Aus der Klinik und Poliklinik fur Mund-, Kiefer und Gesichtschirurgie — Plastische

Operationen der Universitadtsmedizin der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz

Biofunktionalisierung dreidimensional gedruckter Seidenfibroin-Matrices zur oralen

Weichgeweberegeneration

Inauguraldissertation
zur Erlangung des Doktorgrades der
Zahnmedizin
der Universitatsmedizin

der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz

Vorgelegt von

Timpe Heidebrecht

aus Frankfurt am Main

Mainz, 2025



Wissenschatftlicher Vorstand: Univ.-Prof. Dr. Hansjérg Schild

Tag der Promotion: 17.04.2025



Inhaltsverzeichnis

ADBKUIrZUNGSVEIZEICNNIS ... . e e e e e e e e e e e e e e aarea s [
TabelleNVerZEICNNIS ......... e e e e e e et e e e e e e aaaee I
ADDIAUNGSVEIZEICNNIS ... I
1 Einleitung und Ziele der DISSEration..............uuiiiiieeiiiiiiiiee e 4
2 LIteraturdiSKUSSION ...ttt e e et e s e e e e e e e e et e e e e e e eeennne 6
2.1 Weichgewebsregeneration in der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie.......... 6
2.1.1 D= 11 071110 o 6
21.2 Indikationen fir Weichgewebsaugmentationen in der Mund-, Kiefer- und
Gesichtschirurgie und OralChirUrgi© ......ccooeeciiiiiicee e 6
21.3 Einteilung der herkdmmlichen Weichgewebsersatzmaterialien ....................... 9
21.4 Seidenfibroin als Gewebeersatzmaterial ..............ccccooeeieii, 13

2.2 Tissue Engineering und Biofunktionalisierung von Matrices..............cccc........ 16
2.21 Biofunktionalisierung mit PRF ............uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieaeeee 16
222 Biofunktionalisierung mit Schmelz-Matrix-Proteinen.............ccccccoveeeiniiiiniinnn, 18

23 Untersuchung der Neovaskularisation im Chorion-Allantois-Membran-Assay 19

3 Material uUnd MELNOUEN ......oviiiiii e e e e e e e et e e e e eeeeeaaees 21
3.1.1 Chorion-Allantois-Membrane-ASSay ... 24
3.1.2 Y o= PSSP 28
3.1.3 Materialien zur BiofunktionaliSIEruNQ .............eueeueeiuiemiiiiiiiiiiiiiiieiieieeenneeeeeeeeees 29
3.1.31 P R e 29
3.1.3.2 Schmelz MatriX DerVALE .......cccoeeeeeieeieeeee e 29
3.1.3.3 [N P2 U 10 T o1 (o] o P 30

3.1.4 IN-ViVO FIUOreSzenzZmikrOSKOPIE .........uuuuuuuuuuurninenniiennnnnnnnnnnnnnnnnnnennnnnnnnnnnnnnnnes 30

O BT o 10| = T = SO 32
3.15.1 AlIGEMEINES ... 32
3.1.5.2 Vorbereitung der RNA und photometrische Konzentrationsbestimmung33
3.1.5.3 Umschreibung der RNAINCDNA ..., 34
3.1.54 Durchfihrung der RT-gPCR.........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieeeeeieeenees 35
3.1.5.5 Auswertung der gPCR ... 36

3.1.6 HISTOIOGIE ... 39
3.1.6.1 MatriXENNANIME ....cuiiiiii e e e e 39
3.1.6.2 Hamatoxylin/Eosin-Farbung ..., 39
3.1.6.3 Auswertung der histologischen FArbung ...........ccccccvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiinnnn, 39

3.1.7 StatiStiSCNE AUSWEITUNG .....ccoeii oo 40

I (o =T o] 1S = P 42
4.1 FIUOreSZeNnZMIKIrOSKOPIE. ... ...uuueeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiti bbb eeeeeeeeeenees 42
4.1.1 Prozentualer Anteil vaskularisierter MatriCes..............ceiiieeeiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeees 42
41.2 Bestimmung der vaskularisierten Matrixflache ..............c..cccoviiiiii i, 44
41.3 Bestimmung der GefaldiCNte...........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 46



414 Bestimmung der GefalRverzweigungspunkie............vveeeiieeeiiiiiiiiiiiii e, 48

4.2 (0| = 0 = SO PPRSRRR 51
4.2.1 Relative EXPreSSion VEGF ..........uuuuuuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiienenneenesiiesneeenees 51
422 Relative EXPression HIF-T0.........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 52
423 Relative EXPression MIMP-13 ... .. .uuuuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiseiienseenneneeneneeneeneeanenns 53
424 Relative EXPression NOS2..........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiee e 55

4.3 [ 153 (0] (0T 1= 56

5 DISKUSSION. ..ot 58
5.1 Das CAM-Assay und seine Limitationen ................eeeeemmmmmmmmmmnieimiiiiiiiiiiineennnns 58
5.2 Seidenfibroinmatrices als Alternative in der Weichgewebschirurgie .............. 61
521 Diskussion der Ergebnisse der Fluoreszenzmikroskopie..............ccccuvveeeennns 62
522 Diskussion der Ergebnisse der HiStOIOgIe ...........uuuuriuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieinnnnn 64
523 Diskussion der Ergebnisse der gPCR ...........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeieenees 65

53 Diskussion der Biofunktionalisierung von MatriCes...............uuuvruvrivmreniinnnnnnnns 69
5.3.1 Einfluss von i-PRF auf die Neovaskularisation und Inflammation................... 69
53.2 Einfluss von Schmelz-Matrix-Proteinen auf die Neovaskularisation und
1= U ] 0 = o o 73

54 Ausblick auf mdgliche therapeutische Anwendungen.............cccccceeevieeeeeenenns 75

6 ZUSAMMENTASSUNG.....ciiiiiiiiiiiii e 77
LIteratuUrVerZEICHNIS ... 79
L 1S AT =T A= =T (o 95
ANNBING ettt 96
(D= 10 SGT= (o [ ] o [PPSR 98

TabElariSCREr LEDENSIAUT ... .o e e 99



Abkulrzungsverzeichnis

18S
ANOVA
Aqua dest
CAM
CM
Ct-Wert
DGl
DNA
EDD
ELISA
ePTFE
FDA
FGF
GAPDH
GBR
GTR
H6PD
HE-Farbung
HIF-1a
HPRT
iINOS
i-PRF
JPEG
KEM

M

MKG
MMP-13
MMP-2
n

NOS2
Nr.

PCL
PGA
PLA
PRF

18S-ribosomale RNA

analysis of variance

destilliertes Wasser
Chorion-Allantois-Membran
Kollagenmatrix
cycle-threshhold-Wert

Deutsche Gesellschatft fir Implantologie
desoxyribonucleic acid

egg development day

enzyme-linked immunosorbent assay
expandierte Polytetrafluorethylen
Food and Drug Administration
fibroblast growth factor
Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
guided bone regeneration

guided tissue regeneration
Hexose-6-Phosphat Dehydrogenase
Hamatoxylin/Eosin-Farbung
Hypoxie-induzierter Faktor 1-alpha
Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase
induced nitric oxide synthase
injectable platelet rich fibrin

joint photographic experts group
Knochenersatzmaterial

Mittelwert

Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie
Matrix-Metalloproteinase 13
Matrix-Metalloproteinase 2
Stichprobenanzahl

nitric oxide synthase 2

Nummer

Polycaprolacton

Polyglykolsaure

Polylactidsédure

platelet rich fibrin



PTFE
RFU

RNA

ROI

RPL4

rom

RT
RT-qPCR
SD

SFM

SMP

TIF

USA
VEGF
VE-Wasser
VSI-Format

Polytetrafluorethylen

relative fluorescence units
ribonucleic acid

region of interest

Ribosomales Protein L4

rounds per minute
Raumtemperatur

reverse transcription quantitative polymerase chain reaction
Standardabweichung
Seidenfibroinmatrix
Schmelz-Matrix-Protein

tagged image file

United States of America
vascular endothelial growth factor
Vollentsalztes Wasser

visual studio content installer format



Tabellenverzeichnis

Tabelle 1:

Chemikalien, KitS UNG PriMEE. ... e ettt e e et et e e e e e e s e eenees 21

Tabelle 2: Losungen und PUTET ... 21
TaADEIE 3: GOIALE.....cc i i 22
Tabelle 4: Verbrauchsmaterialien. ...........oooviiiiiiiiii e e e e eeeees 23
Tabelle 5: SOMWANE. ...ceeeeiiii et e e e e e e et e e e e e e e e e eeaeeana e e eeeaeeennnes 24
Tabelle 6: Versuchstiere und MatriCeS. .........ccuviiiiiiiiiiiii e 24
Tabelle 7: Ubersicht Giber die VErsuChSQrupPeN. ........cccccuviveiieitiecie e et 28
Tabelle 8: Protokoll zur HE-FArbUNQG..........oooiiiiiiiii e e e e e e eaaees 40
Tabelle 9: Anteil vaskularisierter Matrices an EDD 10 ........ccooeeeviiiiiiiiiiiie e e e 43
Tabelle 10: Anteil vaskularisierter Matrices an EDD 12 ...........ccooiviiiiiiiiieeeeeeeeiiiieee e eeeeeeees 43
Tabelle 11: Anteil vaskularisierter Matrices an EDD 14 ...........cccoovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 43
Tabelle 12: Messwerte Vaskularisierte Matrixflache ... 46
Tabelle 13: Messwerte GesamtgefaldiChte. ..........ocooiiiiiiiiii e 48
Tabelle 14: Messwerte GefalRverzweigungspunkie. .........cccceviiieriiiiiiiiiiiin e 50
Tabelle 15: Messwerte relative Expression der gPCR fir das Gen VEGF. ...........cccccevveee. 52
Tabelle 16: Messwerte relative Expression der gPCR fiur das Gen HIF-1a.........cccccoeeeeieee, 53
Tabelle 17: Messwerte relative Expression der gPCR fir das Gen MMP-13. ..........ccccceeeeee. 54
Tabelle 18: Messwerte relative Expression der gPCR flr das Gen NOS2. ........ccccoeeeeeeiienns 56
Tabelle 19: Protokoll Umschreibung in CDNA. ... oo eaeees 96
Tabelle 20: SEqQUENZEN I PIIMEN. .....ccoiiiiiiiiiiiiiiieeee e 96
Tabelle 21: Protokoll gPCR flr RPLA UNd VEGF ... 96
Tabelle 22: Protokoll gPCR fiur HIF-1a, MMP-13, NOS2......ccccooviiiiiiiiei e e e 97
Tabelle 23: Zusammensetzung PCR-Bestandteile-MiX............cccvviiiiiiiiiiiiieee 97
Tabelle 24: Protokoll Einbettautomat Histologie............couviiiiiiiiiiiicee e 97
Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Herstellung von Matrices aus Seidenfibroin. ..........ccccoovveiiiiiiiiiiieeee, 14
ADDIIAUNG 2: ADIQUF CAM-ASSAY......eutttutuiiitniiinttueeneneaeaneeeaeeseeeeeeeeaseeeeeeeeeaeeeeseeeeeesaeeennseneeennes 25
Abbildung 3: Auflage einer Seidenfibroin- (links) und einer Kollagenmatrix (rechts) ............. 26
Abbildung 4: Versuchsablauf in schematischer Ubersicht............cccoooviiiiiiiiiiiiiieeii, 27
Abbildung 5: Versuchsaufbau der Biofunktionalisierung mit i-PRF und SMP. ....................... 29
Abbildung 6: Exemplarische Bilder der Auswertung der Fluoreszenzmikroskopie. ............... 31
Abbildung 7: Exemplarische Darstellung der Amplifikationskurve........... PP 37
Abbildung 8: Exemplarische Darstellung der Schmelzkurve und deren Anderungsrate. ....... 37
Abbildung 9: Anteil vaskularisierter Matrices an EDD 10, EDD 12 und EDD 14.................... 42
Abbildung 10: Vaskularisierte Matrixflache an EDD 12...........cooouiiiiiiiiiiiiiiee e 44
Abbildung 11 Vaskularisierte Matrixflache an EDD 14. ...........ccovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 45
Abbildung 12: GesamtgefalRdichte an EDD 12. ..........ccooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee 47
Abbildung 13: GesamtgefalRdichte an EDD 14. ... 47
Abbildung 14: Gefal3verzweigungspunkte an EDD 12. ...........ooouiiiiiiiiiiiiiiiiiiaee e 49
Abbildung 15: Gefalverzweigungspunkte an EDD 14. ..., 50
Abbildung 16: Ubersicht relative Expression der gPCR fir das Gen VEGF .......................... 51
Abbildung 17: Ubersicht relative Expression fur das Gen HIF-1a. ... 53
Abbildung 18: Ubersicht relative Expression fur das Gen MMP-13. ..., 54
Abbildung 19: Ubersicht relative Expression der gPCR fur das Gen NOS2. .............ccevveeees 55
Abbildung 20: HE-Farbung der in die CAM integrierten MatriCes. ..........ccoouvvviiiiieeeereeeiinnnnnn. 57



1 Einleitung und Ziele der Dissertation

In den letzten Jahren hat der Forschungszweig des Tissue Engineerings eine besonders
ausgepragte Dynamik entwickelt. Trotz einer Vielzahl an Ersatzmaterialien, die Gewebe
regenerieren oder rekonstruieren koénnen, ist es bisher weder mit biologischen noch mit
synthetischen Materialien gelungen, den heutigen Anforderungen vollumfanglich gerecht zu
werden. Die Alterung der Bevolkerung und die steigenden asthetischen Anspruche fihren zu
einer wachsenden Nachfrage nach Produkten, mit denen sich geschadigtes oder verloren
gegangenes Gewebe wiederherstellen lasst. Wahrend autologes Material auch heute haufig
noch als Goldstandard fir die Regeneration von Hart- und Weichgewebe angesehen wird, darf
die damit verbundene Morbiditat nicht aul3er Acht gelassen werden. Daher besteht ein grofRes
Interesse an fortschrittichen Gewebeersatzmaterialien, um adaquate Alternativen zu
korpereigenen Transplantaten zu schaffen. Dennoch weisen die bislang erhéaltlichen Produkte
aufgrund immunologischer Fremdkorperreaktionen oder mechanischer Schwéachen Nachteile

auf, die den Wunsch nach innovativen Ansatzen auch weiterhin bestérken.

Eines dieser vielversprechenden Materialien fir das Tissue Engineering ist Seide. Das aus
dem Kokon des Seidenspinners gewonnene Material besteht hauptsachlich aus dem Protein
Seidenfibroin und kann durch verschiedene Herstellungsverfahren zu unterschiedlichen
Formen wie Matrices, Schwammen oder Hydrogelen verarbeitet werden. Moderne 3D-
Druckverfahren ermdglichen 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.

Fur die erfolgreiche Integration von Transplantaten sind die immunologische Toleranz und die
Vaskularisation des Materials von besonderer Bedeutung. Um das Einwachsen von Gefal3en
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 wundheilungsfordernden
Eigenschaften wird es in der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie bereits vielféltig eingesetzt.
In seiner flissigen Form als i-PRF (injectable platelet rich fibrin) enthalt es eine besonders

hohe Konzentration an Wachstumsfaktoren, was seine proliferationsférdernde Wirkung erklart.

Vor allem in der Parodontologie verwendete Schmelz-Matrix-Protein-Derivate (SMP-Derivate)
fordern die Regeneration oraler Weichgewebe durch ihren positiven Einfluss auf die
Proliferation und Angiogenese mikrovaskularer Zellen. Das aus porcinen Zahnkeimen

gewonnene kommerziell erhaltliche Praparat 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 fir die orale Weichgeweberegeneration im Vergleich zu herkdmmlichen

Kollagenmatrices (CM) festzustellen.
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2 Literaturdiskussion

2.1 Weichgewebsregeneration in der Mund-, Kiefer- und

Gesichtschirurgie

2.1.1 Definition

In der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie, der Oralchirurgie und der Zahnheilkunde werden
Transplantate unterschiedlicher Herkunft verwendet, um defizitdre oder defekte Gewebe zu
ersetzen. Dabei wird zwischen Hart- und Weichgewebsaugmentaten unterschieden. Wahrend
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 Praparate autologen, allogenen, xenogenen und alloplastischen
Ursprungs eingeteilt (3). Praparate, 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).

2.1.2 Indikationen fir Weichgewebsaugmentationen in der Mund-, Kiefer- und

Gesichtschirurgie und Oralchirurgie

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

autologe Transplantate oder Fremdmaterialien genutzt.

In Zusammenhang mit Implantaten sind Weichgewebsaugmentationen in jlngster Zeit
besonders in den Fokus der Wissenschaft gerlickt und dienen haufig der Verbreiterung der
keratinisierten Gingiva mittels Vestibulumplastik (5, 6). Dabei wird der Einfluss der Breite der
keratinisierten Mukosa auf die periimplantéare Gesundheit kontrovers diskutiert (7). Ein Mangel
wird mit einer erhdhten Inzidenz von  Periimplantitis, Plagueakkumulation,
Gewebeentzindung, 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 mafRgeblicher Bedeutung zu sein (11, 12). Korrekturen des
periimplantéaren Gewebes kdnnen praimplantologisch, zeitgleich mit der Implantatinsertion, bei
der Freilegung oder erst nach der Freilegung durchgefthrt werden (3). In der Leitlinie der
Deutschen Gesellschaft fir Implantologie (DGI) fur periimplantare Weichgewebsaugmentation
wird aulRerdem festgehalten, dass die Verbreiterung der keratinisierten Gingiva mittels
autologen Bindegewebs- oder Schleimhauttransplantaten keinen negativen Einfluss auf den

unterliegenden Alveolarknochen besitzt (13). In Fallen defizitrer periimplantarer
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Weichgewebesituationen sollte die Vestibulumplastik daher zur Verbesserung der
Hygienefahigkeit und Asthetik angeboten werden. Als Goldstandard fiir 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 Mdglichkeit zur Verbreiterung der Gingiva (3) und zeichnen sich
durch eine gute Vorhersagbarkeit aus. Sie weisen jedoch aufgrund ihrer schwachen farblichen
Ubereinstimmung mit dem Umgebungsgewebe haufig eine mangelhafte Asthetik auf (15).
Asthetisch ansprechendere Ergebnisse werden mit azellularen dermalen Matrices (16) und mit
CM (17, 18) erzielt. Beide zeigen jedoch eine erhdéhte Schrumpfung des Materials die durch
die Verwendung gréf3erer Transplantate ausgeglichen werden kbénnen (15-17). Wéahrend unter
Nutzung azellularer dermaler Matrices eine verzdogerte 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
Entnahmemorbiditdt ist das freie Schleimhauttransplantat als Goldstandard fiir die
Vestibulumplastik umstritten (1, 12, 18).

Eine weitere Indikation fur den Einsatz von Matrices stellt die periimplantare
Weichgewebeverdickung dar. Eine ausreichende Dicke der das Implantat umgebenden
Weichgewebsmanschette tragt dazu bei, den marginalen Knochenabbau zu minimieren (6,
20-22). Haufig wird periimplantdres Weichgewebe auch aus Aasthetischen Griinden
augmentiert, um beispielsweise durch die Gingiva sichtbare Implantatbestandteile zu
verdecken und die Rot-WeiR-Asthetik zu verbessern (15). Hierfir 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 konnen sowohl aus dem Gaumen als auch
aus dem Tuber maxillae gewonnen werden (1, 15). Aus asthetischer Sicht werden hierbei
bessere Ergebnisse als mit freien Schleimhauttransplantaten erzielt (15) und gleichzeitig eine
starkere Volumenzunahme erreicht, sodass diese in dieser Indikation den freien
Schleimhauttransplantaten tberlegen sind (24). Eine vielversprechende Alternative zu freien
Bindegewebstransplantaten stellen in dieser Indikation kollagene Matrices dar (25). Diese
zeigen inzwischen eine vergleichbare Volumenstabilitdit wie autologe Transplantate und

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

Abseits der guided tissue regeneration (GTR) werden Matrices auR3erdem in der gesteuerten
Knochenregeneration (GBR) eingesetzt. Bei diesem Verfahren werden Alveolarkammdefekte
durch die Augmentation mit Eigenknochen oder Knochenersatzmaterialien rekonstruiert,
haufig mit dem Ziel, ein suffizientes Knochenangebot fir die anschlieRende Implantation zu

schaffen (28). Matrices dienen hierbei sowohl der Stabilisierung als auch dem Schutz des

7
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partikularen Materials (1), indem sie selbiges an Ort und Stelle fixieren und das Einwachsen
von nicht fir die Knochenregeneration forderlichem Weichgewebe verhindern (29, 30).
Wahrend der Nutzen der Barrierefunktion von Matrices in der Literatur kontrovers diskutiert
wird (28, 29), stellt deren Einsatz einen klaren Vorteil fur die anschlieBend erreichbare
Volumenzunahme des Alveolarkamms dar. Die Anwendung von Matrices wird flr die
Regeneration periimplantarer 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 bertcksichtigen. Fir den Knochenaufbau mit partikularem
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 glinstigste Verhaltnis zwischen Defektfullung und
Komplikationsrate (31, 32). Gegenuber den bei grof3eren Defekten indizierten titanverstarkten
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 Volumenstabilitat von CM limitieren jedoch ihren Einsatz bei

grolReren Augmentationen (33).

Die Deckung von haufig durch Parodontitis verursachten Rezessionen stellt eine weitere
Indikation fur die Nutzung von Weichgewebsersatzmaterialien dar. Noch vor 40 Jahren wurden
hierfir meist freie Schleimhauttransplantate verwendet, die vor allem im sichtbaren Bereich zu
erheblichen &asthetischen Beeintrachtigungen fihrten (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
kénnen, hierunter azellulare dermale und kollagene Matrices sowie SMP-Derivate (35, 36).
Diese werden aus asthetischen Griinden meist mit Verschiebelappenplastiken kombiniert (36,
37). Dabei konnte gezeigt werden, dass die Nutzung von SMP-Derivaten bei
parodontalchirurgischen Eingriffen zu einem starkeren Rickgang der Rezession fihrt, als dies
bei einer reinen Lappenplastk zu erwarten ware (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 fir die Deckung von Rezessionen an Zahnen und Implantaten (15, 23, 36). Um
die mit der Entnahme autologer Transplantate einhergehende Entnahmemorbiditat zu
vermeiden, kann auf die Kombination von SMP-Derivaten mit CM zurtickgegriffen 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 praprothetischen Chirurgie fur die Optimierung des Prothesenlagers (24) oder
in der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie fiir die Behandlung tumorbedingter
Weichgewebsdefekte eingesetzt (4). Der Fokus der vorliegenden Arbeit soll auf den bereits
genannten Indikationen zur Regeneration von periimplantaren  Weich- und

Hartgewebsdefekten liegen.

2.1.3 Einteilung der herkdmmlichen Weichgewebsersatzmaterialien

Die im Kopf-Hals-Bereich verwendeten Biomaterialien kénnen in biologisch gewonnene und
synthetisch hergestellte Materialien unterteilt werden. Biologisch gewonnene Materialien

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

Autologe Transplantate werden haufig fiir die Rekonstruktion von Weichgewebe und Knochen
genutzt (41). Wahrend die Verwendung allogener und xenogener Materialien zu
inflammatorischen Reaktionen oder sogar zur AbstoRung des Praparates filhren kann (42),
werden autologe Praparate durch den Organismus deutlich besser toleriert. Ist das Ziel der
Gewebeaugmentation ein rascher Umbau des Gewebeersatzes in korpereigenes
Weichgewebe, so gilt autologes Gewebe als Goldstandard, da es Wachstumshormone enthalt,
die den Umbau beschleunigen kénnen (43). Der groRe Nachteil der autologen Préaparate liegt
jedoch in der Entnahmemorbiditdt, die in postoperativen Schmerzen, Blutungen und
Schwellungen bestehen kann (44, 45). Neben &sthetischen Beeintrachtigungen durch eine
verstarkte Narbenbildung besteht die Gefahr von Wundinfektionen an den Entnahmestellen
(46). Des Weiteren limitiert die Anatomie an den Entnahmestellen die Gré3e und Verfligbarkeit
von autologen Transplantaten (47). Neben der methodenimmanenten Morbiditdt werden
aulBerdem bei Verwendung autologer Gewebe langere Operationszeiten bendétigt, die sich
ebenfalls nachteilig auf die Gesundheit und das Wohlbefinden insbesondere multimorbider
Patienten auswirken konnen (25). Zudem weisen sie eine nicht zu vernachlassigende

Schrumpfungsrate auf (48).

Allogene Gewebeersatzmaterialien sind nahezu unbegrenzt verfigbar und werden haufig tber
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 infektiosen Materialien auf den Empféanger Ubertragen werden (49). Fir 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 haufigsten beschriebene

azellulare 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 Wurzeloberflache flhrte die Matrix zwolf
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).

Ublicherweise werden xenogene CM fur den Ersatz von Weichgewebsdefekten verwendet.
Kollagen ist das am haufigsten vorkommende Protein bei Saugetieren (51) und wird in der
Medizin unter anderem als Nahtmaterial und zur Weichteil- und Knochenregeneration
eingesetzt. Es wird in Form von Hydrogelen, Matrices, Schwammen oder als Gerlstmaterial
im Tissue Engineering verwendet (52). CM bestehen aus verschiedenen Kollagenfasern,
verleihen dreidimensionale Stabilitdt und sind biologisch abbaubar. Die Struktur des Kollagens
kann durch das Verhéltnis von steiferen quervernetzten Kollagenfasern synthetischen
Ursprungs und flexibleren nattrlichen 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 ungelostes
Problem besteht jedoch in der relativ hohen Schrumpfungsrate der Matrices, die auf die gute
Abbaubarkeit durch Makrophagen und neutrophile Granulozyten zurtickzufiihren 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 wahrend der Einheilung, die geringe Volumenstabilitdt und das
eher theoretische Risiko einer Infektionsiibertragung von Materialien tierischen oder humanen
Ursprungs auf den Menschen schranken den Einsatz von Kollagen als
Weichgewebsersatzmaterial ein (33, 52). Trotz des jahrzehntelangen Einsatzes von Kollagen
als Gewebeersatzmaterial, gibt es bislang keine wissenschaftlich  belegte

Infektionsiibertragung (1, 58).

Fur 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
Kochsalzlésung, Blut oder Thrombozytenkonzentrat zu rehydrieren. Kasaj et al. fanden
heraus, dass eine Rehydrierungsdauer von 10-20 min fur 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 Elastizitatsmodul auf (60). Um das mit natrlich
gewonnenem Kollagen einhergehende Risiko der Immunogenitat zu minimieren (61), werden

laut Hersteller in einem Aufreinigungsprozess alle antigenen Bestandteile entfernt. Das
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dreidimensionale Netz der Matrix, bestehend aus dinnen Kollagenfasern, ermdglicht die
Besiedlung mit Fibroblasten und Blutgefa3en (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 periimplantar
eingebrachte Mucoderm®-CM die keratinisierte Mukosadicke erhoht (66, 67) und damit das
Rezessionsrisiko verringern kann. Bei Weichgewebsaugmentationen im Zusammenhang mit
Sofortimplantationen zeigte diese CM vergleichbare dasthetische Ergebnisse wie

Bindegewebstransplantate aus dem Tuber maxillae (68).

Als biologische resorbierbare Ersatzmaterialien werden haufig Komponenten der
extrazellularen Matrix verwendet. Dazu gehdren neben den korpereigenen Polymeren Elastin,
Fibronektin und Kollagen auch die aus anderen Organismen gewonnenen Polymere Chitosan
und Alginat. Elastin ist ein wesentlicher Bestandteil der extrazellularen Matrix der Haut und
verleiht ihr Flexibilitat und Widerstandsfahigkeit. Da sich die mechanischen Eigenschaften von
Elastin und Kollagen im Korper ergédnzen, 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
fur 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 wahrend der Einheilung auftritt (70, 71).

Das fur den Gewebeersatz verwendete zellulare Fibronektin kommt in der Basalmembran und
in der extrazellularen Matrix vor und ist an der Neubildung und an dem Umbau von Gewebe
wahrend der Wundheilung beteiligt (72). Es bindet Giber Rezeptoren an Fibrin und Kollagen.
Die Biofunktionalisierung von CM mit Fibronektin zeigte in vitro eine verbesserte Zelladh&sion
und osteogene Differenzierung im Vergleich zu unbehandelten CM (73). Auch das Biopolymer
Chitosan, das hauptséchlich aus dem Chitin von Garnelen- und Krabbenschalen gewonnen
wird, findet vielfaltige Anwendung im Tissue Engineering. Es handelt sich um ein natirliches,
stark basisches Polysaccharid, das in den letzten Jahren aufgrund seiner guten Abbaubarkeit,
Biokompatibilitdt und antibakteriellen Wirksamkeit in den Fokus der Biomedizin geruckt ist (74,
75). Die antibakterielle Wirksamkeit von Chitosan wird jedoch durch seine Wasserunléslichkeit
stark eingeschrankt. 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. Préklinische in-vivo Versuche haben gezeigt, dass Alginat
als Transplantatersatz fir die Regeneration von Weichgewebe und Knochen geeignet sein
koénnte (77).
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Die steigende Nachfrage nach veganem Gewebeersatz treibt die Entwicklung pflanzlicher
Ersatzmaterialien voran. Einen dieser neuen Forschungsansatze 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. Inshesondere 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 verfigbar und
weisen, im Gegensatz zu biologisch gewonnenen Matrices, kein Infektionsrisiko auf.
Alloplastische Ersatzmaterialien fur 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, pords und flexibel (79, 80) und werden neben
der GTR auch fir Gefa3prothesen und als Beschichtung fur 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 ausgepragte
Barrierefunktion kann jedoch zu einer eingeschrankten Blutversorgung des umliegenden
Gewebes und zu Dehiszenzen der Wunde fiihren (12, 13). Um der Matrix eine bessere
Formstabilitat zu verleihen, kdnnen auch mit Titan verstarkte PTFE-Matrices verwendet
werden. Die Titanverstarkung ist dabei meist von PTFE umbhiillt und bietet im Rahmen der
GBR den Vorteil, dass ein formstabiler Hohlraum zwischen der Matrix und dem Knochen
gebildet wird (1). Die Formstabilitat der Matrix verringert zusatzlich das Risiko, dass die Matrix
bei dem Vernahen 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. Hohere Kosten und ein erneutes Infektionsrisiko durch den Zweiteingriff sind

maogliche Folgen dieses Vorgehens (85).

Um die Risiken und Kosten einer zweiten Operation zu vermeiden, wurden synthetische
resorbierbare Matrices entwickelt. Zu dieser Klasse von Matrices gehdren die auf Polyester
basierenden Kunststoffe PLA (Polylactidsdure), PCL (Polycaprolacton) und PGA
(Polyglykolséure) sowie Polyurethan. Diese Materialien sind sowohl biokompatibel (86-89) als
auch durch Hydrolyse und Phagozytose bioresorbierbar (90). Durch Hydrolyse werden PLA
und PGA zu Milchsaure und Glykolsdure abgebaut und schlieBlich im Citratzyklus zu
Kohlendioxid und Wasser verstoffwechselt (91). Der bei der Metabolisierung entstehende
erhdhte Saurespiegel kann jedoch inflammatorische Reaktionen auslésen (92), die zu einer

verzdgerten Wundheilung und Narbenbildung fuhren kénnen (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 frihe Verlust der mechanischen Belastbarkeit
schrankt 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 fihren (95).
Polyurethan weist im Vergleich zu PTFE eine bessere Elastizitat und eine relativ gute
Blutkompatibilitat auf. Die geringere Zugfestigkeit und das Thrombose- und Entziindungsrisiko
stellen jedoch Hindernisse fir den Einsatz von Polyurethan als Gewebeersatzmaterial dar (96,
97).

Die in diesem Abschnitt genannten Gewebeersatzmaterialien weisen Schwéchen hinsichtlich
ihrer mechanischen Eigenschaften oder ihrer immunologischen Vertraglichkeit auf.
Optimalerweise sollte das Ersatzmaterial gute mechanische Eigenschaften, eine geringe
Schrumpfung und Immunogenitdt in vivo aufweisen und gleichzeitig bioaktive, die
Wundheilung férdernde 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 bendétigt (98, 99). Dariiber hinaus
mussen 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 héchstem Malf3e erfiillt, liegt nach derzeitigem Stand der Forschung
noch nicht vor. Umso gréf3er ist die Motivation, ein Gewebeersatzmaterial zu entwickeln, das
den heutigen Anforderungen gerecht wird. Innovative Forschungsansatze zu Matrices aus
Algen oder Seide kénnten einen wesentlichen Beitrag dazu leisten, dem Ziel eines vollstandig
immunologisch tolerierten und integrierten funktionellen Gewebeersatzes einen Schritt naher

zu kommen.

2.1.4 Seidenfibroin als Gewebeersatzmaterial

Seide wird seit Gber 4000 Jahren in der Textilindustrie verwendet und gilt in der regenerativen
Medizin als mogliche Alternative zu herkdmmlichen Gewebeersatzmaterialien. Das nattirliche
Polymer wird in speziellen Drisen 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 fuhrt 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, Bindefahigkeit,
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Flexibilitat und mechanischen Festigkeit werden Seidenfaden h&ufig zur Versorgung von
intraoralen oder dermalen Wunden verwendet (106, 107). Seide ist durch die FDA (Food and
Drug Administration) als Nahtmaterial und Stitzstruktur in der rekonstruktiven Chirurgie
zugelassen (108) und weist eine geringe Toxizitat (101), Immunreaktivitat (109) und individuell
modifizierbare mechanische Belastbarkeit auf (100, 110). Seidenfibroin kann durch
verschiedene Herstellungstechniken zu Fasern (111), Filmen (112), Matrices (105), Kapseln
(113), Mikrosphéaren (114), Hydrogelen (115) und Schwammen (116) verarbeitet werden.
Durch  Modifikation der Materialstruktur  kénnen sowohl die Nahrstoff- und
Sauerstoffversorgung als auch die Degradationsrate in vivo reguliert werden (101, 110, 117).
Moderne Techniken wie das Elektrospinnen ermdglichen 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 kénnen inzwischen auch 3D-gedruckte Scaffolds (110, 119)
und patientenindividuelle Implantate aus Seidenfibroin hergestellt werden (120).

\

)
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_ \ — ) A
\ Fibroin- O Reinigung /|
Seidenkokon \—» Extraktion Seidenfibroin & 4
3D Druck
Created with BioRender.com Seidenfibroin-Matrix

Abbildung 1: Herstellung von Matrices aus Seidenfibroin.

Zuné&chst wird die aus dem Seidenkokon gewonnene Rohseide in einer alkalischen Losung entbastet. Durch die
Entfernung der Sericinschicht kann das Fibroin extrahiert werden. Anschlieend wird die getrocknete und
entbastete Seide in eine Ldsung aus CaClz, Ethanol und Wasser Uberfuhrt und einem Reinigungs- und
Neutralisationsprozess unterzogen. Aus der so gewonnenen regenerierten Seide kdnnen mittels 3D-Druck
Seidenfibroinmatrices hergestellt werden.

Der Herstellungsprozess von SFM ist in Abbildung 1 dargestellt und umfasst die Prozesse
Entbasten, Ldsen und Regenerieren der Seide. Rohseide besteht aus zwei parallel

verlaufenden Fibroinfasern, die von einer Sericinschicht umhillt sind. Die Entfernung der
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Sericinschicht wird als Entbasten bezeichnet und kann enzymatisch, mit Seife oder
séureunterstutzt erfolgen (121, 122).

Die vielversprechenden Eigenschaften von Seidenfibroin eréffnen ein  breites
Anwendungsspektrum im Tissue Engineering. Die Regeneration von Knochen, Knorpel,
Bandern, Sehnen, Gefal3en und Nerven wurde bereits in vitro und in vivo untersucht (123,
124). Huang et al. gelang es, Nervendefekte bei Ratten mittels Seidenkonstrukten zu
Uberbricken (125) und auch Forschungsansétze 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 Mdglichkeit 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 Ausmal der Knochenneubildung in Defekten an der Schéadelkalotte (131,
132). Smeets et al. konnten in einem Tierversuch zeigen, dass die fir die GBR Ublicherweise
verwendeten CM im Vergleich zu SFM schneller resorbiert werden (105). Die langsamere und
individuell anpassbare Degenerationsrate der SFM kénnte in diesem Zusammenhang dazu in
der Lage sein, die Regeneration knocherner Defekte durch die Forderung selbiger zu
erleichtern. Der Erfolg der Geweberegeneration hangt entscheidend von der Vaskularisation
der Matrices nach der Applikation ab (133, 134). Eine Strategie zur Forderung 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 frilhere 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 pravaskularisierten Matrices bildeten sich Anastomosen zwischen
den in vitro praformierten Mikrokapillaren und dem Wirtsgefal3system, 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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2.2 Tissue Engineering und Biofunktionalisierung von Matrices

Tissue Engineering bezeichnet in der regenerativen Medizin die Kombination eines
Tragermaterials mit Zellen oder bioaktiven Molekllen, die gemeinsam ein funktionelles
Gewebe bilden. Ziel des Tissue Engineering ist es, mit diesen funktionellen Ersatzgeweben
geschadigte 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 grof3e Herausforderungen (139). Durch
Biofunktionalisierung koénnen die biologischen Eigenschaften der Tragermaterialien
indikationsspezifisch modifiziert und verbessert werden. Hierzu werden die Materialien mit
Wachstumsfaktoren oder Zellen besiedelt, die tUber verschiedene Signalwege Einfluss auf das
umliegende Gewebe nehmen und zellulare Prozesse manipulieren konnen. Mittels
Biofunktionalisierung von Matrices wird versucht, die fiir die Geweberegeneration wichtigen
Materialeigenschaften durch das Einbringen bioaktiver Substanzen zu verbessern. Fir den
Erfolg von Weichgewebsaugmentationen sind vor allem die Vaskularisation und die

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

2.2.1 Biofunktionalisierung mit PRF

Zur Verbesserung der Angiogenese von Gewebeersatzmaterialien werden verschiedene
Verfahren eingesetzt. Neben der Pravaskularisation von Tragermaterialien in vitro und in vivo
(142) stellt die Verwendung von plattchenreichem Fibrin (PRF) eine vielversprechende
Moglichkeit zur Beschleunigung der Vaskularisation dar. PRF ist ein autologes
Thrombozytenkonzentrat, das durch Zentrifugation aus venésem Vollblut gewonnen wird. Die
fibrinreiche Matrix enthalt Thrombozyten, Leukozyten und Wachstumsfaktoren, die fur 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 vendsem
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
ermdglicht (147).

Seit der Erstbeschreibung wurden zahlreiche  weitere  Generationen  von
Thrombozytenkonzentraten mit unterschiedlichen Anwendungsmadglichkeiten entwickelt. Im

Vergleich zu anderen autologen Blutkonzentraten wie dem plattchenreichen Plasma (PRP),
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werden die Wachstumsfaktoren in PRF durch das Fibringeriist zurtickgehalten und erst
allmahlich freigesetzt (148). Zunachst 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 ermdglichten die Herstellung des fliissigen 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 proliferationsférdernden 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.
Inshesondere 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 fir 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 liel3 sich jedoch nicht in allen Studien nachweisen, sodass in der
Leitlinie diesbeziglich 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
durchgefuhrt (153, 156). Obwohl der Nutzen von PRF-Matrices in der
Weichgeweberegeneration als gesichert gilt, kdnnen 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 Forderung 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 fiir
die Kombination von Ii-PRF mit Knochenersatzmaterialien invitro ebenfalls einen

proliferationsférdernden Effekt (163). Fur 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).

2.2.2 Biofunktionalisierung mit Schmelz-Matrix-Proteinen

Schmelz-Matrix-Proteine (SMP) sind bioaktive EiweiRe, die an der Bildung des
Zahnhalteapparats wahrend der Zahnentwicklung beteiligt sind. Aufgrund ihrer Schliisselrolle
bei der Entwicklung von zahnstitzendem Gewebe werden sie in der regenerativen
Parodontalchirurgie verwendet. Die Bildung von SMP erfolgt in den Ameloblasten des
Zahnkeims und in den Prdameloblasten der Hertwig-Epithelscheide wahrend 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, tberwiegend Amelogenin und Ameloblastin,
die in Wasser und der Tragersubstanz Propylenglykolalginat geldst vorliegen (167).

Bereits 1989 erkannten Hammarstréom et. al. den Nutzen von SMP in der Zahnheilkunde (168,
169) und konnten anhand von Tierversuchen nachweisen, dass SMP die fiir die parodontale
Regeneration wichtige Bildung von azellularem Zement, Desmodont und Knochen férdern
(170). Die Proteine wirken sich auf die Expression von Wachstumsfaktoren, Zytokinen und
Komponenten der extrazellularen Matrix aus und kénnen 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 erhohten VEGF-Expression 48 Stunden nach der
Applikation von SMP auf die Wurzeloberflache (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 Blutgefaf3en in dem umliegenden
Bindegewebe (166, 178).

Klinisch wird das SMP-Derivat Emdogain® neben der Regeneration von durch Parodontitis
geschadigten Zahnen auch fur die Deckung von Furkationsdefekten verwendet (171, 179,
180). In der S3-Leitlinie ,Treatment of Stage I-Ill Periodontitis“ der European Federation of
Periodontology wird eine evidenzbasierte Empfehlung fur die Verwendung von Schmelz-
Matrix-Proteinen in bestimmten Indikationen der regenerativen Parodontalchirurgie
ausgesprochen (181, 182). Zusatzlich 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, hangt von der Ausdehnung des zu therapierenden Defektes ab (183). SMP
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stellen durch ihre Fahigkeit zur Regeneration des parodontalen Gewebes (171) eine
Erganzung zu der herkdmmlichen Parodontitistherapie dar und koénnen 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 starker 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 wahrend der
Implantation konnte eine erhtéhte Anzahl an BlutgefdaRen im periimplantaren Weichgewebe
festgestellt werden (185). Hierzu wurde das Gel unmittelbar nach der Implantation und noch
vor der Repositionierung des Lappens auf die Abdeckschraube und das periimplantare
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 bestétigen 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 erhdhte Proliferation von Endothelzellen
aus humanen Nabelschnurvenen gegeniiber der unbehandelten Kontrollgruppe (190). Yuan
et al. beobachteten an mit SMP rehydrierten Matrices behandelten Mausen eine héhere
Anzahl an BlutgefalRen in der direkten Umgebung des Materials als in der Kontrollgruppe, die
nur mit der Tragersubstanz Propylenglykolalginat rehydriert wurde (191). Die CM wurden
jedoch nicht von den BlutgeféaRen infiltriert und es zeigte sich eine bandférmige Ansammlung
von Entzindungszellen um die mit SMP behandelten Matrices. Der zuvor klinisch beobachtete
positive Effekt auf die Wundheilung (188) liel3 sich mit SMP rehydrierten Matrices bislang nicht
eindeutig bestatigen. 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 gegeniber der
Variante ohne SMP zeigte (39).

2.3 Untersuchung der Neovaskularisation im Chorion-Allantois-
Membran-Assay

Bei dem CAM-Assay handelt es sich um eine an bebriteten Vogeleiern durchgefiihrte

Versuchsmethode, anhand derer die Angiogenese und Neovaskularisation von
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Fremdmaterialien untersucht werden konnen (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 Fruchthullen Allantois und Chorion an den
Eientwicklungstagen (EDD) 4 und 5 (135, 193). Erste BlutgefaRe beginnen sich bereits
42 Stunden nach Inkubationsbeginn zu entwickeln, doch erst zwischen EDD 8 und 10 ist der
zentrale Teil der CAM vollstandig ausgebildet (193). Ab EDD 10 nimmt die Konzentration der
Wachstumsfaktoren ab und aus den bereits gebildeten Gefal3en spriel3en Kapillaren (193).

Das CAM-Assay ermdglicht die Beobachtung der Neovaskularisation von
Gewebeersatzmaterialien wahrend des gesamten Versuchsablaufs. Die Neovaskularisation
lasst sich dabei in die Prozesse Vaskulogenese und Angiogenese unterteilen (135).
Vaskulogenese beschreibt die Rekrutierung endothelialer Vorlauferzellen aus dem
Knochenmark in ischamische Regionen, wo sie durch Sekretion proangiogener
Wachstumsfaktoren zu der Neovaskularisation beitragen (194). Als Angiogenese wird das
Aussprossen von Kapillaren aus bestehenden Gefal3en bezeichnet (195). Sie beginnt mit der
Vasodilatation und der Degradation der Basalmembran bereits vorhandener Gefal3e.
AnschlieRend proliferieren die Endothelzellen und migrieren von den bestehenden
BlutgefaRen 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
fordern (135). Auf diese Weise kbénnen neue Blutgefal3e entstehen. Sowohl die Vaskulogenese
als auch die Angiogenese stellen wichtige Voraussetzungen fir 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 ublicherweise 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 geringfligig, meist in der eingestellten
Inkubationstemperatur und Luftfeuchtigkeit (55, 198). In der internationalen Literatur existiert
jedoch eine grof3e Variationsbreite im Hinblick auf den Zeitpunkt der Materialauflage und die
Inkubationszeit (199, 200). Nowak-Sliwinska et al. erstellten 2018 eine Richtlinie fur die
Interpretation von Angiogenese-Assays und legten darin EDD 7 als einen geeigneten
Zeitpunkt fur die Platzierung der Matrices auf der CAM fest (196). In diesem Stadium ist das
Immunsystem des Embryos noch nicht vollstandig entwickelt und die Bedingungen fir die

Angiogenese sind glinstig.
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3 Material und Methoden

Tabelle 1: Chemikalien, Kits und Primer.

Produkt
Eindeckmedium Eukitt

iScript™cDNA Synthesis Kit

Paraffin ROTI®Plast

RNase-free DNase Set
RNeasy® Mini Kit

RT2SYBR®Green Mastermix
Schmelz-Matrix-Derivat Emdogain®
Primer cVEGF, cHIF-1a, cMMP-13,

cNOS

Tabelle 2: Lésungen und Puffer.

Produkt
Beta Mercaptoethanol

Eosin 1 %

Ethanol 100 %

Ethanol 50 %

Ethanol 70 %

Ethanol 96 %

Formaldehyd 4 %

Hamalaunlésung

sauer nach Mayer

Hersteller

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Deutschland

Bio-Rad Laboratories, USA
Carl Roth GmbH

Co. KG, Karlsruhe,

Qiagen N.V., Hilden, Deutschland

Qiagen, USA
Qiagen, USA

Hersteller
Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland
Morphisto GmbH, Frankfurt am

Main, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

VWR, Leuven, Belgien

Carl Roth GmbH + Co. KG,

Karlsruhe, Deutschland
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Straumann, Basel, Schweiz

Eurofins Genomics, Ebersberg, Deutschland

Zusammensetzung
= 99,0 %
<1 % Aqua dest
1 % Eosin G
< 0,1 % Essigsaure
< 0,1 %Natriumacid
99 % Agua dest
2 99,5 % Ethanol
0,5 % Agua dest
50 % Ethanol (= 99,5 %)
50 % Aqua dest
70 % Ethanol (= 99,5 %)
30 % Aqua dest
96 % Ethanol (= 99,5 %)
4 % Aqua dest
4 % Formaldehyd
0,5-1,5 % Ethanol
95 % Aqua dest
50 g Kalialaun
50 g Choralhydrat

1 g Hamatoxylin
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isotone
Loésung Deutschland

RDD Puffer

Kochsalz- Braun Melsungen AG, Melsungen,

RNase-free DNase Set; Qiagen

1 g Citronensaure

0,2 g Natriumjodat
1000 ml Aqua dest
0,9 % NacCl

99,1 % Aqua dest

Firmengeheimnis

N.V., Hilden, Deutschland

Xylol-Ersatzmedium
ROTI®Histol

Tabelle 3: Geréate.

Produkt
Analysewaage ABT 120-5DM

Brutmaschine Typ 3000
Gewebeentwasserungs- und
Einbettautomat Tissue-Tek VIP 5 Jr.

HeilBwasserbad

in-vivo Fluoreszenzmikroskop Olympus
BXFM

Mikroskop Nikon Eclipse TE2000-U
Mikrotom Leica RM 2165

PCR Workstation Pro

Prazisionswaage Kern PCB 250-3

Spektralphotometer NanoDrop One

Thermocycler CFX Connect™
Thermocycler peqSTAR 96X universal

warmeschrank

Zentrifuge Heraeus Megafuge 16R
Zentrifuge PRF Duo quattro
Zentrifuge SpeedMill Plus

Carl Roth GmbH + Co. KG,

Karlsruhe, Deutschland

97 % Orangenterpene

Rest: Firmengeheimnis

Hersteller
Kern & Sohn GmbH, Balingen,
Deutschland
Siepmann GmbH, Herdecke, Deutschland

Sakura, Tokyo, Japan

Witegro Laborbedarf, Altenhain,
Deutschland

Olympus Deutschland GmbH, Hamburg,
Deutschland

Nikon, Tokyo, Japan

Leica Biosystems, Nuf3loch, Deutschland
peqglab, Erlangen, Deutschland

Kern & Sohn GmbH, Balingen,
Deutschland

Thermo Scientific™ NanoDrop™ One;
USA

Bio-Rad, Singapur

peqglab, Erlangen, Deutschland
Memmert GmbH + Co. KG, Biichenbach,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Mectron, K6ln, Deutschland

Analytik Jena GmbH, Jena, Deutschland

Zentrifuge Thermo Scientific™ Fresco™ 21 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
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Tabelle 4: Verbrauchsmaterialien.

Produkt
8er-PCR-Strips 0,2 ml mit separatem
gewoOlbten Deckelstreifen
Collection Tube 2ml

Einbettkassette

Einbettschwamm Tissue embedding
sponge
Filterpapier Tissue-TEK Il

Fixierpflaster Leukopor

Hard-Shell PCR Plates 96-well
innuSPEED Lysis Tubes E

Kanule Microlance™ 3 21G x 11/2” — Nr.2
0,8 x 40mm

Kimtech Préazisionsticher

Kryo-Gefald

Kilvette

Microseal® "B" seal

Polypropylen-Testrohrchen 50 mi

Safe-Lock Tubes 1.5mL

Safety Blood Collection Set + Holder
Shredderéaule QlAshredder

Skalpell No. 21

S-PRF Vakuumrdhrchen 10ml
Spritze Discardit™ I
Tesafilm

Verschlussfolie Parafilm

Hersteller
Brand GmbH + Co KG, Wertheim,
Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
LABORTECHNIK GmbH, Nirmbrecht-
Elsenroth, Deutschland
Deltalab, Barcelona, Spanien

Vogel GmbH & Co. KG, Giel3en,
Deutschland

BSN medical GmbH, Hamburg,
Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Frankreich

IST Innuscreen GmbH, Berlin, Deutschland

Becton Dickinson S.A., Fraga, Spanien

Kimberly-Clark Global Sales, Roswell, USA
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH &Co KG,
Sondheim vor der Rhon, Deutschland
Bio-Rad Laboratories, Grof3britannien
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
greiner bio-one; Kremsmiinster, Osterreich
Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Feather safety razor Co., Ltd., Osaka,
Japan

Pro Cell PRF™ by choukroun, Italien
Becton Dickinson S.A., Fraga, Spanien
Tesa SE, Norderstedt, Deutschland

Bemis ™, USA
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Tabelle 5: Software.

Produkt Hersteller
cellSens Dimension

EndNote, Version 20.5

Olympus, Tokio, Japan

Alfasoft GmbH, Frankfurt am Main,
Deutschland

Excel, Version 2311
GraphPadPrism, Version 6

Microsoft Corporation, Redmond, USA
GraphPad Software, Boston,
Massachusetts, USA

ImageJ National Institutes of Health; Bethesda;
Maryland, USA

Thermo Scientific™ Acclaro™ Sample Thermo Scientific™ NanoDrop™ One; USA

Intelligence software

Tabelle 6: Versuchstiere und Matrices.

Produkt

Kollagenmatrix Mucoderm®

Seidenfibroinmatrix, Silk Fibroin Non-
woven
White Leghorn LSL Hihnereier

Hersteller
botiss biomaterials GmbH, Zossen,
Deutschland
Fibrothelium GmbH, Aachen, Deutschland

LSL, Rhein-Main GmbH, Dieburg,

Deutschland

3.1.1  Chorion-Allantois-Membrane-Assay

Fur die Versuche wurden befruchtete White Leghorn Hihnereier der Firma LSL verwendet.
Diese wurden mit autoklaviertem, destilliertem Wasser und Prazisionsreinigungstiichern von
sichtbaren Verunreinigungen befreit, fortlaufend nummeriert und anschlieRend horizontal
liegend bei 37,5 °C und einer 50-prozentigen relativen Luftfeuchtigkeit in den Brutkdsten
bebritet. Um die Luftfeuchtigkeit konstant zu halten, befanden sich in den gewéhlten
Brutkasten integrierbare Wasserbehalter mit destilliertem, autoklaviertem Wasser. Wahrend
der ersten drei Tage (Eientwicklungstag (EDD) 1-3) der Bebritung lagerten die Eier
horizontal, sodass sich die enthaltene Luftblase nach oben verlagern konnte und bei dem

Eroffnen der Eischale keine vitalen Strukturen verletzt wurden.

Im Rahmen des in Abbildung 2 dargestellten Versuchsablaufs erfolgte an EDD 3 das Er6ffnen
der Eischale. Dazu wurden zunéchst 5—-6 ml Eiweif3 an dem stumpfen Pol des Eis mit Hilfe
einer Spritze und einer BD Microlance Kaniile Nr. 2 enthommen. Dies fihrte dazu, dass sich

das Eiklar absenkt und im oberen Bereich ein luftgefiillter Hohlraum unterhalb der Eischale
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entstand. Die Punktionsstelle wurde sorgféltig mit transparentem Klebeband verschlossen, um
das Austreten weiterer Fllssigkeit zu verhindern. Um die Eischale zu stabilisieren und bei
Eroffnen dieser das Herabfallen von Schalenteilen zu verhindern, wurde die nach oben
gerichtete Seite der Eischale mit einem Fixierpflaster abgeklebt. Mit einer sterilen Schere
wurde anschlieBend eine circa 2 x 3 cm groRe Offnung in die Eischale geschnitten. Diese
wurde anschlieRend sorgfaltig mit einer transparenten Verschlussfolie abgedeckt, um das
Kontaminationsrisiko und den Flissigkeitsverlust durch Verdunstung zu minimieren. Die
Identifizierung und Entsorgung der unbefruchteten Eier, erkennbar an der ausbleibenden
Entwicklung eines Embryos, der von spinnennetzartigen Gefallen umgeben ist, erfolgte

ebenfalls in dieser Phase des Versuchs.

bop, =
/&s\)\ ‘

Al e
*\C/ — D —

Entfernung Fensterung
Albumin

Platzierung der Seidenfibroin-/ ~— ‘ -/‘
Kollagenmatrix auf der CAM SMP ~

Created with BioRender.com

Abbildung 2: Ablauf CAM-Assay.

Die Entnahme einiger Milliliter Albumin fiihrte zu einem Absenken des Eiklars und erméglichte 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. Abkirzungen: 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 Grof3e von 3 x 5cm. Zu
diesem Zeitpunkt begann die Chorion-Allantois-Membran (CAM) sich zu entfalten, sodass
durch das vergroRerte Sichtfenster das Auflegen der Matrices (CM und SFM) an dem
folgenden Tag mdglich war. Die Matrices wurden an EDD 6 nach 20-minltiger Sterilisation
unter UV-Licht mit einem sterilen Skalpell auf 0,5 x 0,5 cm zugeschnitten und in einer mit
Verschlussfolie versiegelten Petrischale Uber Nacht gelagert. An EDD 7 wurden die
zugeschnittenen Matrices fur 10 Minuten in jeweils 400 pl der ihrer Versuchsgruppe

zugeordneten Substanz rehydriert. Die hierzu benétigten Substanzen NacCl, i-PRF und

25



Material und Methoden

Emdogain® wurden nach den in Abschnitt O beschriebenen Verfahren vorbereitet. Eine
Ubersicht tiber die einzelnen Versuchsgruppen ist in Tabelle 7 dargestellt. Um zu verhindern,
dass die Matrices ohne direkten Kontakt zur CAM auf einem FlUssigkeitsfilm zu liegen kamen,
wurden beide Seiten der Matrix nach dem Rehydrieren fir 10 Sekunden auf sterilem
Filterpapier abgelegt. So konnte die Uberschussige Flussigkeit aus den rehydrierten Matrices
aufgenommen und ein direkter Kontakt mit der CAM sichergestellt werden. Anschlie3end
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 VerschlieBen der Eidffnung mit Verschlussfolie konnten die Eier

wieder in den Brutschrank zurtickgelegt werden.

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

Drei, finf 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 einschlieBlich der sie
umgebenden CAM nach dem in Abschnitt 3.1.4 beschriebenen Verfahren angefertigt werden
(Abbildung 4).

An EDD 11 und 14 wurden fir die gPCR (quantitative polymerase chain reaction) je Ei zwei
RNA-Proben aus dem Randbereich der Matrix entnommen. Dies geschah mit sterilen
Instrumenten an den jeweils gegeniiberliegenden Ecken der Matrix aus der CAM. Die Proben
wurden anschlieRend in zwei separate Kryoréhrchen tberfiihrt. Um sicherzustellen, dass die
Probenmasse die fur die gPCR festgelegte Maximalmasse von 30 mg nicht Gberschritt, wurde
diese mit einer Prézisionswaage bestimmt. Alle Proben mussten unmittelbar nach dem
Abwiegen in den Kryordhrchen in flissigem Stickstoff eingefroren und anschlie3end 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 fir die histologische Untersuchung mit

einer sterilen Schere entnommen. Dies stellte die nachvollziehbare Orientierung des
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Praparates im weiteren Verlauf der Aufbereitung sicher. Die entnommene Matrix mit der
umgebenden CAM wurde anschlie3end in eine mit destilliertem Wasser geflillte Petrischale
Uberfuhrt. Die Probe musste im Folgenden mit einer Pinzette mdglichst 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
Uberfuhrt und in eine Einbettkassette gelegt wurde, konnte sie in wassriger Formalinlésung 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 anschlieRend an EDD 14 bei den restlichen Eiern eines Versuchsdurchgangs. Die

Auswahl der an EDD 11 zu entnehmenden Eier erfolgte randomisiert.

I Intravitale Fluoreszenzmikroskopie |
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Platzierung der
Seidenfibroin-/
Kollagenmatrix auf RT-gPCR RT-gPCR
der CAM Histologie Histologie

Created with BioRender.com

Abbildung 4: Versuchsablauf in schematischer Ubersicht.

Nach der Erdffnung 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 fir
die molekulargenetische Untersuchung mittels RT-qPCR und die histologische Farbung wurden an EDD 11 und 14
enthommen. Abkiirzungen: EDD = egg development day, CAM = Chorion-Allantois-Membran, RT-gPCR = reverse
transcription quantitative polymerase chain reaction
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Tabelle 7: Ubersicht iiber die Versuchsgruppen.

Versuchsgruppe  Matrixtyp ) Mat.erlal zur Entnahmezeitpunkt
Biofunktionalisierung
I NaCl
Il CM i-PRF EDD 11 & 14
1] SMP
A NaCl
Vv SFM i-PRF EDD 11 & 14
VI SMP
Abkirzungen: CM = Kollagenmatrix, SFM = Seidenfibroinmatrix, NaCl = Natriumchlorid,

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

3.1.2 Matrices
Fur die vorliegende Arbeit wurde zum einen die kommerziell erhaltliche CM Mucoderm® und
zum anderen eine unldsliche SFM (105) verwendet. Beide Matrices wurden unter sterilen

Bedingungen mit einem Skalpell auf eine GréRRe 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
heiRen alkalischen Losung statt. In einem zweiten Schritt wurde das gereinigte Seidenfibroin
in einem schonenden Loseverfahren auf Basis von Ajisawas-Reagenz, bestehend aus
Calciumchlorid, Wasser und Ethanol, gelost, wobei auf den Einsatz toxischer Chemikalien
verzichtet wurde. Im Anschluss wurde das geloste Fibroin fur acht Stunden gegen
vollentsalztes Wasser dialysiert. Die so gewonnene Fibroinldsung diente in einer
Konzentration von drei Gewichtsprozent der Herstellung elektrogesponnener nichtgewebter
SFM. Das Elektrospinnen erfolgte mit Hilfe einer Spinndiise 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 fiinf
Matrices pro Material mit einer Analysewaage gewogen. AnschlieRend wurden die
Mittelwerte + Standardabweichung (SD) ermittelt. Die zugeschnittenen CM zeigten mit
10,62 mg + 0,08 mg ein deutlich héheres Gewicht als die SFM (1,35 mg + 0,08 mg). Nach der
Rehydrierung der Matrices in jeweils 400 pl isotoner Kochsalzldsung fur 10 Minuten und der
anschlieRenden Auflage auf Filterpapier fir 10 Sekunden, wurden sie erneut gewogen. Das
durchschnittliche, durch die Matrices aufgenommene Volumen der CM betrug
19,64 pl £ 5,91 pl, das der SFM 0,74 pl £ 0,44 pl.

28



Material und Methoden

3.1.3 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

Zunachst erfolgte die vendse Blutentnahme bei einem gesunden Probanden mit der
Butterfly-KanUlle des Safety Blood Collection Sets. Das Vollblut wurde in sterilen S-PRF
Vakuumrdhrchen (10 ml) aufgefangen und anschlie3end fiir 7 min bei 12 x 100 rpm bei
Raumtemperatur zentrifugiert. Die Zentrifugation wurde mit der PRF Duo Zentrifuge
durchgefihrt. Fur die Biofunktionalisierung musste das i-PRF mit einer Spritze und Kaniile
aspiriert und zunachst in einer Petrischale gesammelt werden. Dabei war darauf zu achten,
dass die Kantle auf keinen Fall mit der erythrozytenreichen Schicht in der unteren Phase
des Roéhrchens in Kontakt kam, so dass nur das Plasma einschlieRlich der leukozyten- und
plattchenreichen Schicht in die Petrischale gelangte. Mit einer sterilen Kanile konnte das

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

Seidenfibroin-Matrix Kollagenmatrix
N J
AN
iPRF l l SMP
I
l Blut Zahn Schmelz
o Zentrifugation ,";
@ 7min 12x100rpm  Ameloblast | &
E ﬁ Schmelz-
Injizierbares Matrix-Protein
plattchenreiches
Fibrin '

Created with BioRender.com

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

Fur 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 fur diesen Versuch erworben. Die

gebrauchsfertige Masse kam in verdinnter Form auf den Seidenfibroin- und Kollagenmatrices zum Einsatz.
Abkirzungen: i-PRF = injizierbares plattchenreiches Fibrin, SMP = Schmelz-Matrix-Protein

3.1.3.2  Schmelz Matrix Derivate
Das kommerziell erhéltliche Gel Emdogain® enthalt Schmelz-Matrix-Proteine. Vor der

Anwendung musste die 0,7 ml Stamml6sung mit einer Gelkonzentration von 30 mg/ml unter
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sterilen Bedingungen mit isotoner Kochsalzlésung auf eine Konzentration von 100 pg/mi
verdinnt werden. Die so hergestellte Loésung konnte anschlieRend in 50 ml Polypropylen-

Testrohrchen alliquotiert und bei 4 °C im Kihlschrank aufbewahrt werden.

3.1.3.3 Natriumchlorid
Als Kontrollgruppe wurden beide Matrixtypen mit 0,9-prozentiger Natriumchloridlésung

rehydriert.

3.1.4 In-vivo Fluoreszenzmikroskopie

Die Fluoreszenzmikroskopie erfolgte an EDD 10, EDD 12 und EDD 14 mit dem in-vivo
Fluoreszenzmikroskop bei 50-facher VergréRerung. Fur die Auswertung der Aufnahmen
wurde die Software cellSens Dimension genutzt und die Daten im VSI-Format gespeichert.
AnschlieRend wurden die Rohdaten in das Programm Excel Uberfuhrt, in dem die weitere

Berechnung stattfand.

An den drei Untersuchungszeitpunkten wurden jeweils eine Ubersichtsaufnahme und zwei
Detailaufnahmen von zwei gegeniiberliegenden 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 Ubersichtsaufnahme setzte sich aus mehreren
Einzelaufnahmen zusammen, die mit Hilfe der Software zu einem Multi-image-Array
zusammengefiigt werden konnten. Anhand der Ubersichtsaufnahme lieR sich die

vaskularisierte Flache A,, der Matrix mittels der unten aufgefiihrten Formel berechnen.
Berechnung der vaskularisierten Flache:
Ay —A; =4y

Hierzu wurde in dem Programm eine Umrandung um die &uf3ere Grenze der Matrix und um
die innere Grenze der eingewachsenen Gefal3e zur restlichen Matrixfliche gezeichnet. Die
Software berechnete automatisch die eingeschlossenen Flachen und durch Subtraktion der
auleren (A,) von der inneren Flache (A4,) ergab sich die vaskularisierte Flache (4,). Um den
prozentualen Anteil der vaskularisierten Flache (%,,) an der Gesamtmatrixflache zu
berechnen, wurde die vaskularisierte Flache durch die Gesamtflache der Matrix (4,) dividiert

und mit dem Faktor 100 multipliziert.

Berechnung prozentualer Anteil der vaskularisierten Flache:

A
Yopas = — * 100
A,
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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 Geféae zu
erkennen. (b) Fir die Berechnung der vaskularisierten Matrixflache (Av) wurde die nicht vaskularisierte Matrixflache
(A2) von der Gesamtflache der Matrix (A1) subtrahiert. Die Gefadichte und die Anzahl an

GefaRverzweigungspunkten 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.

Fur die GefaRverzweigungsanalyse 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 GefalRdichte und der Anzahl an Gefal3verzweigungsstellen. Mit Hilfe der Software gelang
das Projizieren eines Gitters mit den MalRen 1000 x 1000 um auf die beiden Ecken. Die Gefal3e
in der ROI konnten anschliel3end markiert und ihre Lange (VL) automatisch bestimmt werden.

Durch Addition der einzelnen GefaRlangen wurde die Gesamtgefallange (VL,,,) berechnet.
Berechnung der Gesamtgefafilange:
VLges (Wm) = VLy +VLy + VL + -+ VL,

Die anschlielende Division der Gesamtgefalllange durch die Gesamtflache der
auszuwertenden Flache von 1.000.000 pm? ergab die GefaRdichte (VD) in der jeweiligen ROL.
Letztlich wurden die berechneten Gefalidichten der linken und der rechten ROI addiert und
durch zwei dividiert, um die mittlere GefaRRdichte der beiden ROIs (VD,,,) zu erhalten.
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Berechnung Gefafddichte:

VD ( um ) _ Viges
ums? 1.000.000 pm?

um) _ VDl + VDZ

D, (1) =21

um?

Die Analyse der Gefallverzweigungsstellen wurde ebenfalls mit den Aufnahmen der ROIls in
der linken und rechten Ecke der Matrix durchgefihrt. Hierzu wurden die Verzweigungsstellen
(vj) der bereits fur die GefaRdichteanalyse markierten Gefaf3e in der ROI héndisch
ausgewertet. Die Anzahl an GefalRverzweigungsstellen in den beiden ROIs wurden addiert
und durch die Anzahl der ROIs dividiert, sodass die durchschnittiche Anzahl von

Gefallverzweigungen in der ROI (V]) berechnet werden konnte.

Berechnung GefafSverzweigungsstellen:

_ vj; + V),

V] 5

Samtliche Aufnahmen wurden von derselben Person ausgewertet, um Abweichungen durch
unterschiedliche Betrachter zu vermeiden. Fir die statistische Analyse wurden die Daten aus
Excel in das Programm GraphPad Prism (GraphPad Software, Boston, Massachusetts, USA,
Version 6.0.0) Gberfuhrt.

3.1.5 RT-gPCR

3.1.5.1 Allgemeines

Die reverse transcription quantitative polymerase chain reaction (RT-gPCR) wird auch als
gPCR abgekirzt und ist eine Methode zur Quantifizierung der Genexpression in Echtzeit. Sie
ermoglicht die Bestimmung der tatséchlichen Menge des in einem bestimmten Zyklus
vorhandenen PCR-Produkts. Dazu wird der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green verwendet, der
hochspezifisch an doppelstrdngige DNA bindet und sich bei jeder Amplifikation proportional
zur Menge des produzierten PCR-Produkts anreichert. Nach jedem Zyklus lasst 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 enthommen, welche zun&chst in cDNA
umgewandelt werden mussten, bevor sie in der gPCR auf die proangiogenetischen Faktoren
VEGF, HIF-1a und Matrix-Metalloproteinase 13 (MMP-13) sowie den Entzundungsfaktor
Stickstoffmonoxid-Synthase 2 (NOS2) untersucht werden konnten. Die Gensequenzen der

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

Das RNeasy® Mini Kit wurde fur die Isolierung von RNA aus den Proben von EDD 11 und
EDD 14 verwendet. Wesentlich fur die Arbeit mit RNA war eine schnelle und kontrollierte
Handhabung der Proben, um Kontaminationen durch in der Umgebung befindliche RNasen zu
minimieren. Zur sorgfaltigen Vorbereitung der Extraktionsschritte gehorte auch das Ansetzen
des verwendeten RLT-2-Mercaptoethanol-Puffers. Dieser bestand aus 10 ml RLT-Puffer aus
dem RNeasy® Mini Kit und 100 pul 2-Mercaptoethanol. Um einen moglichst
kontaminationsfreien Transfer der Proben in die Lysis Tubes zu ermdglichen, wurden die aus
dem Gefrierschrank entnommenen Proben zunachst in flissigem Stickstoff erneut eingefroren.
Vor dem Uberfiihren des Gewebes in die Lysis Tubes mussten jeweils 350 pl des zuvor
hergestellten RLT-2-Mercaptoethanol-Puffers in die Lysis Tubes pipettiert werden. Nach der
Homogenisierung des Gewebes in der SpeedMill fir 20 Sekunden konnte das zerkleinerte
Gewebe auf Shreddersaulen in 1,5 ml Eppendorfréhrchen gegeben und erneut bei 13.000 rpm
fur zwei Minuten zentrifugiert werden. AnschlieRend wurde die Shreddersaule verworfen und
das Filtrat bei 14.800 rpm fur drei Minuten zentrifugiert. Bei der Uberfiihrung in ein
autoklaviertes 2 ml Collection Tube (Qiagen, Hilden, Deutschland) wurde darauf geachtet,
dass ein leichter Uberschuss im EppendorfgefaRl verbleibt. In das Lysat mussten 350 pl 70-
prozentiges Ethanol pipettiert und vorsichtig gemischt werden. Daraufhin wurden 700 pl des
Lysat-Ethanol-Gemisches auf die in einem Collection Tube befindliche RNA-S&ule tberfuhrt
und far 15 Sekunden bei 10.000 rpm zentrifugiert. AnschlieBend erfolgte der Austausch des
mit Eluat gefiillten Collection Tubes gegen ein neues autoklaviertes Collection Tube. Nachdem
weitere 350 yul RW1 Puffer auf die Séule pipettiert und fir 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 Eppendorfgefal3 erfolgte mit
dem RNase free DNase Set durch Pipettieren und vorsichtiges Mischen von 10 yl DNase
Stock Solution und 70 ul RDD-Puffer je Probe. Nach dem Transfer von 78 ul des DNase-
Gemisches auf jede S&ule folgte eine 15-minitige Einwirkzeit bei Raumtemperatur.
AnschlieRend wurden 350 pl RW1 Puffer auf die Saule gegeben und diese fiur finf Sekunden
bei 10.000 rpm zentrifugiert. Im Anschluss daran mussten je 500 pul RPE-Puffer auf die Saule
pipettiert und fir 15 Sekunden bei 10.000 rpm zentrifugiert werden. Nachfolgend konnten
erneut 500 pl RPE-Puffer auf die in einem neuen Collection Tube befindliche Séaule gegeben
und fir zwei Minuten bei 13.000 rpm zentrifugiert werden. Nach dem Transfer auf ein neues
Collection Tube wurde die S&ule fur eine Minute lang bei 14.800 rpm zentrifugiert. Als
vorletzter Schritt folgte das Pipettieren von 40 pl RNAse freiem Wasser auf die RNA-Saule,
die in einem autoklavierten und mit der Probennummer beschrifteten 1,5 ml Eppendorfgefal’

stand. Mit dem Eluat, das sich nach 1 min Zentrifugation bei 10.000 rpm in dem

33



Material und Methoden

Eppendorfgefald befand, konnte die photometrische Konzentrationsbestimmung durchgefihrt

werden.

Dazu wurde das NanoDrop-Spektralphotometer auf den RNA-Modus eingestellt und die
Absorption der Probe bei einer Wellenlange von 260 nm bestimmt, die dem
Absorptionsmaximum der Nukleins&duren entspricht. Mit Hilfe des NanoDrop konnte neben der
RNA-Konzentration auch die Reinheit der RNA-Proben bestimmt werden. Hierzu lieferte das
Gerat zwei Reinheitswerte. Mit dem A260/A280-Wert konnte die Proteinkontamination
gemessen werden. Der zweite Reinheitswert (A260/A230) war ein Indikator fur
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-HCI oder
Guanidiniumisothiocynat aufwiesen, konnten durch die im NanoDrop integrierte Software
erkannt werden. Dies verhinderte, dass stark kontaminierte Proben fir 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 pl RNase-freies Wasser auf die Messstelle
aufgetragen. Nach erneuter Reinigung der Messstelle mit dem fusselfreien Tuch erfolgte die
Pipettierung von 1,5ul der RNA-Probe auf die Messstelle. Bevor die néchste Probe
aufgetragen werden konnte, musste die Messstelle gereinigt werden. AbschlieRend 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 hierfiir und fur die nachfolgende gPCR benétigten Materialien wurden
vor der Verwendung fur 20 Minuten unter einer UV-Lampe sterilisiert. Die zu transkribierenden
RNA-Proben und der 5xiScript-Puffer tauten wahrenddessen auf Eis auf. Von jeder RNA-

Probe wurden 500 ng in cDNA transkribiert.
Die Berechnung der dafiir benétigten RNA-Menge erfolgte nach der folgenden Formel:

umzuschreibende RNA — Menge(ng)
Gesamtmenge RNA(ng) = V1(ul)

benotigte Menge RNA (ng) =

V1 = Volumen, in dem RNA gelost vorliegt
benotigte Menge RN Ase freies Wasser (ul) = 15 ul — benotigte Menge RNA(ng)

AnschlieBend wurde die enthommene Menge RNA in sterile 0,2 ml PCR-Strips pipettiert und

mit RNase freiem Wasser auf 15 ul aufgefiillt. Zu dieser Losung wurden je Well 5 pl des
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Mastermixansatzes, bestehend aus 4 pl 5xiScript und 1pl des Enzyms Reverse
Transkriptase, gegeben. Die cDNA-Synthese erfolgte anschlieRend in dem Thermocycler
peqSTAR. Die einzelnen Reaktionsschritte kbénnen der Tabelle 19 entnommen werden. Die
Verdinnung auf eine cDNA-Konzentration von 5 ng/ul erfolgte fur alle Proben nach der
Entnahme aus dem Thermocycler mit 80 pl RNAse freiem Wasser gemafd der folgenden
Formel. AbschlieRend wurden die Proben bei -20 °C in einem Gefrierschrank gelagert.

500 ng

RNA =5Sng/ul
15 ul (m - Gemlsch) + 5 pl Mastermix + 80 pl RNAse freies Wasser

3.1.5.4 Durchfiihrung der RT-gPCR
Um Angiogenese und Inflammation eindeutig nachzuweisen, wurden in diesem Experiment

die proangiogenetischen Faktoren VEGF, HIF-1a und MMP-13 sowie der Entziindungsfaktor
NOS2 untersucht. Der Vergleich der Referenzgene Beta-Actin, GAPDH, HPRT, C18, H6PD
und RPL4 ermdglichte die Auswahl eines zuverlassigen Housekeeping-Gens fir dieses
Experiment. Aus einer Stichprobe von 12 Proben, bestehend aus je einer Probe pro
Versuchsgruppe und Entnahmetag, wurde das Referenzgen ausgewabhlt, das in allen Gruppen
eindeutig nachweisbar war und eine moglichst geringe Streuung der Ct-Werte aufwies. Es
zeigte sich, dass RPL4 die zuverlassigsten Ergebnisse fur diesen Versuch lieferte und daher
als Housekeeping-Gen festgelegt wurde. Vor Beginn der gPCR wurden die Primer fir VEGF,
HIF-1a, MMP-13 und NOS2 mit RNAse freiem Wasser auf eine Konzentration von 20 pmol/ul
verdunnt, der Primer fir 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.
AnschlieBend wurde die externe Kontrolle in Eppendorfgefalle alliquotiert, sodass sich in
jedem Gefal 8 ug RNA befanden. Die Umschreibung der externen Kontrolle in cDNA erfolgte
wie in Abschnitt 3.1.5.3 beschrieben. Nach der Verdiinnung mit RNAse freiem Wasser auf eine
Konzentration von 5 ng/pl wurden jeweils 6 pl cDNA in PCR-Strips alliquotiert und bei -20 °C

im Gefrierschrank gelagert.

Das Protokoll des RT?2 gPCR Primer Assay Handbooks diente als Vorlage fur die in diesem
Versuch durchgefiihrte gPCR. Fur die Gene RPL4 und VEGF wurde der Thermocycler nach
dem in Tabelle 21 dargestellten Protokoll programmiert. Die qPCR-Tests fur Gene HIF-1a,
NOS2 und MMP-13 sind in Tabelle 22 aufgefuihrt. Die Vorbereitung der Proben fir die gPCR
fand an einem separaten PCR-Arbeitsplatz unter sterilen Bedingungen statt. Zunachst wurden

der RT2SYBR®Green Mastermix und die Primer fur den Sense- sowie den Antisense-Strang
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fur 10 Sekunden zentrifugiert. Unter Verwendung des RT2SYBR®Green Mastermix konnte der
PCR-Komponenten-Mix angesetzt werden. Dazu mussten je Well 12,5ul des
RT2SYBR®Green Mastermix mit 10,5 pl RNase freiem Wasser in ein 5 ml Eppendorf Tube
pipettiert werden. AnschlieRend wurden jeweils 0,5 ml des Primers fur den Sense- und den

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

Um verlassliche Ergebnisse zu generieren, erhielten jeweils drei benachbarte Wells die gleiche
cDNA-Probe. Der Mittelwert der drei Ct-Werte war die Grundlage fir die spéateren
Berechnungen der relativen Expression der Gene. In jedes Well der sterilen 96-Well-Platte
wurden 24 ul des PCR-Komponenten-Mix und 1 pl der cDNA-Probe gegeben. Die Platte
wurde daraufhin mit Microseal versiegelt und fiir eine Minute bei 1.000 rpm in der Megafuge
zentrifugiert um Luftblasen zu eliminieren. Anschlieend lief die gPCR 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 ermdglichte die Auswertung der Ergebnisse der

gPCR. Wahrend der Amplifikation der DNA band der Fluoreszenzfarbstoff SYBR®Green an
die sich vervielfaltigenden DNA-Molekiile 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 anschlieend 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 fur jedes Zielgen individuell
angepasst und sollte sich in einem linearen Abschnitt im unteren Drittel des
Amplifikationsdiagramms befinden. Fir das Referenzgen RPL4 und VEGF betrug er 1500, fir
HIF-1a 200, fur NOS2 70 und fur MMP-13 200. Trotz des sequenzspezifischen Farbstoffs tritt
bei Experimenten unter Nutzung der gPCR eine gewisse Hintergrundfluoreszenz auf. Fur die
Berechnung des Ct-Werts wurde daher neben dem threshold ein weiterer Wert, die Baseline,
bendtigt. 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 gPCR ablaufenden Schmelzkurvenanalyse konnte die
Spezifitat der gPCR 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 doppelstrdngigen DNA zeitlich bestimmt werden. Bei dem Zerfall in
Einzelstrange 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 veranderte sich. Die Software
konnte diese Veradnderung graphisch darstellen, indem sie wie in Abbildung 8 (b) dargestellt
die negative Anderungsrate der Schmelzkurve als Funktion der Temperatur auftrug.
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Abbildung 8: Exemplarische Darstellung der Schmelzkurve und deren Anderungsrate.
(@) Darstellung der Schmelzkurve: Das Fluoreszenzsignal (RFU) wird gegen die Temperatur (T) (°C)

aufgetragen.
(b) Darstellung der Anderungsrate der Schmelzkurve (-d(RFU)/dT) nach der Temperatur (°C).
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An dem Maximum der Schmelzkurve war die DNA zur Halfte denaturiert. Da bei dem gleichen
Primer auch das gleiche Amplikon vervielféltigt 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
Vervielfaltigung hinweisen. Daher wurden weder die Proben bei denen mehrere oder keine
Maxima festgestellt wurden, noch die Proben deren Maxima stark von der fur den Primer zu
erwartenden spezifischen Schmelztemperatur abwichen, in der weiteren Auswertung

bertcksichtigt.

Die Auswertung der gPCR erfolgte mit Hilfe der AACt-Methode (Programm: Excel, Microsoft®,
Version 2311). Neben den bereits bei der Schmelzkurvenanalyse als Ausrei3er 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 Veranderung der Genexpression zwischen der
experimentellen Probe und der externen Kontrolle normalisiert zu dem Housekeeping-Gen
RPL4 bestimmt. Hierzu musste zunachst fir jede Probe der Mittelwert aus den gemessenen

Ct-Werten der drei Wells ermittelt werden.

CT1+CT,+CT-
CtZielgen = 32 :

Fur die Normalisierung der Expression des Zielgens auf die Expression des

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

Differenz des Ct-Mittelwerts des Referenzgens und des Zielgens Uber die dargestellte Formel.
ACtZielgen = Ctzielgen - CtHKG

Die Bestimmung des ACt-Werts erfolgte sowohl fur die experimentellen Proben als auch fir
die externe Kontrolle. Da fir die Ermittlung der Expression aller Proben mehrere gPCR-Tests
notig waren, wurde fur die externe Kontrolle der durchschnittliche ACt-Wert, der fur 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.
AACt = ACtZielgen - (Z)ACtKontrollgruppe

Da die AACt-Methode von einer 100-prozentigen Amplifikationseffizienz, also einer
Verdopplung der DNA-Menge in jedem Zyklus ausgeht, wurde die relative Veranderung der

Genexpression (Ratio) Uber die unten stehende Formel berechnet.

Ratio = 27ACt
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Dabei musste jedoch beachtet werden, dass die eigentliche Effizienz der g°PCR meist in dem
Bereich von 1,7 bis 1,9 liegt, sodass die Aussagekraft der mit der AACt-Methode ermittelten

Expressionsunterschiede begrenzt war (201).

3.1.6 Histologie

Um in die Matrix einwachsende Gefal3e nachzuweisen, wurde die HE-Farbung durchgefihrt.
AnschlieBend konnten die gefarbten Schnitte unter dem Mikroskop bei 50-facher

VergroRerung eingelesen und ausgewertet werden.

3.1.6.1 Matrixentnahme

Die Entnahme der Matrices einschliel3lich der sie umgebenden CAM erfolgte an EDD 12 und
EDD 14 unter scharfer Préaparation 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 dargestellit.

Mit dem Mikrotom wurden 4 um dinne Schnitte langs zur okklusiven Seite der eingebetteten
Matrix angefertigt. Die erhaltenen Schnitte wurden zundchst in ein Kaltebad
(Raumtemperatur), das aus einer mit destilliertem Wasser gefillten Kuvette bestand, und
anschlie3end in ein Warmwasserbad bei 48 °C uberfihrt und mdglichst faltenfrei auf den
Objekttrager gezogen. Nach 24-stindiger Lagerung in einem Warmeschrank bei 38 °C

konnten die Schnitte angefarbt werden.

3.1.6.2 Hamatoxylin/Eosin-Farbung

Die HE-Farbung wurde nach dem aus Tabelle 8 zu entnehmenden Protokoll durchgefiihrt.
Zunachst wurden die Schnitte mit ROTI®Histol entparaffiniert und anschlieRend in einer
aufsteigenden Alkoholreihe rehydratisiert. Auf die Farbung basophiler Strukturen mit
Hamalaun folgte die Blauung mit mineralhaltigem Mainzer Leitungswasser. Nach der
Gegenfarbung mit Eosin, konnte der Schnitt in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwéassert
und schliel3lich in Xylol geklart werden. Schliel3lich wurde das Deckglas auf eine diinne Schicht
des Eindeckmediums Eukitt aufgelegt. Uber Nacht hartete das Medium aus und an dem

Folgetag konnte mit der lichtmikroskopischen Untersuchung begonnen werden.

3.1.6.3 Auswertung der histologischen Farbung

Mit dem Eclipse Lichtmikroskop wurden bei 50-facher VergrofRerung Aufnahmen der Schnitte
erstellt. Mit Hilfe der Software ImageJ konnten mehrere Einzelaufnahmen zu einer
Ubersichtsaufnahme zusammengefiigt werden und im Dateiformat JPEG und TIF gespeichert
werden. AnschlieRend wurden die Praparate visuell auf das Vorhandensein von Gefalien
untersucht. Die histologische Farbung diente in erster Linie dazu, die unter dem

Fluoreszenzmikroskop beobachtete Vaskularisation der Matrices zu bestatigen. Anhand der
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Lage der detektierten Blutgefale lield sich auch feststellen, ob die Gefaflie auf oder in der

Matrix eingewachsen waren.

Tabelle 8: Protokoll zur HE-Farbung.

Schritt Reagenz Dauer (min:sek)
ROTI®Histol 5:00
Entparaffinieren ROTI®Histol 5:00
ROTI®Histol 5:00
100 % Ethanol 5:00
100 % Ethanol 5:00
Rehydratisieren 96 % Ethanol 5:00
70 % Ethanol 5:00
50 % Ethanol 5:00
Ruhen Aqua dest 20:00
Hamatoxylin- 10 % Hamalaun
5:00
Kernfarbung
FlieRendes
Blauen _ 10:00
Leitungswasser
Eosin-Gegenfarbung  Eosin 1:30
Spilen Aqua dest 0:10
70 % Ethanol 0:10
Entwassern
96 % Ethanol 0:10
100 % Ethanol 5:00
Klaren ROTI®Histol 10:00

3.1.7 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 Matrixflache, die Gefal3dichte und die Anzahl der GefaRverzweigungspunkte
sowie die bei der g°PCR gemessene relative Expression der Zielgene analysiert. Fir jeden der
genannten Parameter wurde zunachst der Mittelwert fur die jeweilige Versuchsgruppe aus den
Messwerten eines Versuchsdurchlaufs gebildet. Aus den Mittelwerten der finf unabh&ngigen
Versuchsdurchlaufe wurde anschlielend der finale Mittelwert gebildet, welcher in den
Graphiken dargestellt wurde. Fir die Bestimmung des Anteils vaskularisierter Matrices und
der vaskularisierten Matrixflache wurden samtliche Matrices unabhangig von ihrer

Vaskularisation in die Statistik einbezogen. Bei der Bestimmung der GesamtgefalRdichte und
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der Anzahl an GefaRverzweigungspunkten wurden hingegen ausschlieBlich Matrices
bertcksichtigt, die an EDD 14 Gefal3e zeigten. Somit konnte unter den am letzten Versuchstag

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

Fur die genannten Parameter erfolgte zunadchst eine deskriptive Analyse. Die Mittelwerte
(M) + Standardabweichung (SD) wurden in dem Text in Klammern hinter der jeweiligen
Versuchsgruppe aufgefuhrt. 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
fur die Darstellung der Ergebnisse Saulendiagramme verwendet. Die Saulendiagramme
stellen die Mittelwerte der gemessenen Parameter dar und weisen Fehlerbalken auf, die der

einfachen Standardabweichung entsprechen.
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4 Ergebnisse

4.1 Fluoreszenzmikroskopie

4.1.1 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
Gefalie auf der Matrix mittels in-vivo Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen werden konnten.

In die Auswertung wurden ausschlief3lich vaskularisierte Matrices einbezogen.

Anteil vaskularisierter Matrices

14
SF+iPRF 12
10

SF + SMP 12 ]

SF + NaCl 12 -

‘Y|
10
CM+SMP 12 1

CM + NaCl 12 1

SO PR PP S PP P

Anteil vaskularisierter Matrices [%]

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+NacCl
(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 Saulendiagramm 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. Abkirzungen: 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 GefalRe auf der Matrix nachgewiesen
werden. Die mit i-PRF biofunktionalisierte CM erfuhr eine besonders friihe 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
ahnliches Bild zeigte sich bei der Behandlung mit SMP. Auch hier wurden auf der biologisierten
CM keine GefalRRe detektiert, wohingegen 50 Prozent der Matrices der SF+SMP-Gruppe
vaskularisiert waren. Wahrend 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 Gefalie auf. Dabei zeigte die SF+NaCl-Gruppe den groften Anteil vaskularisierter
Matrices vor der mit i-PRF und der mit SMP biofunktionalisierten Matrix.

Wahrend an EDD 14 in der SF-Kontrollgruppe auf allen Matrices GefalRe nachgewiesen
wurden, zeigte die CM-Kontrollgruppe weiterhin  keine  Vaskularisation. Die
Biofunktionalisierung mit i-PRF resultierte bei beiden Matrices in einem &hnlich 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 Geféal3e detektiert
werden, wohingegen in der CM+SMP-Gruppe keine Gefal3e nachgewiesen werden konnte.
Bei den CM wurde ausschlief3lich in der Gruppe der mit i-PRF biofunktionalisierten Matrices
eine Vaskularisation festgestellt, wahrend die SF-Kontrollgruppe den héchsten 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 (%) O 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 (%) O 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 (%) O 93,33 0 100 80 92,86
Abkiirzungen: 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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4.1.2 Bestimmung der vaskularisierten Matrixflache

Die vaskularisierte Matrixflache variierte zwischen den Versuchsgruppen je nach
Biofunktionalisierung und Matrixtyp. Im Gegensatz zu der nicht vaskularisierten
CM+NaClI-Gruppe, waren in der SF-Kontrollgruppe an EDD 12 10 Prozent der Matrixflache mit
GefalRen bedeckt (Abbildung 10) (SF+NaCl: 9,94 + 7,00 %). Die mit i-PRF behandelten
Matrices beider Gruppen wiesen diesbezlglich nur geringe Unterschiede auf (CM+iPRF:
26,59 + 4,56 %; SF+iPRF: 13,26 £ 9,23 %). Bei den CM fihrte die Biofunktionalisierung mit
i-PRF an EDD 12 im Gegensatz zu den anderen beiden CM zu einer signifikant starkeren
Vaskularisation der Matrixflache (p <0,01). In der Gruppe der SFM konnten fur die
Biofunktionalisierung mit i-PRF ahnlich hohe Werte wie fur die Biofunktionalisierung mit SMP
und eine doppelt so groRe vaskularisierte Matrixflache wie in der SF-Kontrollgruppe
nachgewiesen werden (SF+SMP: 10,47 + 13,73 %).
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Abbildung 10: Vaskularisierte Matrixflache an EDD 12.

Die Ergebnisse der vaskularisierten Matrixfliche 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
Saulendiagramm dargestellt. Schwarze Sterne markierten voneinander signifikant unterschiedliche Ergebnisse
(two-way ANOVA mit Bonferroni Korrektur: ** p < 0,01). Die CM+iPRF-Gruppe zeigte einen signifikant héheren
Anteil der vaskularisierten Matrixfliche 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. Abkiirzungen: 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 Matrixflache in den vier vaskularisierten Gruppen zu. An
dem letzten Versuchstag betrug der Wert in der SF-Kontrollgruppe 36 Prozent, wahrend in der
CM-Kontrollgruppe  weiterhin  keine Gefalle zu beobachten waren (SF+NaCl:
35,98 £ 27,05 %). In der CM+iPRF-Gruppe wurde eine vaskularisierte Matrixflache von
58 Prozent beobachtet, die damit signifikant hoher 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 hohere Messwerte als bei der
Rehydrierung mit NaCl und SMP (p <0,001). Bei den SFM konnten keine wesentlichen
Unterschiede durch die Biofunktionalisierung festgestellt werden.
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Abbildung 11 Vaskularisierte Matrixflache an EDD 14.

(A) Vaskularisierte Matrixflache an den Versuchstagen 10, 12 und 14. Der prozentuale Anteil der vaskularisierten
Matrixflache 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 Saulendiagramm 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 gréRere vaskularisierte Matrixflache auf. Die Biofunktionalisierung mit iPRF zeigte hingegen in den CM
signifikant hthere Werte als in den SFM. (C) Vergleich zwischen den Arten der Biofunktionalisierung an Tag 14.
Bei den CM fihrte eine Biofunktionalisierung mit iPRF zu einer signifikant htheren vaskularisierten Matrixflache
gegenuber 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). Abkirzungen: 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 Matrixflache

Vaskularisierte Flache (%)

Gruppe n EDD
M SD
CM+NaCl 9 10 0 0
9 12 0 0
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

Abkirzungen: 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

4.1.3 Bestimmung der Gefal3dichte

In Abbildung 12 ist die GesamtgefaRdichte in um/um? fir die einzelnen Versuchsgruppen an
EDD 12 dargestellt. Im Gegensatz zu der nicht vaskularisierten CM+NaClIl-Gruppe wies die
SF-Kontrollgruppe eine GefaRdichte von 0,001122 + 0,00042 um/um? auf. Bei der
Biofunktionalisierung mit i-PRF wurde eine geringflgig héhere Gefal3dichte bei SFM als bei
CM nachgewiesen (CM+iPRF: 0,002247 + 0,00162 pm/pum?; SF+iPRF:
0,001614 + 0,00095 pm/um?). In der Gruppe der mit SMP biofunktionalisierten Matrices zeigte
die SFM einen Wert von 0,000570 + 0,00078 pm/um?, wahrend in der CM+SMP-Gruppe keine
GefalRverzweigungspunkte auf der Matrix nachgewiesen werden konnten. Die
Biofunktionalisierung mit i-PRF bewirkte bei beiden Matrices eine Erhdhung der GefaRdichte
im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollgruppen. Besonders ausgepragt 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

samtlichen vaskularisierten Matrices keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden.
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Abbildung 12: Gesamtgefalidichte an EDD 12.

Die Ergebnisse der GesamtgefaRdichte (um/pum?) 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 Saulendiagramm dargestellt. Die Messwerte in der mit
NaCl oder SMP biofunktionalisierten SFM waren hoher als in der entsprechenden CM. Tendenziell konnte in der
SF+iPRF-Gruppe eine héhere Gefal3dichte nachgewiesen werden als in der CM+iPRF-Gruppe. Die Unterschiede
zwischen samtlichen Versuchsgruppen waren jedoch nicht signifikant. Abkiirzungen: EDD = egg development day,
CM = Kollagenmatrix, SF = Seidenfibroinmatrix, NaCl = Natriumchlorid, iPRF = injectable platelet rich fibrin,
SMP = Schmelz-Matrix-Proteine, n = Stichprobenanzahl
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Abbildung 13: Gesamtgefalidichte an EDD 14.

Die Ergebnisse der GesamtgefaRdichte (um/um?) 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 S&ulendiagramm dargestellt. Schwarze Sterne
markierten voneinander signifikant unterschiedliche Ergebnisse (two-way ANOVA mit Bonferroni Korrektur:
** p < 0,01). Die CM+iPRF-Gruppe zeigte eine signifikant hthere GefaRdichte im Vergleich zu allen SF-Gruppen.
Abkiirzungen: 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 Gefalddichte 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 GefaBen keine Messwerte erhoben werden. Dementsprechend
verzeichneten die SFM fir die Rehydrierung mit NaCl und SMP eine deutliche Zunahme der
GefaRdichte (SF+NaCl: 0,003545 + 0,00058; SF+SMP: 0,003612 + 0,00208). Dagegen wies
die mit i-PRF biofunktionalisierte CM eine signifikant hohere Gefaldichte 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 héhere Messwerte. Wahrend sich die Messwerte in der CM-Gruppe in Abhangigkeit
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 héchsten Werte aufwies.

Tabelle 13: Messwerte Gesamtgefafidichte.

GesamtgefaRdichte (um/pm?)

Gruppe n EDD
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
1 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
Abkirzungen: 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

4.1.4 Bestimmung der Gefal3verzweigungspunkte

Analog zu den bereits beschriebenen Parametern wiesen die SF-Kontrollgruppe und die
SF+SMP-Gruppe an EDD 12 héhere 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 Uber 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 hoheren Anzahl an

Gefallverzweigungspunkten gegeniber den anderen CM-Gruppen. Im Vergleich zu der
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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 fiinffach so viele Verzweigungspunkte.

104

Gefallverzweigungspunkte

Abbildung 14: GefaRverzweigungspunkte an EDD 12.

Die Anzahl der GeféaRverzweigungspunkte 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 S&aulendiagramm dargestellt. Die
Messwerte in den mit NaCl oder SMP biofunktionalisierten SFM waren hoher als in den entsprechenden nicht
vaskularisierten CM, flr die keine Messwerte vorlagen. Tendenziell konnte in der SF+iPRF-Gruppe eine hthere
Gefalldichte nachgewiesen werden als in der SF+NaCl- und der SF+SMP-Gruppe. Die Unterschiede zwischen
samtlichen Versuchsgruppen waren jedoch nicht signifikant. Abkurzungen: 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 GefaRverzweigungspunkte 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
GefalRverzweigungspunkte nachgewiesen werden, sodass die korrespondierenden
SF-Gruppen hohere Messwerte fur 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 fur diese CM+iPRF-Gruppe ein signifikant hherer Messwert festgestellt
werden (Abbildung 15). In der CM-Gruppe wurden lediglich fur die Kombination mit i-PRF
GefalRverzweigungen nachgewiesen. Zwischen den SFM lie3 sich kein wesentlicher

Unterschied feststellen.
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GefaBverzweigungspunkte

Abbildung 15: GeféaRverzweigungspunkte an EDD 14.

Die Anzahl der GefaRverzweigungspunkte 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 S&ulendiagramm 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 hdhere Messwerte als die
SF+iPRF-Gruppe, die mit NaCl rehydrierte SF und die SF+SMP-Gruppe. Abkiirzungen: EDD = egg development
day, CM = Kollagenmatrix, SF = Seidenfibroinmatrix, NaCl = Natriumchlorid, iPRF = injectable platelet rich fibrin,
SMP = Schmelz-Matrix-Proteine, n = Stichprobenanzahl

Tabelle 14: Messwerte GeféaRverzweigungspunkte.

GefaRverzweigungspunkte

Gruppe n EDD
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
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
Abkirzungen: 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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4.2 gPCR

Die gPCR ermdglichte die Untersuchung der relativen Expression der fur die Angiogenese und
Inflammation relevanten Gene VEGF, HIF-1a, MMP-13 und NOS2. Es wurden sowohl die
vaskularisierten als auch die nicht vaskularisierten Matrices in die Auswertung miteinbezogen.
Werte, die Uber dem zehnfachen Mittelwert einer Versuchsgruppe lagen, wurden als Ausrei3er

gewertet und aus der Statistik ausgeschlossen.

4.2.1 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 starker exprimiert als in der
SF-Vergleichsgruppe (CM+NaCl: 3,17 + 1,12; SF+NacCl: 2,83 £ 2,38). Auch bei der mit i-PRF
behandelten Matrices war die Expression in der CM-Gruppe tendenziell hdher 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 héhere 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).
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Abbildung 16: Ubersicht relative Expression der gPCR fiir das Gen VEGF

Die relative Expression an EDD 11 wurde in den Gruppen CM+NacCl (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 Saulendiagramm dargestellt.
Die Kontrollgruppen zeigten an EDD 11 eine besonders starke Expression von VEGF. Die Genexpression war an
diesem Tag in den Kontrollgruppen am hdchsten, gefolgt von den mit i-PRF behandelten Gruppen und den mit
SMP biofunktionalisierten Matrices. Auch an EDD 14 wurde VEGF in den Kontrollgruppen starker exprimiert als in
den mit i-PRF oder SMP behandelten Gruppen. In den CM-Gruppen konnte, aufer bei den mit SMP
biofunktionalisierten Matrices an EDD 12 zu beiden Zeitpunkten eine geringfiigig hdhere Expression von VEGF als
in den SF-Gruppen festgestellt werden. Die Messwerte samtlicher Versuchsgruppen unterschieden sich jedoch
weder an EDD 11 noch an EDD 14 signifikant voneinander. Abkirzungen: 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 hohere 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 starksten 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 gPCR fiir 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 B

14 7 12 9 11 14 13

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

4.2.2 Relative Expression HIF-1a

In Abbildung 17 ist die relative Expression aller Versuchsgruppen dargestellt. An EDD 11
zeigte die CM-Kontrollgruppe eine leicht héhere relative Expression als die SF-Kontrollgruppe
(CM+NacCl: 0,96 = 0,72; SF+NaCl: 0,54 + 0,38). Im Gegensatz dazu war die Expression in der
mit i-PRF behandelten SFM geringfligig héher 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-1a. Die CM-Kontrollgruppe wies
eine leicht hohere Expression als die CM+iPRF- und die CM+SMP-Gruppe auf. In der
SF-Gruppe zeigte die mit i-PRF rehydrierte SFM die hdchste relative Expression vor der
SF-Kontrollgruppe und der SF+SMP-Gruppe.

Zwischen EDD 11 und EDD 14 ging die Expression in allen, au3er der mit SMP behandelten
SFM, zuriick. An dem letzten Versuchstag war HIF-1a in der CM-Kontrollgruppe geringfugig
starker exprimiert als in der SF-Kontrollgruppe (CM+NacCl: 0,67 + 0,67; SF+NaCl: 0,31 + 0,07).
Sowohl fir 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 fihrte bei den SFM zu einer ahnlich 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 hochsten Messwerte vor den mit SMP und
den mit i-PRF rehydrierten Matrices. Bei den SFM hingegen konnte in der SF+SMP-Gruppe

eine hohere 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.
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Abbildung 17: Ubersicht relative Expression fiir das Gen HIF-1a.

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 Sé&ulendiagramm
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. Abkurzungen:
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-1a = Hypoxie-induzierter Faktor 1-alpha

Tabelle 16: Messwerte relative Expression der gPCR fur das Gen HIF-1a.

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 8 4 5 5 5 5

14 7 12 9 11 14 13

Abkirzungen: 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

4.2.3 Relative Expression MMP-13

Die Abbildung 18 zeigt die relative Expression des Transkriptionsfaktors MMP-13. An EDD 11
wies die CM+NaCl-Gruppe einen hoheren Mittelwert auf als die SF-Kontrollgruppe (CM+NacCl:
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 héher 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 starkere Expression an
EDD 11 in der Kontrollgruppe nachgewiesen, wahrend 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 starksten exprimiert wurde. Die relative Expression unterschied sich

zwischen der SF+NaCl- und der SF+SMP-Gruppe kaum.
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Abbildung 18: Ubersicht relative Expression fiir 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 Saulendiagramm dargestellt.
An EDD 11 war die Expression von MMP-13 in den CM-Gruppen geringflgig stérker 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, wéahrend sie in der SF+NaCl und in der SF+SMP-Gruppe zunahm. An EDD 14 war die Expression in allen
CM-Gruppen ahnlich stark. Bei den SFM wies die mit SMP biologisierte Matrix eine hhere Expression auf als die
beiden anderen Gruppen. Die Messwerte séamtlicher Versuchsgruppen unterschieden sich weder an EDD 11 noch
an EDD 14 signifikant voneinander. Abkurzungen: 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 gPCR fiir 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

14 7 12 9 11 14 13

Abkiirzungen: 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 fiur HIF-1a 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 geringfiigig
an. An dem letzten Versuchstag unterschied sich die Expression des Enzyms zwischen den
Kontrollgruppen kaum (CM+NacCl: 0,81 +0,38; SF+NacCl: 0,64 = 0,51). Die

Biofunktionalisierung mit i-PRF resultierte in den CM in geringfiigig hoheren 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 héhere Expression als die entsprechenden CM (CM+SMP: 0,59 + 0,31,
SF+SMP: 0,83 + 0,58). Samtliche fur MMP-13 aufgefiihrten Unterschiede waren nicht
signifikant.

4.2.4 Relative Expression NOS2

In Abbildung 19 ist die relative Expression von NOS2 dargestellt. Fir das Zielgen zeigte sich
in allen Gruppen eine im Vergleich zu den anderen Faktoren grofRe Streuung der Ct-Werte,
sodass die Ergebnisse nur eingeschréankt interpretierbar sind. An EDD 11 war die Expression
in der SF-Kontrollgruppe geringfiigig héher als in der CM-Kontrollgruppe (CM+NacCl:
5,67 £8,57; SF+NaCl: 7,62+9,11). Im Gegensatz dazu wurde bei den mit i-PRF
biofunktionalisierten Matrices fur die CM-Gruppe eine hthere Expression als fur 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 &hnlich 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 hdhere
relative Expression als die mit SMP behandelten Gruppen. Zwischen EDD 11 und EDD 14
nahm die Expression des Faktors in allen Gruppen aul3er der SF+SMP-Gruppe ab.
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Abbildung 19: Ubersicht relative Expression der qPCR fiir das Gen NOS2.

Die relative Expression an EDD 11 wurde in den Gruppen CM+NacCl (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 Saulendiagramm dargestellt.
Die Messwerte samtlicher Versuchsgruppen unterschieden sich weder an EDD 11 noch an EDD 14 signifikant
voneinander. Abklrzungen: 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 fir die SFM mehr als doppelt so hoch wie fur die CM (CM+NacCl:
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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 hdher als in der Kontrollgruppe.
Dagegen wurde NOS2 bei den SFM in der mit SMP biofunktionalisierten Gruppe starker
exprimiert als in den beiden anderen Gruppen. Samtliche 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 gPCR fiir 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£0.75 270+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

Abkirzungen: 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

4.3 Histologie

Die Histologie ermdglichte einen Vergleich der Matrixstruktur und die Lokalisierung der
BlutgefaRe auf histologischer Ebene. Hierzu wurden Schnitte der mittels
Fluoreszenzmikroskopie als vaskularisiert gewerteten Matrices erstellt und mit Hamatoxylin

und Eosin angefarbt.

In ihrem histologischen Aufbau unterschieden sich die Mucoderm®-CM und die SFM deutlich
(Abbildung 20). Die CM prasentierte sich in den Schnitten als quaderformige Struktur mit einer
wesentlich hoheren 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-Farbung konnten
keine gréReren HohlrAume innerhalb der Matrix festgestellt werden; die Oberflache der CM
erschien glatt. Im Gegensatz dazu, zeigte sie SFM eine deutlich geringere Dicke. Sie bestand
aus einem heterogenen Gemisch von dinnen Filamenten und grof3eren, rundlichen
Anschnitten von Seidenfasern. Die Matrix wies eine Vielzahl an Hohlrdumen auf und wirkte

insgesamt sehr locker und durchlassig.
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Abbildung 20: HE-Farbung der in die CAM integrierten Matrices.

Die Aufnahmen wurden bei 50-facher VergroRerung im Lichtmikroskop angefertigt und zu Ubersichtsaufnahmen
zusammengefigt. (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
vergroRerten Aufnahmen (50-fache VergroBerung) dargestellt, die die vaskularisierten Randbereiche der Matrices
zeigen. Abkilrzungen: SF = Seidenfibroin, SMP= Schmelz-Matrix-Protein, i-PRF = injectable platelet rich fibrin.

Die Ubergangszone zwischen den Matrices und dem CAM-Gewebe war in den CM deutlich
klarer strukturiert als in den SFM. Wahrend die CM gegenuber dem umliegenden
CAM-Gewebe klar abgegrenzt war, schien die SFM flieBend in dieses Uberzugehen. 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 mononukleare Zellen beobachtet werden.
Wahrend innerhalb der CM nur vereinzelt Zellen erkennbar waren, waren diese in der SFM
ubiquitar zu sehen. Die Rander waren tendenziell starker mit Zellen besiedelt als die zentralen
Bereiche der Matrix. Dartber hinaus fanden sich in den Randbereichen der SFM und der
CM+iPRF-Gruppe kleine BlutgefaRe, die anhand der eingeschlossenen Erythrozyten
identifiziert wurden (Abbildung 20). Innerhalb der Matrices konnten mittels HE-Farbung jedoch

keine GefalRe nachgewiesen werden.
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5 Diskussion

5.1 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. Dartber 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 tragt das Modell auch dazu bei, die Anzahl der Versuchstiere
zu reduzieren (reduction) (202, 203). Aufgrund der fehlenden Innervation des
extraembryonalen Gefal3systems, wird das Leiden der Tiere im Vergleich zu klassischen
Tierversuchen verringert (refinement) (193, 204, 205). Neueste Untersuchungen haben
aulBerdem gezeigt, dass Hihnerembryonen erst ab EDD 13 Uber ein funktionsfahiges Gehirn
verfigen, sodass vor diesem Zeitpunkt nicht von einem mdglichen 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 Licke zwischen in-vitro Tests und den klassischen
Tierversuchen geschlossen werden. Die kurze Entwicklungszeit der Hihnerembryonen
ermoglicht schnellere Ergebnisse als in den meisten Tierversuchen bei gleichzeitig hohen
Probenzahlen und einer kostengiinstigen Durchfihrung 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 zahlt die Ubertragbarkeit der in ovo erzielten Ergebnisse
auf den Menschen. Wie bereits in Abschnitt 0 beschrieben, befindet sich das GefaRsystem
zwischen EDD 4 und EDD 12 noch im Aufbau und zeigt insbesondere an den letzten drei
Tagen eine hohe Toleranz gegentber Transplantaten (212, 213). Ihren Hohepunkt erreicht die
Angiogenese in dem Assay zwischen EDD 7 und EDD 12 (214). Auch die fur die Angiogenese
wichtigen Wachstumsfaktoren VEGF und TGF- 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 eingeschrankt mdoglich. Des Weiteren
erschwert das dichte GefalRnetz der CAM die Beurteilung der Wirkung von nur schwach
proangiogen wirkenden Substanzen auf die Neovaskularisation (216). Da auch nicht
spezifische Entzindungsreaktionen auf Fremdkdrper wie Matrices zu einer Stimulation der
Angiogenese fuhren konnen, 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 maglichst frihzeitig erfolgen. (197).
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Auch die Verwendung des CAM-Assays als Modell fir immunbasierte Studien ist an bestimmte
Beschrankungen geknipft. Obgleich sich die Immunsysteme von Vdgeln und Menschen
funktionell dhneln und vergleichbare Immunantworten aufweisen, zeigen sich dennoch
Unterschiede (210, 218). Wahrend sich das T-Zellsystem weitgehend gleicht, ist das B-
Zellsystem in einigen Aspekten differierend (219, 220). Hihner besitzen keine eingekapselten
Lymphknoten und nutzen fur die B-Zellreifung, welche beim Menschen im Knochenmark
stattfindet, ein eigenes Organ, den Fabricius-Schleimbeutel, in dem auch die Antikorperbildung
stattfindet (221). Analog zu den neutrophilen Granulozyten des Menschen, verfigen Hihner
Uber heterophile Granulozten, die fur die Phagozytose von Pathogenen und Fremdkérpern
zustandig sind (222). Die Hamatopoese und die inflammatorischen Prozesse weisen eine
hohe Ahnlichkeit auf und fir die wichtigsten Entziindungsmediatoren wurden bereits ahnlich
funktionierende Aquivalente im Huhn entdeckt (210, 221). Des Weiteren ist das Immunsystem
von Hihnerembryonen erst ab EDD 10 bis EDD 12 funktionsfahig (55, 210, 223) und bis
EDD 15 nur eingeschrankt aktiv (193). Daher kann eine Aussage Uber die immunologische
Toleranz von xenogenen Materialien, die auf der CAM getestet wurden, lediglich unter
Vorbehalt getroffen werden. Dartber hinaus ist zu berticksichtigen, dass sich die untersuchten
Huhnerembryonen genetisch individuell unterscheiden und dementsprechend auch
verschieden auf die applizierten Matrices reagieren koénnen. Um die Effekte der
biofunktionalisierten Matrices auf die Neovaskularisation in vivo an genetisch identischen
Organismen zu untersuchen, kénnen weiterfliihrende Untersuchungen an geklonten Mausen

durchgefuhrt werden.

Mittels Fluoreszenzmikroskopie kann die Neovaskularisation auf der CAM nach Lange,
Durchmesser, Anzahl und Dichte von GefaRen quantifiziert werden (197, 224). Fir die
Untersuchung dieser Parameter wird haufig ein definierter Bereich (ROI) auf der Matrix
ausgewahlt, der reprasentativ fur die Gesamtoberfliche steht. Dies reduziert den
Auswertungsaufwand erheblich, birgt jedoch auch ein erhdhtes Fehlerrisiko, zumal die
Neovaskularisation an verschiedenen Stellen der Matrix unterschiedlich weit fortgeschritten
sein kann (197). Daruber hinaus ist bei der Auswertung mit dem Fluoreszenzmikroskop zu
berticksichtigen, dass die detektierten Gefalie nicht eindeutig lokalisiert werden kénnen, da
nicht ersichtlich ist, ob sie auf, innerhalb oder unter der Matrix gewachsen sind (225). Um die
gesamte Oberflache der Matrix auf Gefale hin zu untersuchen, eignen sich
Softwareprogramme, die in der Lage sind, groRe Datenmengen schnell auszuwerten und auch
fur das menschliche Auge kaum sichtbare Gefal3e zu identifizieren (223). Aufgrund von
Schwierigkeiten bei der Differenzierung zwischen Gefal3en und Kollagen- oder Seidenfasern,
die bei der Verwendung der Software ImageJ auftraten, wurde in dieser Studie auf eine
manuelle Auswertung zuriickgegriffen. In anderen Studien erwies sich die Verwendung

softwaregestitzter Analysetechniken wie des Vessel Analysis Plug-Ins (Nivetha Govindaraju,
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M farna) fur das Programm Fiji als hilfreich (54, 55). Um eine eindeutige Differenzierung
zwischen BlutgefaRen und Matrixstrukturen zu gewahrleisten, kann die intravendse
Applikation von Fluoreszenzfarbstoffen erfolgen. Die markierten Blutgefd3e lassen sich
anschlieRend softwaregestitzt auswerten (196). Da die verwendeten Farbeldsungen meist
toxisch sind (55), sterben die Embryos bei der Applikation der Substanz ab, sodass diese
Methode fur die Beobachtung der Vaskularisation Uber einen langeren Zeitraum hinweg
ungeeignet ist. Als Alternative zu den toxischen Farbstoffen kdnnten in Zukunft biokompatible

farbstoffmarkierte virale Nanopartikel fir Langzeitversuche dienen (226).

Im Rahmen der Untersuchung der Immunantwort von Hihnerembryonen auf die
biofunktionalisierten Matrices wurde eine RT-gPCR durchgefiihrt. Diese Methode weist eine
hohe Spezifitdt und Sensitivitat auf und wurde bereits in Vorlauferversuchen eingesetzt (54,
215). In der Literatur finden sich vergleichbare Beschreibungen der Ablaufe bei der
RNA-Isolation und der gPCR, wobei die Vorgehensweisen herstellerspezifisch nur geringflgig
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 beriicksichtigen, dass die Ergebnisse der gPCR lediglich eine Aussage Uber die
Expression der Zielgene in der unmittelbaren Umgebung der Matrix auf der CAM zulassen und
nicht Gber die tatsachlich 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 fiir die gPCR verwendet. In Versuchen mit Hilhnerembryonen werden in
der Regel die Referenzgene GAPDH (179, 230), B-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 zuverlassigsten Ergebnisse
und wurde daher fir diese Arbeit als Referenzgen festgelegt. Fur die Zielgene VEGF, HIF-1q,
MMP-13 und NOS2 wurden spezifische Primer fur das Hihnergenom verwendet, die zuvor
von Sax et al. unter &hnlichen Bedingungen in einem CAM-Assay getestet wurden (215). Die
Auswertung der gPCR erfolgte unabh&ngig 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 lasst. Eine mdgliche Ursache kdnnte in der Anwendung
der gPCR 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 gPCR-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 ausgepragten Neovaskularisation zwischen EDD 8 und 12 féllt in diesem Modell nicht
leicht (227, 231).

Die histologischen Untersuchungen erlauben es, sowohl Rickschlisse auf die genaue Lage
der Gefalie in den Matrices als auch auf die immunologische Toleranz der Materialien zu
ziehen (217). Obwohl sich das Immunsystem der Hiuhnerembryonen an EDD 14 noch im
Aufbau befindet, lassen sich mittels HE-Farbung bereits zu diesem Zeitpunkt wertvolle Daten
zu der initialen Gewebereaktion gewinnen (223). Mittels HE-Farbung oder Masson-Goldner-
Trichromfarbung kénnen GefalRe und Zellen in den Préparaten sichtbar gemacht werden
(232). Die HE-Farbung ist inzwischen als Standardfarbung etabliert und wurde in den
vergangenen Jahren bereits in zahlreichen CAM-Studien fur den Nachweis von Gefal3en
verwendet (162, 223, 229, 232, 233). Um bestimmte Strukturen prazise anfarben zu kénnen,
werden in einigen Studien zusatzlich immunhistochemische Farbungen eingesetzt (40, 199,
200, 232, 234). Diese eignen sich fiir die spezifische Detektion von Blutgefaen in dem
CAM-Modell, sind jedoch mit einem deutlich héheren Kosten- und Zeitaufwand verbunden als
die Standardfarbungen (235). Meist werden dabei Antikbrper gegen die in GefaRen
vorkommenden Proteine CD31, CD34, CD105 oder den von-Willebrand-Faktor verwendet
(196). Die CD31-Farbung wurde in der vorliegenden Arbeit probeweise angewendet, zeigte
jedoch keinen wesentlichen Mehrwert gegeniber der HE-Farbung, da eine Validierung der
Neovaskularisation in den Matrices auch mit dieser Grundfarbung moglich war. Blatt et al.
verwendeten fur ihre Farbung von GefaBen auf CM Antikdrper gegen a-SMA und den
Gefal3marker CD105, der sich besonders gut fiir den Nachweis von Neovaskularisation eignet
(162, 236). Die Auswertung der gefarbten Schnitte kann sowohl manuell als auch
softwaregestitzt erfolgen (162). Dabei ist zu berlicksichtigen, dass diese lediglich eine
Schichtdicke von 4 pm wiedergeben und GefalRverlaufe sowie GefalRverzweigungspunkte
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 softwaregestitzte Auswertung verzichtet.

5.2 Seidenfibroinmatrices als Alternative in der Weichgewebschirurgie

In Anbetracht der demographischen Entwicklung, die mit einem steigenden Anteil alterer
Patienten auch in der Implantologie einhergeht, gewinnen Matrices flr den Ersatz von
Weichgewebe zunehmend an Bedeutung. SFM bieten aufgrund ihrer Biokompatibilitat (105)
und mechanischen Festigkeit (107) gute Voraussetzungen, um den hohen Anforderungen in

vielfaltigen Indikationen gerecht zu werden (237, 238).
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Obgleich derzeit autologe Transplantate, insbesondere fiir den Einsatz als Schleimhautersatz
oder zur Weichgewebeverdickung, als klinischer Goldstandard gelten, bedingt eine steigende
Anzahl vorerkrankter Patienten mit Risikofaktoren fir unerwinschte Ereignisse bei der
Eigengewebeentnahme den Bedarf an effektiven Alternativen (239). Der Einsatz xenogener,
allogener oder alloplastischer Matrices ermdglicht eine Reduktion der Operationsdauer und
der postoperativen Morbiditat. Hinsichtlich der Komplikationen sind vor allem Schmerzen,
Schwellungen und Blutungen zu nennen (44, 240). Gleichzeitig sind kommerzielle Matrices
jedoch mit zuséatzlichen Kosten fur 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 fir

eine spatere Implantation gerechtfertigt werden kénnen (241).

Die Anwendung xenogener Matrices in Form von CM und SFM wurde bereits fur 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 kdnnten die in ihrer Zugfestigkeit im rehydrierten
Zustand den CM Uberlegenen SF von Nutzen sein (242). Ha et al. verwendeten fiir 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 fir die GBR verwendeten SFM, die mit 3-Tricalciumphosphat modifiziert
wurden, eine Forderung der Knochenneubildung in Knochendefekten an der Schéadelkalotte
von Kaninchen (105). Weitere Modifikationen kénnten die mechanischen Eigenschaften des
Materials und dessen Integration in das umliegende Gewebe erleichtern und somit das
Indikationsspektrum von SFM uber die bereits genannten Indikationen hinaus erweitern. Fur
eine optimale Integration der Matrices ist jedoch eine suffiziente Neovaskularisation und
immunologische Toleranz von entscheidender Bedeutung, die in dieser Studie mittels

Fluoreszenzmikroskopie, gPCR und Histologie untersucht wurde.

5.2.1 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. Wahrend in der SF-Kontrollgruppe bereits an EDD 10 Gefal3e auf der Matrix
nachgewiesen wurden, wurde bis zu dem Versuchsende keine GefalRReinsprossung 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 héhere Werte fiir den Anteil vaskularisierter
Matrices, die GefalRdichte und die Anzahl an Gefaliverzweigungspunkten.

In Bezug auf die Fluoreszenzmikroskopie war ein Vergleich mit der Literatur aufgrund
variierender Auswertungsmethoden nur eingeschrankt moglich. Die Ergebnisse der mit NaCl
rehydrierten CM wichen teilweise von den Ergebnissen anderer Studien ab (54, 162). Wahrend
in dieser Arbeit in der CM-Kontrollgruppe an EDD 14 keine GefalRe nachgewiesen wurden,
zeigte die von Heimes et al. untersuchte Mucoderm®CM zu diesem Zeitpunkt bereits eine
vaskularisierte Flache von 57 Prozent. In den ROIs wurde eine Gefal3dichte von
0,0016 pm/pm? gemessen und eine durchschnittliche Anzahl von 21
Gefal3verzweigungspunkten festgestellt. Auch Blatt et al. konnten anhand dieser CM bereits
an EDD 12 eine vaskularisierte Matrixfliche 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
Gefaldichte von 6 Prozent. Auf den 0,5 x 0,5 cm grof3en Scaffolds wurden durchschnittlich 40
Gefallverzweigungspunkte gemessen (244). Auch die von Keshaw et al. aus bovinen
Kollagenfasern hergestellten Kollagendiscs wiesen in dem CAM-Assay an EDD 14 Blutgefal3e
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 Flache von
36 Prozent und in den ROIs eine GefaRRdichte von 0,0035pum/um? sowie 7
Gefal3verzweigungspunkte. Luo et al. ermittelten in einem ex ovo CAM-Assay bei SFM
hingegen eine vaskularisierte Matrixflache von 15 Prozent an EDD 15 (133). Die Abweichung
zu dem in dieser Studie an EDD 14 gemessenen Wert konnte unter anderem auf den spéteren
Zeitpunkt der Matrixauflage zurtickzufiihren sein. Wahrend 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 Grinde fur die fehlende Vaskularisation der CM in dieser Arbeit sind bislang ungeklart. Da
fur die SFM die gleiche Kochsalzlésung verwendet wurde, erscheint eine mdgliche
Verunreinigung der Lésung als Ursache fir die ausgebliebene Vaskularisation wenig
wahrscheinlich. Die Vermutung liegt nahe, dass die deutlich groRere Flussigkeitsaufnahme
der CM zu einem Flussigkeitsfilm zwischen der CAM und der CM fihrte, 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 Flissigkeit suffizient

adharierten.
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5.2.2 Diskussion der Ergebnisse der Histologie

Die histologischen Untersuchungen bestatigten die Ergebnisse der Fluoreszenzmikroskopie
in dieser Arbeit. In allen SFM und der mit i-PRF biofunktionalisierten CM konnten mittels
HE-Farbung kleine Gefal3e 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 Mikrogefalle beobachtet. Histologische Vergleiche zwischen
subkutan eingebrachten SFM und der CM Bio-Gide® in Mausen konnten eine beschleunigte
Vaskularisation und Integration von SFM gegeniiber der CM feststellen (247). Eine
transmembranale Vaskularisation wurde in der vorliegenden Arbeit jedoch weder in der CM
noch in der SFM nachgewiesen. Versuche an Mausen und Ratten zeigten, dass die CM je
nach Zusammensetzung hierfiir in der Regel einen Zeitraum zwischen 3 und 8 Wochen
bendtigten (56, 59, 64, 247). Pabst et al. konnten bereits 21 Tage nach der subkutanen
Implantation von Mucoderm®-CM mittels immunohistochemischer CD31-Farbung Mikrogefale
in der Matrix nachweisen (64). Wie bereits in mehreren Studien gezeigt, wurden einwachsende
GefaRe meist in der Ubergangszone der Matrix zu dem umliegenden Gewebe beobachtet,
wobei die GefalRdichte zum Zentrum hin abnahm (54, 250). Des Weiteren liel3 sich die bereits
zuvor beobachtete Infiltration von mononuklearen Zellen in die Randbereiche der Matrices in
dieser Arbeit bestatigen (59, 247). Meinel et al. konnten in Ratten histologisch nachweisen,
dass intramuskulédr implantierte SFM zu einer schwéacheren inflammatorischen Reaktion
fuhrten als die aus bovinen Kollagenfasern eigens hergesteliten CM (250). Die starkere
Gewebereaktion in den CM koénnte eine Ursache fur das Fehlen von Gefal3en 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 gegeniber einer Gewebeinfiltration hindeuten kénnte. Im
Gegensatz dazu wurde bei den SFM keine klare Abgrenzung und eine starkere Infiltration mit
mononuklearen Zellen festgestellt, in deren Folge Ghanaati et al. in ihren Versuchen einen
beschleunigten Matrixabbau beobachteten (247). Das in die SFM eingewachsene
Bindegewebe kdnnte die Neovaskularisation der Matrices beschleunigt haben und somit die
guten Ergebnisse im Hinblick auf die Vaskularisation in den SFM erklaren (33, 247). Weitere
Ursachen fur 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 gréf3ere Hohlraume auf.
Die Porositat und Porengréf3e lassen sich in der Herstellung zwar modifizieren, schienen in
der Literatur jedoch in SFM meist grof3er zu sein als in CM (244, 252-254). So stellten Kohli et
al. in der von ihnen verwendeten CM FirstLink® eine Porositat von 57 Prozent und eine
PorengrofRe von Uberwiegend zwischen 20 und 39 um fest, wohingegen Vishwanath et al. in

hauptséchlich aus SF bestehenden SF/Chitosan-Matrices eine Porositat von 82 Prozent und
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eine Porengrof3e von 70-200 um maflien (244, 253). Auch Bhardwaj stellten in Scaffods aus
SF und Keratin eine Porositat von Uber 85 % fest (254). Fur die Infiltration von umliegenden
Zellen erwies sich eine Porengrof3e von 100-500 um als forderlich (255). Eine zunehmende
PorengroRRe erleichterte auch das Einwachsen von GefalRen (244, 256) und kénnte somit zu
der starkeren Neovaskularisation in den SFM beigetragen haben. In weiterfihrenden Studien
konnte die Anwendung immunhistochemischer Farbungen helfen, einen tieferen Einblick in
den Prozess der Neovaskularisation von SFM zu gewinnen. Spezifische Farbungen wirden
den eindeutigen Nachweis von MikrogefaRen und die ldentifizierung infiltrierender Zellen
ermdglichen und damit zu einem besseren Verstandnis der Immunreaktion in der Matrix

beitragen.

5.2.3 Diskussion der Ergebnisse der gPCR

Um die Unterschiede zwischen SFM und CM auch auf molekularer Ebene zu untersuchen,
wurde eine Genexpressionsanalyse fur die an der Angiogenese und Inflammation beteiligten
Faktoren VEGF, HIF-1a, MMP-13 und NOS2 durchgefihrt. Bei der Interpretation der
Ergebnisse ist zu berucksichtigen, dass das CAM-Gewebe bis EDD 10 eine naturliche hohe
Mitoserate aufweist, die an den Folgetagen rapide abnimmt und die starke Neovaskularisation
in den ersten Entwicklungstagen erklart (231). Die in diesem Versuch mittels gPCR erzielten
Ergebnisse missen daher vor dem Hintergrund der natirlich ablaufenden angiogenen und

inflammatorischen Zusammenhéange bei Hilhnerembryonen betrachtet werden.

Einer der wichtigsten Faktoren in dem Prozess der Neovaskularisation ist der
Wachstumsfaktor VEGF (257). Das dimere Glykoprotein spielt eine Schlisselrolle in der
Entwicklung des vaskularen und hamatopoetischen Systems wahrend der
Embryonalentwicklung und ist sowohl an der Zellproliferation als auch an der Rekrutierung von
Entziindungszellen 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 fir die
Angiogenese ist dabei der von Endothelzellen produzierte Faktor VEGF-A. Das Protein wird
hauptsachlich durch die auf Endothelzellen vorkommende Rezeptor-Tyrosinkinase VEGFR-2
gebunden und l6st anschlieBend eine Signalkaskade aus, bei der es zu
Endothelzellproliferation, Vasodilatation und einer Permeabilitdtssteigerung in Gefalen
kommen kann (227, 257, 259). Daruber hinaus kann der Konzentrationsgradient von VEGF-A
die Richtung des GefalRwachstums beeinflussen, indem er die Migration von endothelialen
Tip-Zellen steuert, welche den Ausgangspunkt fur die Sprossung neuer Gefal3e bilden (260,
261).

In dieser Arbeit konnte in den CM und SFM eine Abnahme der relativen Expression von
VEGF-A um etwa die Halfte zwischen EDD 11 und EDD 14 beobachtet werden (Abbildung 16)
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In vergleichbaren Studien wurde ebenfalls ein Riickgang der VEGF-Expression in diesem
Zeitraum nachgewiesen (214, 215). Baum et al. ermittelten im CAM-Assay an EDD 8 und
EDD 12 die hochsten Werte flr 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 bestétigen lie (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 geringfligig héher 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 fuhrten Vokurka et al. eine gqPCR an Méausen durch und konnten eine minimal erhdhte
VEGF-Expression in der von ihnen auf der oralen Mukosa verwendeten CM (Mucograft®)

gegenlber 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, lasst sich in Ubereinstimmung mit den zitierten Studien,
dadurch erklaren, dass die mRNA-Proben aus embryonalem Gewebe entnommen wurden, in

dem die Expression des Wachstumsfaktors starken Schwankungen unterliegt (227).

Einer der wichtigsten Ausloser fur die Bildung neuer Gefal3e ist die im geschadigten Gewebe
vorherrschende Hypoxie (264, 265). Diese resultiert in der Aktivierung des dimeren
Transkriptionsfaktors HIF, der aus einer sauerstoffregulierten a-Untereinheit und einer
B-Untereinheit besteht (266). Die a-Untereinheit I&sst sich in die Isoformen HIF-1a, HIF-2a und
HIF-3a einteilen (265). Die fur die Neovaskularisation entscheidende Aktivierung von HIF-1a
findet in Makrophagen, Fibroblasten, Keratinozyten und Endothelzellen statt und wird auch
sauerstoffunabhéangig durch die Expression von Wachstumsfaktoren reguliert (55, 265).
Gleichzeitig kann eine vermehrte Sekretion von HIF-la auch eine Stimulation der
VEGF-Expression durch Endothelzellen verursachen, wodurch die Angiogenese gefdrdert
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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Uber 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 bestétigte 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 mdgliche Ursache fir die héhere Expression von HIF-1a in den CM kdénnte die bereits
beschriebene starkere Stimulation von VEGF durch die Matrices sein, welche indirekt die

Expression von HIF-1a férdert.

Die in dem Hihnerei zwischen EDD 10 und EDD 14 relevanten Immunzellen sind Heterophile,
ein  vogelartiges Aquivalent zu menschlichen Neutrophilen, und Zellen der
Monozyten/Makrophagen-Zelllinie (200, 222). Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) sind
zinkabhéangige Endopeptidasen, deren Produktion vor allem durch die letztgenannte Zelllinie
erfolgt. Sie unterstiitzen die Degradation und den Umbau der extrazellularen Matrix und
werden in sechs Klassen unterteilt, die sowohl hemmend als auch stimulierend auf die
Angiogenese wirken kbnnen (269-271). Zijlstra et al. konnten zeigen, dass die Expression von
MMP-13 unter den in dem CAM-Assay identifizierten MMPs am starksten mit dem Beginn der
Angiogenese korreliert (200). Die zu der Klasse der Kollagenasen gehérende MMP-13 wurde
in Hihnerembryonen als direkter Férderer der Neovaskularisation identifiziert und tragt durch
ihre proteolytische Aktivitat maf3geblich zu dem Aussprossen von Gefal3en 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). Wahrend MMP-1, MMP-2,
MMP-3 und MMP-9 Seidenfibroin proteolytisch zersetzen konnen (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 héher exprimiert wurde. Bis EDD 14 sank die
Expression des Enzyms in der CM, wéhrend sie in der SFM leicht anstieg. Ein Rickgang 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 Mausen 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 hthere Expression von

MMP-13 in den CM lasst sich dadurch erklaren, 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 Hiihnern als Entziindungsmediator (281) und wird als
proinflammatorischer Marker verstanden (282, 283). Das Enzym ist ein entscheidender
Bestandteil der Abwehr von Pathogenen und wird wahrend der Phagozytose und Inflammation
starker exprimiert (284-286). Das durch das Enzym synthetisierte NO ist an einer Vielzahl
pathologischer Prozesse wie Entziindungen und Zellschaden beteiligt und gilt als endogener
antiangiogener Mediator (283, 287, 288).

Aufgrund der starken Streuung der Messwerte fur die Expression von NOS2 war eine
Interpretation der Ergebnisse in dieser Arbeit nur eingeschrénkt moglich. Dennoch konnten
sowohl Pipili-Synetos et al. als auch Sax et al. mittels gPCR 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 bestétigte. 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 hohere Expression von 40,77,
waéhrend 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, wahrend 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 zurlickfiihren. Es ist ebenfalls denkbar, dass
die Interaktion zwischen CM und CAM durch den Flissigkeitsfilm 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 Seidenfibroinldsung behandelt wurden, eine verminderte Expression
des proinflammatorischen Markers im Vergleich zu der Anwendung ohne Matrices nachweisen
(286). Dieses Ergebnis bestatigt die in dieser Arbeit beobachtete gute immunologische

Toleranz von Seidenfiboin.
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5.3 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. Fur die Mucoderm®CM wird laut aktueller Studienlage eine Zeitspanne von 10—
20 min bendtigt (60), wahrend entsprechende Daten fur die SFM fehlen. Al-Maawi et al.
konnten bei einer 15-mindtigen Rehydrierungsdauer feststellen, dass in der Mucoderm®-CM,
im Gegensatz zu der Mucograft®-CM, nur die oberflachlichen 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 pm 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). Daruber hinaus wurde in der vorliegenden Arbeit festgestellt,
dass die CM ein Volumen von 19,64 pl speichern konnte, wohingegen die SFM lediglich ein
20-fach geringeres Speichervolumen von 0,74 pl aufwies. Dies kdnnte die Auswirkung der flr
die Biofunktionalisierung verwendeten Substanzen auf die Neovaskularisation in ovo
beeinflussen und die geringen Divergenzen bei der Neovaskularisation zwischen den

SF-Gruppen erklaren.

5.3.1 Einfluss von i-PRF auf die Neovaskularisation und Inflammation

Insbesondere fliissige Eigenblutkonzentrate sind fur das Tissue Engineering von groRem
Interesse. Das autologe Blutkonzentrat PRF wird fur die Rehydrierung von Matrices verwendet
und hat gegenlber anderen Adjuvantien den Vorteil, dass die Herstellung chairside erfolgen
kann. Zudem ist aufgrund des autologen Ursprungs keine nachteilige immunologischen
Reaktion zu erwarten. Fir die Herstellung von i-PRF stehen verschiedene Protokolle zur
Verfigung. Die Zentrifugationszeit der mit vendsem Blut gefullten Kunststoffvakuetten variiert
zwischen 3 und 8 min, wahrend 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 fur 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 Gefal3e detektiert werden. Im Gegensatz zu den
SFM schien die Rehydrierung mit i-PRF bei den CM die Neovaskularisation der Matrix
Uberhaupt erst zu ermdéglichen. In sdmtlichen Gruppen wurden an EDD 12 und EDD 14
hinsichtlich des vaskularisierten Anteils der Matrixflache, der Gefal3dichte und der Anzahl der
Gefallverzweigungspunkte die hochsten Werte in der mit i-PRF biologisierten CM festgestellt
(Abbildung 10Abbildung 13Abbildung 15). Darlber hinaus wies die CM+iPRF-Gruppe an
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EDD 14 eine signifikant grofRere vaskularisierte Matrixflache, Gesamtgefalidichte und Anzahl
an Gefaldverzweigungspunkte 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 fihrt.

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 bestatigen, 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 hohere Anzahl an GefaRen pro mm?,
Gefaldichte und Anzahl an GefalRverzweigungspunkten auf. Blatt et al. detektierten in der mit
PRF behandelten Mucoderm®-CM durchschnittlich 29 GefaRverzweigungspunkte pro mm?
und eine prozentuale Gefalidichte von 31 Prozent. Diese Ergebnisse bekraftigen die in dieser
Arbeit festgestellte proangiogene Wirkung von mit PRF rehydrierter Mucoderm®-CM auf die
Neovaskularisation. Die im Vergleich zu dieser Arbeit beobachteten héheren Messwerte
lassen sich durch die softwaregesteuerte Auswertung in der Arbeit von Blatt et al. erklaren.
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 hohere
GefaRanzahl und Anzahl an Gefal3verzweigungspunkten zwischen den biologisierten und den
nativen CM festgestellt (292). Auch Schroger 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
maogliche Ursache fir die unterschiedlich starke Neovaskularisation in den CM koénnte in
variierenden Materialeigenschaften wie Dicke, Zusammensetzung, Porengré3e 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 vollstandige Penetration mit i-PRF erméglichen, kdnnte zu einer weiteren

Verbesserung der Neovaskularisation fiihren (248).

Die mittels Fluoreszenzmikroskopie ermittelten Werte fiir die Kombination von SFM mit i-PRF
wiesen in diesem Versuch lediglich geringflgige Abweichungen gegeniber 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 Matrixflache, die
GefalRdichte und die Anzahl an GefaRverzweigungspunkten festzustellen, was

maoglicherweise auf die vergleichsweise geringe Speicherkapazitat der SFM zurlckzufihren
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ist. Diese Resultate legen nahe, dass SFM eine, von der Biofunktionalisierung unabhéngige,
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 GefalR3verzweigungspunkten erhéht (263). In einer Studie
an Mausen wiesen Bai et al. fir 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 Matrixflache von
40 Prozent auf. Im Gegensatz dazu konnten Bienert et al. in mit VEGF biofunktionalisierten
SFM keine Erhéhung der Anzahl an GefaRRverzweigungspunkten im Vergleich zu der
unbehandelten SFM feststellen (295). Auch in dieser Arbeit wurde ein proangiogener Effekt
von i-PRF auf SFM nicht bestétigt. Die geringe Speicherkapazitat der Matrix fur flissige
Substanzen wie I-PRF konnte eine mdogliche Ursache daflr sein, dass sich die

Neovaskularisation in der SF+iPRF-Gruppe und der SF-Kontrollgruppe kaum unterschied.

Mittels qPCR wurden an beiden Tagen nur geringfligige Unterschiede in der relativen
Expression der Gene VEGF, HIF-1a, 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
hohere Expression von HIF-1a und MMP-13 in der mit i-PRF rehydrierten SFM kdnnte in
Zusammenhang mit der in der Fluoreszenzmikroskopie besonders frih aufgetretenen
Neovaskularisation in dieser Gruppe stehen. Die vorliegenden Ergebnisse bestétigen die
Vermutung, dass i-PRF, im Gegensatz zu SMP, eine frihe Induktion der Vaskularisation
bewirkt, was insbesondere im Fall der CM auch mit einer ausgepragten,
fluoreszenzmikroskopisch sichtbaren, GefalRdurchbauung einhergeht. Diese Beobachtung
koénnte durch die spezifische, fur eine Gefalineubildung vulnerable Zeit der CAM-Entwicklung

an EDD 11 gegenuber spateren Entwicklungstagen erklart 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 hdhere VEGF-Expression gegeniiber der unbehandelten Matrix feststellen
(246). Eine mdgliche Ursache hierfir konnte die Komplexbildung zwischen VEGF und
Kollagen sein, die zu einer verlangerten Freisetzung des Wachstumsfaktors fuhrt (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 gPCR 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). Dariiber hinaus zeigte
sich klinisch in Knochendefekten, die mit einer CM bedeckt und mit leukozyten- und
plattchenreichem PRF (L-PRF) geflllt waren, das durch 12-minitige 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 fur eine

adaquate Neovaskularisation maf3geblich zu sein.

In einer mit Fibringel rehydrierten SFM konnten Samal et al. in vitro mittels RT-qPCR sieben
Tage nach der Rehydrierung eine signifikant hthere 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
hohere Freisetzung von VEGF nach als in der unbehandelten SFM (295). Diese Ergebnisse
konnten in der vorliegenden Arbeit nicht bestétigt werden, was mdglicherweise auf die geringe
Speicherkapazitat der SFM und die Durchfiihrung des Versuchs in vivo zurtickzufiihren ist.
Um eine langere Wirkdauer und starkere Expression von VEGF auch in SFM zu erzielen,
kénnten 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-1a, 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-f3
und platelet-derived growth factor (PDGF) die Expression von HIF-1a (297, 298) und MMP-13
(299, 300) auf mehreren an der Gewebereparatur beteiligten Zellen steigern kénnen. 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 hohere Expression der Endopeptidase an EDD 11 kénnte in
Zusammenhang mit der Freisetzung von Wachstumsfaktoren durch PRF stehen und
maoglicherweise dadurch erklart werden, dass die proteolytische Aktivitat von MMP-13 in den
bereits frih vaskularisierten Matrices an den spateren EDD nicht mehr erforderlich ist.
Demgegentiber steht die Erkenntnis, dass die Expression des proinflammatorischen Markers
NOS2 durch die beiden Wachstumsfaktoren reduziert wird (302, 303). Diese Ergebnisse
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lassen sich durch die vorliegende Arbeit nicht bestatigen, zumal mittels gPCR weder an
EDD 11 noch an EDD 14 signifikante Unterschiede zwischen den mit i-PRF
biofunktionalisierten und den Matrices der Kontrollgruppe festgestellt wurden.

5.3.2 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. Wéahrend in der mit SMP behandelten SFM bereits ab EDD 12
GefalRe 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
Gefaleinsprossung und Adhasion an die CAM beobachtet werden. Dementsprechend zeigte
die SF+SMP-Gruppe gegentber der mit SMP biofunktionalisierten CM sowohl an EDD 12 als
auch an EDD 14 hohere Werte fir den Anteil vaskularisierter Matrices, die GefaRdichte und
die Anzahl an GefalRverzweigungspunkten. Im Vergleich zu der SF-Kontrollgruppe konnte fir
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 Méglichkeiten und Verfahren fiir 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/ul auf 25 ng/ul abnimmt. Bei héheren
Konzentrationen liel3 sich daher kaum noch ein Unterschied zu der mit NaCl rehydrierten
Kontrollgruppe feststellen. In dieser Arbeit wurde SMP mit NaCl verdunnt und entsprechend
den an der Mucoderm®CM durchgefiihrten Voruntersuchungen von Park et al. in einer
niedrigeren Massenkonzentration von 0,025 ng/ul verwendet (190). Dies kdnnte den kaum
messbaren Effekt der biofunktionalisierten Matrices auf die Neovaskularisation in SFM und

CM erklaren.

In Kombination mit CM konnten in mehreren Studien die Prdsenz von Gefal3en 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 GefaRe auf, in oder unter der Matrix selbst
aufwiesen. Die unterschiedliche Auswertung und Interpretation der Messwerte konnte
erklaren, 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 Mausen mittels histologischer Farbungen eine hdhere
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Anzahl an BlutgefaRen und Endothelzellen in den Ubergangsbereichen der mit SMP
rehydrierten und subkutan implantierten CM zu dem Bindegewebe nach (191). Die BlutgefaRRe
in dem Randbereich infiltrierten jedoch, wie auch in dieser Studie beobachtet, nicht die CM
selbst. Des Weiteren konnte in mehreren Studien ein ausgepragter Saum aus mononukleéaren
Zellen um die bereits erwahnten mit SMP behandelten CM beobachtet werden, der in den
unbehandelten Matrices je nach Studie nicht oder nur in geringerem Ausmalf3 auftrat und als
Anzeichen einer inflammatorischen Reaktion auf die bioaktive Substanz gewertet werden
koénnte (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 moglicherweise auf die durch SMP beschleunigte Degradation von Kollagen
Typ 1 zurtickzufuihren (304). Der Abbau der Matrix konnte eine Inflammation verursachen,

welche die mangelnde Neovaskularisation in der CM+SMP-Gruppe erklaren wirde.

Um die Wirkung von SMP auf molekularer Ebene zu untersuchen, wurde eine
Genexpessionsanalyse fur die an der Angiogenese und Inflammation beteiligten Faktoren
durchgefiuhrt. Hierbei zeigte sich bei den mit SMP biofunktionalisierten CM an EDD 11 und
EDD 14 tendenziell eine leicht niedrigere Expression von VEGF und HIF-1a 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. Fir HIF-1q,
MMP-13 und NOS2 konnte an EDD 14 hingegen eine hthere Expression als in der SF-
Kontrollgruppe beobachtet werden. Zwischen den biologisierten Matrices und der jeweiligen
Kontrollgruppe wurde an keinem der beiden EDD signifikante Expressionsunterschiede fiir die
proangiogenen Marker VEGF, HIF-1a und MMP-13 sowie den Inflammationsmarker NOS2
festgestellt. Da sich auch histologisch keine Anzeichen von Entziindung 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)
bestatigt 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. Dartiber hinaus registrierten
Park et al. in vitro auf mit SMP behandelten CM eine gesteigerte Proliferation der fir 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-1a durch SMP stimuliert wird (308). Dies konnte erklaren, weshalb die Expression von
HIF-1a 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
bestétigt 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 kénnte (310). Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete verhaltnismaRig 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, lasst sich durch die Ergebnisse dieser Studie nicht

bestétigen.

5.4 Ausblick auf mégliche therapeutische Anwendungen

Die in dieser Studie untersuchten SFM stellen eine mogliche Alternative zu autologen
Transplantaten in der Weichgeweberegeneration dar. Wie in dieser Arbeit demonstriert wurde,
weisen sie, unabhangig von ihrer Biofunktionalisierung, gegeniuber herkémmlichen,
unbehandelten CM den Vorteil einer konstant starken Vaskularisation auf. Dartber 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 vollstandig
resorbiert war (105). In Abhangigkeit 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 verkirzt oder verlangert werden (105, 304). Die im Vergleich zu der
verwendeten Mucoderm®-CM deutlich diinnere SFM kénnten klinisch vor allem in der GBR
von Nutzen sein (242, 312). Gegenuber CM weisen SFM den Vorteil einer langsameren
Resorption auf, wodurch sie Knochenersatzmaterialien lAnger in dem Defekt stabil halten und
vor aul3eren Einflissen schitzen konnen (105). Fur 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 diinn zu sein. Dartiber hinaus lasst sich
anhand dieser Arbeit ableiten, dass die Biofunktionalisierung der verwendeten diinnen SFM
nahezu keinen Einfluss auf die Neovaskularisation besitzt. Eine voluminésere Matrix konnte
grolRere Mengen an proliferationsférdernden Substanzen speichern und an das umliegende

Gewebe abgeben.

In zukinftigen Studien ware daher der Vergleich von SFM und CM mit einem &hnlichen

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 0,5mm mit einer
verbesserten Stabilitat einhergeht und in der GBR zu einem vermehrten Knochenaufbau in
dem Scheitelbein von Kaninchen fihrt (313). Um die Problematik der Biofunktionalisierung von
SFM mit i-PRF zu umgehen, ware aulRerdem 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 Stabilitat zu erhdéhen und die
Resorptionsdauer zu verlangern. Smeets et al. erzielten diesbezlglich bereits
vielversprechende Ergebnisse fur die Kombination von SF mit Magnesium (314) und die
Modifikation der Matrices mit 3-Tricalciumphosphat und Hydroxyapatit (105). Auch durch die
Verwendung von Spinnenseide konnte die mechanische Belastbarkeit und Elastizitat der
Matrices verbessert werden (315, 316). Diese Anpassungen kénnten insbesondere fir die

Anwendung von SFM in der GBR und der Rezessionsdeckung von groRem 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 asthetische und funktionelle
Ergebnisse zu freien Schleimhauttransplantaten und werden dartber 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 flihren, 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 Volumenstabilitdt zu ermdglichen, konnten speziell hierfir entwickelte
volumenstabile CM (26, 27) dienen, die im Gegensatz zu der in dieser Arbeit verwendeten
Mucoderm®CM aus quervernetzten Kollagenfasern bestehen. Diese Matrices konnen
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). Fir die Verbreiterung der keratinisierten Gingiva und die Verdickung
des Weichgewebes konnten auch Matrices aus kollagenbeschichteten Seidenfibroinfasern
von Nutzen sein, da sie die Vorteile beider Materialien vereinen und die Wundheilung positiv
beeinflussen kénnen (320, 321).

Wahrend 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

préklinischen Daten, die Kombination mit CM zur Verbesserung der Vaskularisation nicht
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empfohlen werden. In zukinftigen Studien sollten daher auch andere Formen von SMP zur
Biofunktionalisierung untersucht werden. Die hohe Viskositat des Gels, welche eine
Verdinnung desselben im Rahmen dieser Studie erforderlich machte, kénnten die Wirkung
der Substanz abgeschwacht haben. In einer durch Jung et al. durchgefihrten Studie wurde
eine Flussigkeit entwickelt, bei der die Tragersubstanz des Gels durch Essigsdure ersetzt
wurde (322). Im Vergleich zu der Gelform konnte in Ratten eine erhéhte Anzahl an
eingewachsenen GefaRen in der mit der SMP-Flussigkeit rehydrierten und subkutan
implantierten Mucoderm®CM nachgewiesen werden. Auch das flissige SMP-Tragersystem
Osteogain® zeigte in Kombination mit Kollagenschwammen in vitro bereits vielversprechende
Ergebnisse (323) und kdnnte 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. Gegentber autologen Transplantaten entbehren
Fremdmaterialien der Notwendigkeit einer Transplantatentnahme, womit eine entsprechende
Morbiditat fir den Patienten reduziert werden kann. Zudem ist die Anwendung solcher
Matrices mit einer kirzeren Operationsdauer verbunden. Fir eine optimale Integration des
Fremdmaterials in das umgebende Gewebe sind eine ausreichende Vaskularisation und die
immunologische  Toleranz von entscheidender Bedeutung. Zurzeit erhéltliche
Ersatzmaterialien weisen jedoch haufig eine unzureichende Asthetik, 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 herkémmlichen

Materialien darzustellen.

Im Rahmen des Tissue Engineering werden die biologischen Eigenschaften wvon
Ersatzmaterialien durch die Biofunktionalisierung mit proliferationsférdernden 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 fir 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 GefaRRdichte und die Anzahl an Gefal3verzweigungsstellen bestimmt. Erganzt
wurde das visuelle Messverfahren durch die Quantifizierung der Genexpression der
proangiogenen Faktoren VEGF, HIF-1a und MMP-13, sowie des Inflammationsfaktors NOS2
mittels qPCR. Die histologische Aufarbeitung der Proben erfolgte zudem zur exemplarischen

Darstellung der in die Matrices eingewachsenen Gefalie.

Wahrend bei den CM ausschlieRlich in der mit i-PRF biofunktionalisierten Gruppe Gefal3e auf
der Matrix detektiert wurden, zeigten SFM unabhangig von ihrer Biofunktionalisierung eine
konstant starke Vaskularisation. Die Biofunktionalisierung der SFM mit i-PRF und SMP besal}
demnach weder einen wesentlichen Einfluss auf die GefalReinsprossung noch auf die
immunologische Toleranz. Dementgegen fuhrte 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-1a, VEGF,
MMP-13 und NOS2 zwischen den Versuchsgruppen beobachtet.

In Ubereinstimmung mit den bisherigen Studien bestatigen 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 moglicher Ersatzmaterialien in der Hart- und Weichgeweberegeneration
darstellen. Es bedarf jedoch weiterflihrender Studien um den Einfluss des Matrixvolumens auf
die Biofunktionalisierung sowie den moglichen Einsatz in verschiedenen Indikationen der

oralen Regeneration eruieren zu kénnen.
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Anhang

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 Sense Antisense
Sequence
cVEGF-A | Vascular endothelial NM_205042.2 | AGAAAGGCCG | GCAAGTGCGCTCG
growth factor-A GTACAAACCA TTTAACT
CHIF-1a Hypoxie-induzierter NM_204297.1 CCAGCAGTTC | AAATGCTGCTAGCC
Faktor-1a CTCATGCAAT CTTCCC
cMMP-13 Matrix- NM_001293090.1 = TTTGGGCTAT | TAGTATGCAGGATG
Metalloproteinase 13 GAATGGCTAT CGGACA
cNOS2 Nitrox Oxide NM_204961.1 GGCATGATGA | GCCCAATAGCCAC
Synthase 2 GACCCGTAGG CTTCAGT
RPLA4 Ribosomales Protein | NM_001007479.1 -
L4

Tabelle 21: Protokoll gPCR fur RPL4 und VEGF

Schritt Wiederholungen Temperatur Dauer (min:sek)
(°C)
Initiale Denaturierung 1x 95 10:00
& Aktivierung der
Taqg-Polymerase
Denaturierung, 39x 95 0:15
Annealing,
Elongation *0 100
Erstellung der 1x 65-95
Schmelzkurve +0,5 Jeweils 0:05
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Tabelle 22: Protokoll gPCR fiir HIF-1a, MMP-13, NOS2

Schritt Wiederholungen | Temperatur Dauer
(°C) (min:sek)
Initiale Denaturierung & 1x 95 3:00
Aktivierung der Tag-Polymerase
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 (pl)
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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