sax et al. beobachtet (215). In der 

Mucoderm®-CM konnten Heimes et al. eine relative Expression von 0,65 an EDD 11 und 0,58 

an EDD 14 nachweisen. Die in dieser Arbeit gemessene relative Expression von 0,96 an 

EDD 11 und 0,67 an EDD 14 bestätigte die zuvor genannten Ergebnisse. Wang et al. konnten 

in einem Seiden-Gel-Scaffold in vitro drei Tage nach der Inkubation mit Endothelzellen aus 

humanen Nabelschnurvenen eine relative HIF-Expression von circa 0,5 feststellen, was der in 

dieser Arbeit im CAM-Assay an EDD 11 gemessenen Expression von 0,54 nahe kam (268). 

Eine mögliche Ursache für die höhere Expression von HIF-1α in den CM könnte die bereits 

beschriebene stärkere Stimulation von VEGF durch die Matrices sein, welche indirekt die 

Expression von HIF-1α fördert. 

Die in dem Hühnerei zwischen EDD 10 und EDD 14 relevanten Immunzellen sind Heterophile, 

ein vogelartiges Äquivalent zu menschlichen Neutrophilen, und Zellen der 

Monozyten/Makrophagen-Zelllinie (200, 222). Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) sind 

zinkabhängige Endopeptidasen, deren Produktion vor allem durch die letztgenannte Zelllinie 

erfolgt. Sie unterstützen die Degradation und den Umbau der extrazellulären Matrix und 

werden in sechs Klassen unterteilt, die sowohl hemmend als auch stimulierend auf die 

Angiogenese wirken können (269-271). Zijlstra et al. konnten zeigen, dass die Expression von 

MMP-13 unter den in dem CAM-Assay identifizierten MMPs am stärksten mit dem Beginn der 

Angiogenese korreliert (200). Die zu der Klasse der Kollagenasen gehörende MMP-13 wurde 

in Hühnerembryonen als direkter Förderer der Neovaskularisation identifiziert und trägt durch 

ihre proteolytische Aktivität maßgeblich zu dem Aussprossen von Gefäßen bei (270, 272, 273). 

Kudo et al. konnten zeigen, dass die auch als Kollagenase 3 bekannte MMP-13 die Sekretion 

von VEGF in Fibroblasten und Endothelzellen in vitro stimuliert und somit sowohl direkt als 

auch indirekt auf die Neovaskularisation einwirken kann (270). Während MMP-1, MMP-2, 

MMP-3 und MMP-9 Seidenfibroin proteolytisch zersetzen können (274, 275), scheint das 

Faserprotein jedoch kein Substrat von MMP-13 zu sein (276). 

Die Ergebnisse dieser Studie demonstrieren, dass das Enzym an EDD 11 in der CM im 

Vergleich zu der SFM nahezu dreifach höher exprimiert wurde. Bis EDD 14 sank die 

Expression des Enzyms in der CM, während sie in der SFM leicht anstieg. Ein Rückgang der 

MMP-13-Expression zeigte sich auch in der Studie durch Sax et al. auf der unbehandelten 

CAM (215). In der Mucoderm®-CM beobachteten Heimes et al. einen ebenso starken Abfall 

der Expression zwischen den beiden Versuchstagen (54). Luttikhuizen et al. hingegen 

registrierten bei in Mäusen subkutan implantierten und aus bovinen Kollagenfasern 

hergestellten CM bis zu dem siebten Tag nach der Implantation eine konstant niedrige 

Expression, welche erst zwischen Tag 7 und Tag 21 anstieg (277). Die höhere Expression von 

MMP-13 in den CM lässt sich dadurch erklären, dass Kollagen Typ 1, wesentlicher Bestandteil 
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der Mucoderm®, im Gegensatz zu SF ein Substrat der MMP-13 darstellt (276, 278). Nach der 

Applikation der CM scheint die Anzahl an Kollagenasen hochreguliert zu werden, um das 

Fremdmaterial abzubauen. 

Um ein Gleichgewicht zwischen Neovaskularisation und Degradation der Matrices zu 

erreichen, ist die Funktion der Makrophagen von besonderer Bedeutung. Diese werden in die 

Subtypen M1- und M2-Makrophagen unterteilt, wobei letzteren eine stimulierende Wirkung auf 

die Angiogenese zugeschrieben wird. M1-Makrophagen hingegen werden bislang vor allem 

mit einem proinflammatorischen und antiangiogenen Einfluss in Verbindung gebracht (221, 

279, 280) und produzieren die induzierbare Stickstoffmonoxidsynthase (iNOS), die auch als 

NOS2 bezeichnet wird. NOS2 wirkt bei Hühnern als Entzündungsmediator (281) und wird als 

proinflammatorischer Marker verstanden (282, 283). Das Enzym ist ein entscheidender 

Bestandteil der Abwehr von Pathogenen und wird während der Phagozytose und Inflammation 

stärker exprimiert (284-286). Das durch das Enzym synthetisierte NO ist an einer Vielzahl 

pathologischer Prozesse wie Entzündungen und Zellschäden beteiligt und gilt als endogener 

antiangiogener Mediator (283, 287, 288).  

Aufgrund der starken Streuung der Messwerte für die Expression von NOS2 war eine 

Interpretation der Ergebnisse in dieser Arbeit nur eingeschränkt möglich. Dennoch konnten 

sowohl Pipili-Synetos et al. als auch Sax et al. mittels qPCR in dem CAM-Assay zeigen, dass 

die Expression von NOS2 ab EDD 8 stark anstieg und ihr Maximum an EDD 11 erreichte (215, 

287), was die Ergebnisse dieser Arbeit bestätigte. Beide untersuchten die Expression jedoch 

auf unbehandelten Eiern und konnten dabei an EDD 11 und 14 eine niedrigere Expression als 

in den in dieser Arbeit untersuchten Membranen mit CM und SFM feststellen. Heimes et al. 

ermittelten in der Mucoderm®-CM an EDD 11 eine deutlich höhere Expression von 40,77, 

während in dieser Studie eine Expression von 5,67 gemessen wurde (54). An EDD 14 fiel die 

relative Expression des Faktors in beiden Studien stark ab. In der Studie von Heimes et al. 

wurde ein Wert von 1,84 gemessen, während in der vorliegenden Arbeit ein Wert von 0,94 

ermittelt wurde. Die festgestellten Unterschiede lassen sich auf die bereits beschriebene 

starke Schwankung der Ct-Werte in dieser Arbeit zurückführen. Es ist ebenfalls denkbar, dass 

die Interaktion zwischen CM und CAM durch den Flüssigkeitsfilm weniger intensiv war als in 

der Arbeit von Heimes et al. Cho et al. konnten mittels Western Blot bei Ratten, die nach der 

Laminektomie mit einer Seidenfibroinlösung behandelt wurden, eine verminderte Expression 

des proinflammatorischen Markers im Vergleich zu der Anwendung ohne Matrices nachweisen 

(286). Dieses Ergebnis bestätigt die in dieser Arbeit beobachtete gute immunologische 

Toleranz von Seidenfiboin.  
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 Diskussion der Biofunktionalisierung von Matrices 

In dieser Arbeit wurde neben der Untersuchung der Neovaskularisation und Immunreaktion in 

nativen Matrices auch der Einfluss der Biofunktionalisierung mit i-PRF und SMP auf CM und 

SFM untersucht. Hierbei ist eine suffiziente Hydratation der Matrices von entscheidender 

Bedeutung. Für die Mucoderm®-CM wird laut aktueller Studienlage eine Zeitspanne von 10–

20 min benötigt (60), während entsprechende Daten für die SFM fehlen. Al-Maawi et al. 

konnten bei einer 15-minütigen Rehydrierungsdauer feststellen, dass in der Mucoderm®-CM, 

im Gegensatz zu der Mucograft®-CM, nur die oberflächlichen Schichten mit i-PRF interagierten 

und die Matrix somit nur partiell von dem Thrombozytenkonzentrat penetriert wurde (248). Des 

Weiteren wurde in dieser Arbeit beobachtet, dass die nur etwa 200 µm dicke SFM tendenziell 

schneller rehydrierte als die 1,2–1,7 mm dicke Mucoderm®-CM (289). Mit einem 

durchschnittlichen Gewicht von 1,35 mg war die SFM zudem wesentlich leichter als die 

10,62 mg schwere CM (289). Darüber hinaus wurde in der vorliegenden Arbeit festgestellt, 

dass die CM ein Volumen von 19,64 µl speichern konnte, wohingegen die SFM lediglich ein 

20-fach geringeres Speichervolumen von 0,74 µl aufwies. Dies könnte die Auswirkung der für 

die Biofunktionalisierung verwendeten Substanzen auf die Neovaskularisation in ovo 

beeinflussen und die geringen Divergenzen bei der Neovaskularisation zwischen den 

SF-Gruppen erklären. 

 Einfluss von i-PRF auf die Neovaskularisation und Inflammation 

Insbesondere flüssige Eigenblutkonzentrate sind für das Tissue Engineering von großem 

Interesse. Das autologe Blutkonzentrat PRF wird für die Rehydrierung von Matrices verwendet 

und hat gegenüber anderen Adjuvantien den Vorteil, dass die Herstellung chairside erfolgen 

kann. Zudem ist aufgrund des autologen Ursprungs keine nachteilige immunologischen 

Reaktion zu erwarten. Für die Herstellung von i-PRF stehen verschiedene Protokolle zur 

Verfügung. Die Zentrifugationszeit der mit venösem Blut gefüllten Kunststoffvakuetten variiert 

zwischen 3 und 8 min, während die Umdrehungszahl zwischen 600 und 2400 Umdrehungen 

pro Minute liegt (149, 290, 291). In dieser Arbeit wurde das Blut von einem gesunden 

Probanden entnommen und für 7 min bei 1200 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. 

Die Untersuchung der Neovaskularisation in den biofunktionalisierten Matrices erfolgte mittels 

Fluoreszenzmikroskopie. Sowohl auf den mit i-PRF rehydrierten CM als auch auf den gleich 

behandelten SFM konnten bereits ab EDD 10 Gefäße detektiert werden. Im Gegensatz zu den 

SFM schien die Rehydrierung mit i-PRF bei den CM die Neovaskularisation der Matrix 

überhaupt erst zu ermöglichen. In sämtlichen Gruppen wurden an EDD 12 und EDD 14 

hinsichtlich des vaskularisierten Anteils der Matrixfläche, der Gefäßdichte und der Anzahl der 

Gefäßverzweigungspunkte die höchsten Werte in der mit i-PRF biologisierten CM festgestellt 

(Abbildung 10Abbildung 13Abbildung 15). Darüber hinaus wies die CM+iPRF-Gruppe an 
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EDD 14 eine signifikant größere vaskularisierte Matrixfläche, Gesamtgefäßdichte und Anzahl 

an Gefäßverzweigungspunkte als die entsprechend behandelte SFM auf. Die Ergebnisse der 

Fluoreszenzmikroskopie legen nahe, dass die Biofunktionalisierung von CM mit i-PRF in ovo 

zu einer deutlichen Steigerung der Vaskularisation führt. 

Auch in anderen Studien konnte ein stimulativer Einfluss von PRF auf die Neovaskularisation 

im CAM-Assay beobachtet werden (159, 162). Ratajczak et al. untersuchten PRF-Matrices in 

dem Assay und konnten im Vergleich zu der unbehandelten CAM bestätigen, dass das 

Thrombozytenkonzentrat die Neovaskularisation in ovo induziert (159). In einer weiteren 

Studie wurden die CM Collprotect®, Jason® und Mucoderm® mit A-PRF biofunktionalisiert und 

auf Angiogenese im CAM-Assay untersucht (162). Die biologisierte Mucoderm®-CM wies im 

Vergleich zu der unbehandelten Matrix eine signifikant höhere Anzahl an Gefäßen pro mm2, 

Gefäßdichte und Anzahl an Gefäßverzweigungspunkten auf. Blatt et al. detektierten in der mit 

PRF behandelten Mucoderm®-CM durchschnittlich 29 Gefäßverzweigungspunkte pro mm2 

und eine prozentuale Gefäßdichte von 31 Prozent. Diese Ergebnisse bekräftigen die in dieser 

Arbeit festgestellte proangiogene Wirkung von mit PRF rehydrierter Mucoderm®-CM auf die 

Neovaskularisation. Die im Vergleich zu dieser Arbeit beobachteten höheren Messwerte 

lassen sich durch die softwaregesteuerte Auswertung in der Arbeit von Blatt et al. erklären. 

Der proangiogene Effekt des Thrombozytenkonzentrates scheint sich zwischen 

unterschiedlichen CM stark zu unterscheiden. In einer anderen Studie wurde anhand von mit 

A-PRF rehydrierten CM porcinen (Bio-Gide®) und bovinen Ursprungs (Symbios®) in dem yolk 

sac membrane assay 72 Stunden nach der Applikation der Matrices keine signifikant höhere 

Gefäßanzahl und Anzahl an Gefäßverzweigungspunkten zwischen den biologisierten und den 

nativen CM festgestellt (292). Auch Schröger et al. beobachteten bei der Biofunktionalisierung 

der porcinen CM NovoMatrix® mit i-PRF und A-PRF im CAM-Assay keine signifikante 

Stimulation der Neovaskularisation durch die Kombination von PRF mit der CM (233). Eine 

mögliche Ursache für die unterschiedlich starke Neovaskularisation in den CM könnte in 

variierenden Materialeigenschaften wie Dicke, Zusammensetzung, Porengröße und der damit 

verbundenen Freisetzung von Wachstumsfaktoren sowie den unterschiedlichen Auflagezeiten 

und Modellen (CAM-Assay, yolk sac membrane assay) liegen (233, 244). Die Verwendung 

von CM, welche eine vollständige Penetration mit i-PRF ermöglichen, könnte zu einer weiteren 

Verbesserung der Neovaskularisation führen (248). 

Die mittels Fluoreszenzmikroskopie ermittelten Werte für die Kombination von SFM mit i-PRF 

wiesen in diesem Versuch lediglich geringfügige Abweichungen gegenüber der Kontrollgruppe 

auf. Weder an EDD 12 noch an EDD 14 waren wesentliche Unterschiede zwischen der 

SF+iPRF-Gruppe und der SF-Kontrollgruppe in Bezug auf die vaskularisierte Matrixfläche, die 

Gefäßdichte und die Anzahl an Gefäßverzweigungspunkten festzustellen, was 

möglicherweise auf die vergleichsweise geringe Speicherkapazität der SFM zurückzuführen 
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ist. Diese Resultate legen nahe, dass SFM eine, von der Biofunktionalisierung unabhängige, 

stark proangiogene Wirkung besitzt. 

Derzeit liegen nur wenige vergleichbare Daten zu der Neovaskularisation von mit PRF 

biofunktionalisierten Seidenmatrices vor. Samal et al. konnten in vitro zeigen, dass der Zusatz 

von Fibringel zu SFM die Anzahl an Gefäßverzweigungspunkten erhöht (263). In einer Studie 

an Mäusen wiesen Bai et al. für die Kombination eines subkutan applizierten Hydrogels, 

bestehend aus dem von dem Seidenspinner gewonnenen Sericin, mit i-PRF einen 

proangiogenen und antiinflammatorischen Effekt nach (293). Auch in einem mit VEGF und 

bone morphogenetic protein (BMP) beladenem Hydrogel aus Seidenfibroin, das bei der 

Sinusbodenelevation in Kaninchen untersucht wurde, konnte eine Stimulation der 

Angiogenese nachgewiesen werden (294). Luo et al. untersuchten in dem CAM-Assay SFM 

mit aktiver Koexpression der auch in PRF vorhandenen Angiogenesefaktoren VEGF und 

Ang-1 durch Plasmidtransfektion (133). Die untersuchten Matrices wiesen im Vergleich zu der 

unbehandelten SFM eine mehr als doppelt so hohe vaskularisierte Matrixfläche von 

40 Prozent auf. Im Gegensatz dazu konnten Bienert et al. in mit VEGF biofunktionalisierten 

SFM keine Erhöhung der Anzahl an Gefäßverzweigungspunkten im Vergleich zu der 

unbehandelten SFM feststellen (295). Auch in dieser Arbeit wurde ein proangiogener Effekt 

von i-PRF auf SFM nicht bestätigt. Die geringe Speicherkapazität der Matrix für flüssige 

Substanzen wie i-PRF könnte eine mögliche Ursache dafür sein, dass sich die 

Neovaskularisation in der SF+iPRF-Gruppe und der SF-Kontrollgruppe kaum unterschied. 

Mittels qPCR wurden an beiden Tagen nur geringfügige Unterschiede in der relativen 

Expression der Gene VEGF, HIF-1α, MMP-13 und NOS2 zwischen der CM-Kontrollgruppe 

und der CM+iPRF-Gruppe festgestellt Abbildung 17Abbildung 18Abbildung 19Abbildung 20). 

Auch bei den SFM zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der relativen Expression 

der vier Zielgene. Die an EDD 11 im Vergleich zu der SF-Kontrollgruppe beobachtete leicht 

höhere Expression von HIF-1α und MMP-13 in der mit i-PRF rehydrierten SFM könnte in 

Zusammenhang mit der in der Fluoreszenzmikroskopie besonders früh aufgetretenen 

Neovaskularisation in dieser Gruppe stehen. Die vorliegenden Ergebnisse bestätigen die 

Vermutung, dass i-PRF, im Gegensatz zu SMP, eine frühe Induktion der Vaskularisation 

bewirkt, was insbesondere im Fall der CM auch mit einer ausgeprägten, 

fluoreszenzmikroskopisch sichtbaren, Gefäßdurchbauung einhergeht. Diese Beobachtung 

könnte durch die spezifische, für eine Gefäßneubildung vulnerable Zeit der CAM-Entwicklung 

an EDD 11 gegenüber späteren Entwicklungstagen erklärt werden.  

In der Literatur finden sich nur wenige Studien, die sich mit der Expression der 

Wachstumsfaktoren in mit PRF biofunktionalisierten CM und SFM befassen. Blatt et al. 

konnten mittels ELISA 24 Stunden nach Applikation von mit A-PRF rehydrierten Mucoderm®-
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CM eine signifikant höhere VEGF-Expression gegenüber der unbehandelten Matrix feststellen 

(246). Eine mögliche Ursache hierfür könnte die Komplexbildung zwischen VEGF und 

Kollagen sein, die zu einer verlängerten Freisetzung des Wachstumsfaktors führt (53). Wie 

auch in dieser Studie, wurden jedoch bereits 96 Stunden und 168 Stunden nach der 

Applikation keine wesentlichen Unterschiede bei der Expression der beiden Matrices mehr 

festgestellt. Auch Vokurka et al. konnten mittels qPCR keine signifikanten Unterschiede in der 

Expression von VEGF zwischen mit PRP, mit PRF und mit NaCl rehydrierten CM vom Typ 

Mucograft® in oralen Mukosadefekten bei Kaninchen feststellen (40). Darüber hinaus zeigte 

sich klinisch in Knochendefekten, die mit einer CM bedeckt und mit leukozyten- und 

plättchenreichem PRF (L-PRF) gefüllt waren, das durch 12-minütige Zentrifugation bei 

2700 rpm gewonnen wurde, eine gleich hohe Expression von VEGF wie ohne die Kombination 

von L-PRF und Matrix (296). Die VEGF-Expression scheint demnach nicht allein für eine 

adäquate Neovaskularisation maßgeblich zu sein. 

In einer mit Fibringel rehydrierten SFM konnten Samal et al. in vitro mittels RT-qPCR sieben 

Tage nach der Rehydrierung eine signifikant höhere VEGF-Expression als in der 

unbehandelten Matrix feststellen (263). Bienert et al. wiesen an mit dem Wachstumsfaktor 

VEGF biofunktionalisierten SFM einen Tag nach der Inkubation mit Makrophagen in vitro eine 

höhere Freisetzung von VEGF nach als in der unbehandelten SFM (295). Diese Ergebnisse 

konnten in der vorliegenden Arbeit nicht bestätigt werden, was möglicherweise auf die geringe 

Speicherkapazität der SFM und die Durchführung des Versuchs in vivo zurückzuführen ist. 

Um eine längere Wirkdauer und stärkere Expression von VEGF auch in SFM zu erzielen, 

könnten die von Luo et al. entwickelten Komplexe aus Seidenfibroin, kationisiertem 

Seidenfibroin, Polyethylenimin und den Wachstumsfaktoren VEGF sowie Ang-1 dienen (133). 

Die Expression der Wachstumsfaktoren HIF-1α, MMP-13 und NOS2 in mit PRF 

biofunktionalisierten CM und SFM war bislang Gegenstand nur weniger Studien. In vitro 

konnte jedoch nachgewiesen werden, dass die in PRF enthaltenen Wachstumsfaktoren TGF-β 

und platelet-derived growth factor (PDGF) die Expression von HIF-1α (297, 298) und MMP-13 

(299, 300) auf mehreren an der Gewebereparatur beteiligten Zellen steigern können. Auch 

Krismer et al. zeigten in vitro, dass die Expression von MMP-13 in mit PRP rehydrierten 

Kollagen-Scaffolds mit einer zunehmenden Menge des Thrombozytenkonzentrats ansteigt 

(301). Die in dieser Arbeit in beiden mit i-PRF biofunktionalisierten Materialien beobachtete im 

Vergleich zu den Kontrollgruppen höhere Expression der Endopeptidase an EDD 11 könnte in 

Zusammenhang mit der Freisetzung von Wachstumsfaktoren durch PRF stehen und 

möglicherweise dadurch erklärt werden, dass die proteolytische Aktivität von MMP-13 in den 

bereits früh vaskularisierten Matrices an den späteren EDD nicht mehr erforderlich ist. 

Demgegenüber steht die Erkenntnis, dass die Expression des proinflammatorischen Markers 

NOS2 durch die beiden Wachstumsfaktoren reduziert wird (302, 303). Diese Ergebnisse 



Diskussion 

 73 

lassen sich durch die vorliegende Arbeit nicht bestätigen, zumal mittels qPCR weder an 

EDD 11 noch an EDD 14 signifikante Unterschiede zwischen den mit i-PRF 

biofunktionalisierten und den Matrices der Kontrollgruppe festgestellt wurden. 

 Einfluss von Schmelz-Matrix-Proteinen auf die Neovaskularisation und Inflammation 

Die Kombination von SMP mit CM und SFM zeigte in dieser Arbeit je nach Matrixmaterial 

unterschiedliche Ergebnisse. Während in der mit SMP behandelten SFM bereits ab EDD 12 

Gefäße auf der Matrix nachgewiesen wurden und an EDD 14 93 Prozent der Matrices 

vaskularisiert waren, konnte in der CM+SMP-Gruppe bis zu dem Versuchsende keine 

Gefäßeinsprossung und Adhäsion an die CAM beobachtet werden. Dementsprechend zeigte 

die SF+SMP-Gruppe gegenüber der mit SMP biofunktionalisierten CM sowohl an EDD 12 als 

auch an EDD 14 höhere Werte für den Anteil vaskularisierter Matrices, die Gefäßdichte und 

die Anzahl an Gefäßverzweigungspunkten. Im Vergleich zu der SF-Kontrollgruppe konnte für 

die drei fluoreszenzmikroskopischen Parameter weder an EDD 12 noch an EDD 14 ein 

signifikanter Unterschied zu der mit SMP biofunktionalisierte SFM festgestellt werden. 

In der Literatur finden sich zahlreiche Möglichkeiten und Verfahren für den Einsatz von SMP 

in der Zahnmedizin. Die Proteine scheinen einen positiven Effekt auf die Angiogenese (185) 

und die Wundheilung (188, 189) zu haben und die Expression von Wachstumsfaktoren zu 

beeinflussen (171). Auch in dem CAM-Assay konnte eine Stimulation der Angiogenese auf mit 

SMP behandelten Gelatine-Scaffolds beobachtet werden (184). Interessanterweise wurde 

festgestellt, dass der proangiogene Effekt lediglich bei geringen SMP-Konzentrationen auftritt 

und mit zunehmender Massenkonzentration von 3 ng/µl auf 25 ng/µl abnimmt. Bei höheren 

Konzentrationen ließ sich daher kaum noch ein Unterschied zu der mit NaCl rehydrierten 

Kontrollgruppe feststellen. In dieser Arbeit wurde SMP mit NaCl verdünnt und entsprechend 

den an der Mucoderm®-CM durchgeführten Voruntersuchungen von Park et al. in einer 

niedrigeren Massenkonzentration von 0,025 ng/µl verwendet (190). Dies könnte den kaum 

messbaren Effekt der biofunktionalisierten Matrices auf die Neovaskularisation in SFM und 

CM erklären. 

In Kombination mit CM konnten in mehreren Studien die Präsenz von Gefäßen in den 

Randbereichen der Matrix nachgewiesen werden. Im Gegensatz zu den in der Literatur 

beschriebenen Studien, die sich auch auf den die Matrix umgebenden Bereich beziehen, 

wurden in dieser Arbeit jedoch lediglich Matrices als vaskularisiert gewertet, sofern diese auch 

mittels Fluoreszenzmikroskopie nachweislich Gefäße auf, in oder unter der Matrix selbst 

aufwiesen. Die unterschiedliche Auswertung und Interpretation der Messwerte könnte 

erklären, weshalb in anderen Studien eine Vaskularisation der mit SMP rehydrierten CM 

Mucograft® und der von der Firma BioCore Medical Technologies hergestellten CM beobachtet 

wurde (40, 191). Yuan et al. wiesen in Mäusen mittels histologischer Färbungen eine höhere 
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Anzahl an Blutgefäßen und Endothelzellen in den Übergangsbereichen der mit SMP 

rehydrierten und subkutan implantierten CM zu dem Bindegewebe nach (191). Die Blutgefäße 

in dem Randbereich infiltrierten jedoch, wie auch in dieser Studie beobachtet, nicht die CM 

selbst. Des Weiteren konnte in mehreren Studien ein ausgeprägter Saum aus mononukleären 

Zellen um die bereits erwähnten mit SMP behandelten CM beobachtet werden, der in den 

unbehandelten Matrices je nach Studie nicht oder nur in geringerem Ausmaß auftrat und als 

Anzeichen einer inflammatorischen Reaktion auf die bioaktive Substanz gewertet werden 

könnte (40, 191). Vokurka et al. stellten bei in Kaninchen implantierten, mit SMP rehydrierten 

Mucograft®-CM eine im Vergleich zu den unbehandelten Matrices verlangsamte 

Vaskularisation fest (40). Die beobachtete inflammatorische Reaktion auf die Kombination von 

CM mit SMP ist möglicherweise auf die durch SMP beschleunigte Degradation von Kollagen 

Typ 1 zurückzuführen (304). Der Abbau der Matrix könnte eine Inflammation verursachen, 

welche die mangelnde Neovaskularisation in der CM+SMP-Gruppe erklären würde. 

Um die Wirkung von SMP auf molekularer Ebene zu untersuchen, wurde eine 

Genexpessionsanalyse für die an der Angiogenese und Inflammation beteiligten Faktoren 

durchgeführt. Hierbei zeigte sich bei den mit SMP biofunktionalisierten CM an EDD 11 und 

EDD 14 tendenziell eine leicht niedrigere Expression von VEGF und HIF-1α als in der 

Kontrollgruppe. Bei den SFM wurde an beiden Tagen in der SF+SMP-Gruppe eine leicht 

niedrigere Expression von VEGF festgestellt als in der SF-Kontrollgruppe. Für HIF-1α, 

MMP-13 und NOS2 konnte an EDD 14 hingegen eine höhere Expression als in der SF-

Kontrollgruppe beobachtet werden. Zwischen den biologisierten Matrices und der jeweiligen 

Kontrollgruppe wurde an keinem der beiden EDD signifikante Expressionsunterschiede für die 

proangiogenen Marker VEGF, HIF-1α und MMP-13 sowie den Inflammationsmarker NOS2 

festgestellt. Da sich auch histologisch keine Anzeichen von Entzündung zeigten, wurde in 

dieser Arbeit von einer immunologischen Toleranz der mit SMP behandelten Matrices 

ausgegangen. 

Bisher wurden der Einfluss von SMP auf die Expression von Wachstumsfaktoren lediglich in 

wenigen Studien untersucht (40). In vitro konnten Jung et al. durch die Anwendung des Gels 

an Parodontalligamentzellen (PDL-Zellen) eine Stimulation der VEGF-Expression feststellen 

(305), die auch in weiteren Studien an Osteoblasten (306, 307) und Fibroblasten (230) 

bestätigt wurde. Vokurka et al. implantierten mit SMP rehydrierte CM (Mucograft®) in die orale 

Mukosa von Kaninchen und verglichen die Expression von VEGF mit einer unbehandelten 

SFM (40). Wie auch in der vorliegenden Arbeit, konnten jedoch keine signifikanten 

Unterschiede zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden. Darüber hinaus registrierten 

Park et al. in vitro auf mit SMP behandelten CM eine gesteigerte Proliferation der für die 

Produktion von VEGF wichtigen Endothelzellen im Vergleich zu unbehandelten 

Mucoderm®-CM (190). Song et al. konnten in vitro nachweisen, dass auch die Expression von 
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HIF-1α durch SMP stimuliert wird (308). Dies könnte erklären, weshalb die Expression von 

HIF-1α zwischen EDD 11 und EDD 14 im Gegensatz zu den anderen Gruppen leicht anstieg. 

In mehreren in vitro-Studien wurde festgestellt, dass die Expression von MMP-13 hingegen 

nicht durch SMP beeinflusst wird (179, 304, 309), was durch die Ergebnisse dieser Arbeit 

bestätigt werden konnte. In Bezug auf den proinflammatorisch wirkenden Faktor NOS2 

konnten Yamamichi et al. in vitro zeigen, dass Amelogenin, welches 90 Prozent der SMP in 

Emdogain® ausmacht, die Expression des Faktors reduziert und somit antiinflammatorisch 

wirken könnte (310). Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete verhältnismäßig niedrige 

NOS2-Expression in der mit SMP biologisierten CM steht im Einklang mit den Ergebnissen 

von Yamamichi et al.. Die Hypothese, dass eine inflammatorische Reaktion die Vaskularisation 

in der CM+SMP-Gruppe verhindert, lässt sich durch die Ergebnisse dieser Studie nicht 

bestätigen.  

 Ausblick auf mögliche therapeutische Anwendungen 

Die in dieser Studie untersuchten SFM stellen eine mögliche Alternative zu autologen 

Transplantaten in der Weichgeweberegeneration dar. Wie in dieser Arbeit demonstriert wurde, 

weisen sie, unabhängig von ihrer Biofunktionalisierung, gegenüber herkömmlichen, 

unbehandelten CM den Vorteil einer konstant starken Vaskularisation auf. Darüber hinaus 

scheinen sie immunologisch inert zu sein. In diesem Zusammenhang verglichen Smeets et al. 

bereits SFM und die CM Bio-Gide®, die im Rahmen der GBR in Kaninchen implantiert wurden, 

und konnten feststellen, dass die CM bereits 10 Wochen nach dem Einbringen vollständig 

resorbiert war (105). In Abhängigkeit von der Struktur, der Zusammensetzung und dem 

Herstellungsprozess der Matrix variiert die Resorptionsdauer von nativen SFM zwischen 2 und 

6 Monaten (107, 311). Diese Dauer kann durch Biofunktionalisierung mit unterschiedlichen 

bioaktiven Substanzen verkürzt oder verlängert werden (105, 304). Die im Vergleich zu der 

verwendeten Mucoderm®-CM deutlich dünnere SFM könnten klinisch vor allem in der GBR 

von Nutzen sein (242, 312). Gegenüber CM weisen SFM den Vorteil einer langsameren 

Resorption auf, wodurch sie Knochenersatzmaterialien länger in dem Defekt stabil halten und 

vor äußeren Einflüssen schützen können (105). Für die Verbreiterung der keratinisierten 

Gingiva, die Deckung von Rezessionen und die Verdickung des Weichgewebes scheint die 

Matrix in ihrer derzeitigen Form jedoch zu instabil und dünn zu sein. Darüber hinaus lässt sich 

anhand dieser Arbeit ableiten, dass die Biofunktionalisierung der verwendeten dünnen SFM 

nahezu keinen Einfluss auf die Neovaskularisation besitzt. Eine voluminösere Matrix könnte 

größere Mengen an proliferationsfördernden Substanzen speichern und an das umliegende 

Gewebe abgeben. 

In zukünftigen Studien wäre daher der Vergleich von SFM und CM mit einem ähnlichen 

Volumen und mit entsprechend gleichem Indikationsrahmen sinnvoll. Seok et al. konnten 
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bereits zeigen, dass eine Verbreiterung der SFM von 0,01 mm auf 0,5 mm mit einer 

verbesserten Stabilität einhergeht und in der GBR zu einem vermehrten Knochenaufbau in 

dem Scheitelbein von Kaninchen führt (313). Um die Problematik der Biofunktionalisierung von 

SFM mit i-PRF zu umgehen, wäre außerdem die Verwendung von stabileren Formen des 

Thrombozytenkonzentrats wie A-PRF/PRP denkbar, die in Kombination mit CM bereits gute 

Ergebnisse zeigten (246). Des Weiteren sollten verschiedene Modifikationen der 3D-

druckbaren Matrices vorgenommen werden, um deren Stabilität zu erhöhen und die 

Resorptionsdauer zu verlängern. Smeets et al. erzielten diesbezüglich bereits 

vielversprechende Ergebnisse für die Kombination von SF mit Magnesium (314) und die 

Modifikation der Matrices mit ß-Tricalciumphosphat und Hydroxyapatit (105). Auch durch die 

Verwendung von Spinnenseide könnte die mechanische Belastbarkeit und Elastizität der 

Matrices verbessert werden (315, 316). Diese Anpassungen könnten insbesondere für die 

Anwendung von SFM in der GBR und der Rezessionsdeckung von großem Nutzen sein. 

Die in dieser Studie untersuchten CM gelten in der Weichgewebechirurgie als 

vielversprechende Alternative zu autologen Transplantaten. In Bezug auf die Verbreiterung 

der keratinisierten Gingiva erzielten sie bereits vergleichbare ästhetische und funktionelle 

Ergebnisse zu freien Schleimhauttransplantaten und werden darüber hinaus auch in anderen 

Indikationen eingesetzt (18). Durch die Biofunktionalisierung des Materials lassen sich die 

biologischen Eigenschaften der Matrix optimieren. Wie die vorliegende Arbeit zeigt, kann die 

Kombination der Matrices mit i-PRF zu einer gesteigerten Neovaskularisation führen, was 

wiederum eine verbesserte Integration des Materials bedingt. Die schnelle Resorption und die 

damit einhergehende Schrumpfung der Matrices limitieren jedoch den klinischen Einsatz. Um 

sowohl eine suffiziente Integration des Fremdmaterials als auch eine ausreichende und 

langfristige Volumenstabilität zu ermöglichen, könnten speziell hierfür entwickelte 

volumenstabile CM (26, 27) dienen, die im Gegensatz zu der in dieser Arbeit verwendeten 

Mucoderm®-CM aus quervernetzten Kollagenfasern bestehen. Diese Matrices können 

insbesondere bei der Weichgewebeverdickung (317) eingesetzt werden und zeigten in 

Kombination mit i-PRF bereits vielversprechende klinische Ergebnisse in der Deckung von 

Rezessionen (318, 319). Für die Verbreiterung der keratinisierten Gingiva und die Verdickung 

des Weichgewebes könnten auch Matrices aus kollagenbeschichteten Seidenfibroinfasern 

von Nutzen sein, da sie die Vorteile beider Materialien vereinen und die Wundheilung positiv 

beeinflussen können (320, 321). 

Während die Biofunktionalisierung mit i-PRF einen deutlichen positiven Einfluss auf die 

Neovaskularisation zeigte, konnte ein solcher Effekt bei der Applikation von SMP nicht 

beobachtet werden. Trotz der erfolgreichen Anwendung des Gels Emdogain® in der 

regenerativen Parodontalchirurgie (182) kann, auf Basis der in dieser Arbeit gewonnenen 

präklinischen Daten, die Kombination mit CM zur Verbesserung der Vaskularisation nicht 
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empfohlen werden. In zukünftigen Studien sollten daher auch andere Formen von SMP zur 

Biofunktionalisierung untersucht werden. Die hohe Viskosität des Gels, welche eine 

Verdünnung desselben im Rahmen dieser Studie erforderlich machte, könnten die Wirkung 

der Substanz abgeschwächt haben. In einer durch Jung et al. durchgeführten Studie wurde 

eine Flüssigkeit entwickelt, bei der die Trägersubstanz des Gels durch Essigsäure ersetzt 

wurde (322). Im Vergleich zu der Gelform konnte in Ratten eine erhöhte Anzahl an 

eingewachsenen Gefäßen in der mit der SMP-Flüssigkeit rehydrierten und subkutan 

implantierten Mucoderm®-CM nachgewiesen werden. Auch das flüssige SMP-Trägersystem 

Osteogain® zeigte in Kombination mit Kollagenschwämmen in vitro bereits vielversprechende 

Ergebnisse (323) und könnte eine Alternative zu dem in dieser Studie verwendeten Emdogain® 

darstellen. 

6 Zusammenfassung 

Bei einer zunehmenden Zahl oraler regenerativer Eingriffe in der Zahn-, Mund- und 

Kieferheilkunde steigt auch die Nachfrage nach Ersatzmaterialien zur Hart- und 

Weichgewebeaugmentation. Gegenüber autologen Transplantaten entbehren 

Fremdmaterialien der Notwendigkeit einer Transplantatentnahme, womit eine entsprechende 

Morbidität für den Patienten reduziert werden kann. Zudem ist die Anwendung solcher 

Matrices mit einer kürzeren Operationsdauer verbunden. Für eine optimale Integration des 

Fremdmaterials in das umgebende Gewebe sind eine ausreichende Vaskularisation und die 

immunologische Toleranz von entscheidender Bedeutung. Zurzeit erhältliche 

Ersatzmaterialien weisen jedoch häufig eine unzureichende Ästhetik, immunologische 

Toleranz oder starke Schrumpfung auf. Insofern besteht der Bedarf an einem Material, 

welches den hohen Anforderungen in der Weichgewebschirurgie gerecht wird. In diesem 

Zusammenhang scheint Seidenfibroin eine vielversprechende Alternative zu herkömmlichen 

Materialien darzustellen. 

Im Rahmen des Tissue Engineering werden die biologischen Eigenschaften von 

Ersatzmaterialien durch die Biofunktionalisierung mit proliferationsfördernden Substanzen 

optimiert. Als besonders vielversprechend haben sich in den letzten Jahren autologe 

Thrombozytenkonzentrate und Schmelz-Matrix-Proteine herausgestellt. Beide Materialien 

haben in Tierversuchen bereits einen positiven Einfluss auf die Wundheilung gezeigt. Ziel 

dieser Arbeit war es daher die Neovaskularisation und immunologischen Toleranz von CM und 

SFM zu vergleichen und, in einem zweiten Schritt, den Einfluss der Biologisierung mit den 

Substanzen i-PRF und SMP zu untersuchen. 

Hierzu wurde das bereits für diese Fragestellung etablierte CAM-Assay genutzt. Nach Bildung 

von insgesamt sechs Versuchsgruppen (SFM und CM jeweils rehydriert in Kochsalz, i-PRF 
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und SMP) wurden mittels in-vivo Fluoreszenzmikroskopie der vaskularisierte Anteil der 

Matrices, die Gefäßdichte und die Anzahl an Gefäßverzweigungsstellen bestimmt. Ergänzt 

wurde das visuelle Messverfahren durch die Quantifizierung der Genexpression der 

proangiogenen Faktoren VEGF, HIF-1α und MMP-13, sowie des Inflammationsfaktors NOS2 

mittels qPCR. Die histologische Aufarbeitung der Proben erfolgte zudem zur exemplarischen 

Darstellung der in die Matrices eingewachsenen Gefäße. 

Während bei den CM ausschließlich in der mit i-PRF biofunktionalisierten Gruppe Gefäße auf 

der Matrix detektiert wurden, zeigten SFM unabhängig von ihrer Biofunktionalisierung eine 

konstant starke Vaskularisation. Die Biofunktionalisierung der SFM mit i-PRF und SMP besaß 

demnach weder einen wesentlichen Einfluss auf die Gefäßeinsprossung noch auf die 

immunologische Toleranz. Dementgegen führte die Rehydrierung der CM mit SMP und 

Kochsalz zu einer deutlich reduzierten Vaskularisation. Es wurden keine Anzeichen von 

Inflammation oder andere relevante Unterschiede der Expression der Gene HIF-1α, VEGF, 

MMP-13 und NOS2 zwischen den Versuchsgruppen beobachtet. 

In Übereinstimmung mit den bisherigen Studien bestätigen die Ergebnisse das hohe 

angiogene Potential und die gute immunologische Toleranz von SFM wie auch die positive 

biologisch Wirkung des autologen Thrombozytenkonzentrats i-PRF. Somit kann 

geschlussfolgert werden, dass die 3D-gedruckten Matrices eine sinnvolle Erweiterung des 

bisherigen Spektrums möglicher Ersatzmaterialien in der Hart- und Weichgeweberegeneration 

darstellen. Es bedarf jedoch weiterführender Studien um den Einfluss des Matrixvolumens auf 

die Biofunktionalisierung sowie den möglichen Einsatz in verschiedenen Indikationen der 

oralen Regeneration eruieren zu können.   
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Anhang 

Tabelle 19: Protokoll Umschreibung in cDNA. 

Schritt Temperatur (°C) Dauer (min) 

1 40 - 

2 25 5 

3 46 20 

4 95 1 

5 4 bis Entnahme 

 

Tabelle 20: Sequenzen der Primer. 

Primer Beschreibung NCIB Reference 

Sequence 

Sense Antisense 

cVEGF-A Vascular endothelial 

growth factor-A 

NM_205042.2 AGAAAGGCCG

GTACAAACCA 

GCAAGTGCGCTCG

TTTAACT 

cHIF-1α Hypoxie-induzierter 

Faktor-1α 

NM_204297.1 CCAGCAGTTC

CTCATGCAAT 

AAATGCTGCTAGCC

CTTCCC 

cMMP-13 Matrix-

Metalloproteinase 13 

NM_001293090.1 TTTGGGCTAT

GAATGGCTAT 

TAGTATGCAGGATG

CGGACA 

cNOS2 Nitrox Oxide 

Synthase 2 

NM_204961.1 GGCATGATGA

GACCCGTAGG 

GCCCAATAGCCAC

CTTCAGT 

RPL4 Ribosomales Protein 

L4 

NM_001007479.1 - - 

 

Tabelle 21: Protokoll qPCR für RPL4 und VEGF 

Schritt Wiederholungen Temperatur 

(°C) 

Dauer (min:sek) 

Initiale Denaturierung 

& Aktivierung der 

Taq-Polymerase 

1x 95 10:00 

Denaturierung, 

Annealing, 

Elongation 

39x 95 0:15 

60 1:00 

Erstellung der 

Schmelzkurve 

1x 65-95 

+0,5 

 

Jeweils 0:05 
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Tabelle 22: Protokoll qPCR für HIF-1α, MMP-13, NOS2 

Schritt Wiederholungen Temperatur 

(°C) 

Dauer 

(min:sek) 

Initiale Denaturierung & 

Aktivierung der Taq-Polymerase 

1x 95 3:00 

Denaturierung, 

 

39x 95 0:10 

Annealing 58 0:30 

Elongation 72 0:20 

Erstellung der Schmelzkurve 1x 65-95 

+0,5 

 

Jeweils 0:05 

 

Tabelle 23: Zusammensetzung PCR-Bestandteile-Mix 

Bestandteil Volumen (µl) 

RT²SYBR®Green Mastermix 12,5 

Primer sense 0,5 

Primer antisense 0,5 

RNase-freies Wasser 10,5 

 

Tabelle 24: Protokoll Einbettautomat Histologie 

Schritt Reagenz Dauer (h:min) 

1 Formaldehyd 4% 1:00 

2 70% Ethanol 1:00 

3 96 % Ethanol 1:00 

4 96% Ethanol 1:00 

5 100% Ethanol 1:00 

6 100% Ethanol 1:00 

7 100% Ethanol 1:30 

8 ROTI®Histol 1:00 

9 ROTI®Histol 1:00 

10 ROTI®Histol 1:30 

11 Paraffin 1:00 

12 Paraffin 1:00 

13 Paraffin 1:00 

14 Paraffin 0:30 
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