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Einleitung und Ziel der Dissertation

1 Einleitung und Ziel der Dissertation

1.1 Einleitung

Biokompatible Kollagenmembranen (KM) werden heutzutage haufig im Bereich der
regenerativen Zahnmedizin verwendet. Insbesondere bei der gesteuerten Gewebe- und
Knochenregeneration (Guided Tissue Regeneration, GTR; Guided Bone Regeneration, GBR)
wird ihnen eine zentrale Rolle zugeschrieben (1). Der flr die Geweberegeneration bendtigte
Raum wird dabei erhalten und ermdglicht das Einwandern parodontaler und osteogener
Vorlauferzellen (2). Wesentlich wichtiger ist jedoch die Platzhalter- und Stabilisierungsfunktion,
wodurch das Kollabieren von Weichgewebe in den Defekt verhindert und die Akkumulation
von Wachstumsfaktoren ermdglicht wird (3). Darlber hinaus muissen die verwendeten
Membranen verschiedene biologische und mechanische Qualitaten erflllen, wie
beispielswiese eine hohe Biokompatibilitat, bioaktive und antibakterielle Eigenschaften sowie

eine einfache Handhabung (4).

Eine der groften Einschrdnkungen im Rahmen des Tissue Engineering stellt die
Barrierefunktion der Membran dar, wodurch das Einsprossen von Gefafen verhindert werden
kann. Es resultiert eine mangelnde oder verzogerte Blutversorgung, was letztlich zum Verlust
des Transplantats flihren kann (5-7). Folglich ist eine effiziente Vaskularisierung der
verwendeten Biomaterialien von zentraler Bedeutung um ein langfristiges Uberleben und
Funktion zu gewahrleisten (8). Mdglichkeiten zur Optimierung der Vaskularisierung sind daher
Gegenstand zahlreicher Studien. Vielversprechende Ergebnisse in Hinblick auf die
Verstarkung pro-angiogener Effekte zeigt die Biofunktionalisierung von KM mittels platelet-
rich-fibrin (PRF) (9, 10).

PRF ist ein autologes Thrombozytenkonzentrat und wird am haufigsten in der Zahnmedizin
angewandt (11). Es enthalt aus Thrombozyten gewonnene Wachstumsfaktoren sowie
zahlreiche Botenstoffe wie Zytokine und Hormone. Diese Substanzen tragen mafigeblich zur
Differenzierung mesenchymaler Stammzellen bei und kénnen somit die Angiogenese und
Geweberegeneration wahrend des gesamten Wundheilungsprozesses positiv beeinflussen
(12). Es existieren verschiedene Zentrifugationsprotokolle, welche unter anderem zur Bildung
von advanced-PRF (A-PRF) oder injectable-PRF (i-PRF) verwendet werden. Dabei konnte
festgestellt werden, dass A-PRF eine signifikant grolere Menge an Wachstumsfaktoren
freisetzt als Leukozyten-PRF (L-PRF) (13). Die flissige i-PRF hingegen enthalt im Vergleich

zur A-PRF eine gesteigerte Konzentration an Thrombozyten und Leukozyten (14).

Eine wachsende Bedeutung in Hinblick auf die Beeinflussung des Wundheilungsprozesses
wird dem Polysaccharid Hyaluronsaure zugeschrieben. Dazu zahlen die Verstarkung der

Angiogenese, die Verminderung von Entzindungsprozessen sowie die Regulierung des
1



Einleitung und Ziel der Dissertation

Kollagenumbaus (15). Studien zeigen bspw. den positiven Einfluss von Hyaluronsaure in der
postoperativen Versorgung von Patienten bei zahnarztlichen Eingriffen, wobei unter anderem
das Auftreten von Schwellungen und Kieferklemmen minimiert werden konnte (16, 17). Ein
weiterer Nutzen wurde im generellen Umgang mit chronisch entzindlichen Gingival- und

Parodontalerkrankungen beobachtet (18-20).

1.2 Ziele der Dissertation

Die vorliegende, experimentelle Studie untersucht die Biologisierung von Kollagenmembranen
und dessen Einfluss auf die Vaskularisierung und Angiogenese in ovo. Ziel dieser
Forschungsarbeit ist die weiterfihrende Darstellung und Bewertung der Einflisse der
Biologisierung von Kollagenmembranen (KM) mittels A-PRF auf die Vaskularisierung und die
Angiogenese der Chorio-allantois membrane (CAM) von Huhner-Embryonen Uber einen
Zeitraum von bis zu 120 h nach Insertion der Membran. Dabei steht die Langzeitbeobachtung
bis zu 120 h im Fokus. In einer zweiten Versuchsreihe wird die Vaskularisierung der CAM nach
Einlage biologisierter KM mittels i-PRF oder Hyaluronsaure tber einen Zeitraum von bis zu 72
h untersucht. Die Quantifizierung angiogener Prozesse erfolgt mit Hilfe der IKOSA® CAM
Assay Software (OKML Vision GmbH, Graz, Austria) sowie dem BZII-Viewer und BZII-
Analyzer (KEYENCE, Neu-lsenburg, Germany). Die Ergebnisse dieser Studie sollen im
klinischen Alltag dabei helfen, fundierte Entscheidungen Uber die Art der Biofunktionalisierung

von KM zu treffen.
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2 Literaturdiskussion

2.1 Blutgefale

2.1.1 Anatomie

Histologisch betrachtet zeigen Blutgefale drei Wandschichten — Tunica intima, Tunica media
und Tunica adventitia, welche sich jeweils in ihrer Morphologie und Funktion unterscheiden.
Die Tunica intima bildet die innerste Schicht und ist aus einer Endothelzellschicht, einer
Basallamina sowie einem zellfreien, subendothelialem Raum aufgebaut. Bei Erwachsenen
lassen sich in der Intima von groRen Arterien zudem glatte Muskelzellen und gelegentlich
Lymphozyten oder Monozyten finden (21). Die Intima fungiert dabei als natirliche Barriere.
Sie verhindert sowohl das Eindringen schadlicher Molekile in die GefaRwand als auch die
Adhasion von Leukozyten und Thrombozyten. Zudem setzen die Endothelzellen bioaktive
Substanzen wie bspw. Stickstoffmonoxid (NO) oder Prostaglandin 12 (PGI2) frei. Auf diese
Weise kdnnen sie den vaskularen Tonus modulieren (22). Angrenzend liegt die Tunica media,
deren Hauptbestandteile glatte Muskelzellen und elastische Fasern sind. Abhéngig von der
Zusammensetzung dieser Bestandteile kann zwischen elastischen oder muskuléaren Arterien
unterschieden werden (23). Die elastischen Fasern erhalten die Struktur der Media und
ermdglichen eine Kontraktion. Zudem exprimieren ausgereifte glatte Muskelzellen spezielle
kontraktile Proteine, Signalmolekile und Botenmolekdle, die fur die Kontraktion erforderlich
sind. Im Zuge der Vaskulogenese produzieren diese Zellen groRe Mengen an extrazellularer
Matrix wie bspw. Kollagen, Elastin und Integrine (22, 24). Die Tunica adventitia besteht aus
Bindegewebe, das die Vasa vasorum, adrenerge Nerven und Lymphgefalie beinhaltet. Der
groflte zelluldre Anteil wird von Fibroblasten gebildet, begleitet von Vorlauferzellen und
Immunzellen wie Makrophagen, B- oder T-Zellen sowie dendritischen Zellen (25). Die
Adventitia Ubernimmt urspriinglich eine Barriere- und Stitzfunktion und dient als Gerust fur
sympathische Nervenendigungen und Mikrogefalte (26). Heutzutage wird der Tunica
adventitia auRerdem eine zentrale Rolle bei der vaskularen Entwicklung, Homdostase und

Regeneration sowie der Entstehung von GefalRkrankheiten zugeschrieben (27).

2.1.2 Vaskulogenese

Die Entwicklung des vaskuldaren Systems im Embryo basiert auf zwei unterschiedlichen
Mechanismen, der Vaskulogenese und Angiogenese. Die Vaskulogenese umfasst die de novo
Bildung von Blutgefalen aus Vorlduferzellen mesodermalen Ursprungs, den
Hamangioblasten. Diese bilden sogenannte Blutinseln und differenzieren sich unter anderem
zu hamatopoetischen Stammzellen, die im Gefalllumen lokalisiert sind. Weiterhin entwickeln
sich endotheliale Vorlauferzellen, die auch als Angioblasten bezeichnet werden. Diese sind

hauptsachlich in der Gefaltwand aufzufinden. Im Verlauf fusionieren die Blutinseln und bilden

3



Literaturdiskussion

den primaren Gefalplexus. Es kommt zur Ausbildung des Endokards des Herzens, der
dorsalen und ventralen Aorten sowie der UmbilicalgefalRe. Die Vaskularisierung von Organen
endodermal-mesodermalen Ursprungs wie bspw. der Lunge oder Milz folgt ebenfalls diesem
Prinzip (28-30). Aktuelle Studien belegen zudem die Existenz von endothelial progenitor cells
(EPCs) bei Erwachsenen, die aus dem Knochenmark stammen. Dies kénnte darauf hindeuten,
dass der Mechanismus der Vaskulogenese nicht nur auf die embryonale Entwicklung
beschrankt ist, sondern auch nach der Geburt zur Neovaskularisierung beitragen kann (31,
32). Die molekulare Regulierung erfolgt Uber verschiedene Signalproteine, wobei anfanglich
insbesondere der vascular endothelial growth factor (VEGF) sowie vascular endothelial growth
factor receptor (VEGFR) aktiviert sind. Weitere wichtige Regulatoren sind das Tie-1 und Tie-2
Rezeptor-Liganden-System (33), ,cloche” und ,spadetail® Gene (34) sowie das indian
hedgehog (Ihh) Signalprotein (35). Zudem wurde der Einfluss von transforming growth factor
beta 1 (TGF-f 1) und seinen Rezeptoren (TGF-f R |, TGF-f R Il, Endoglin) bei der

Vaskulogenese beschrieben (36).

2.1.3 Angiogenese

Die Angiogenese beschreibt die Bildung von Blutgefaen aus bereits existierenden Gefallen
und ermdglicht eine Modifizierung des bestehenden GefalRsystems. Die Vaskularisierung von
Organen ektodermal-mesodermalen Ursprungs wie bspw. des Gehirns folgt diesem Prinzip
(28, 29). Die Angiogenese basiert dabei auf zwei unterschiedlichen Mechanismen. Einerseits
erfolgt die Sprossung von neuen Kapillaren aus bestehenden Blutgefalen, wobei es zur
Proliferation und Migration endothelialer Tip-Zellen kommt. Diese befinden sich an den Spitzen
der Kapillaren und geben die Wachstumsrichtung der sprossenden Gefalte vor. Zum anderen
wird bei der intussuszeptiven Angiogenese eine Gewebesaule im Gefalllumen bestehender
GefalRe gebildet, wodurch diese in zwei neue Gefale aufgeteilt werden (37, 38). Die
Regulierung dieser Prozesse auf molekularer Ebene erfolgt unter anderem durch angiogene
Wachstumsfaktoren, darunter fibroblast growth factor 1 und 2 (FGF-1, acidic und FGF-2,
basic), transforming growth factor alpha (TGF-a,) platelet derived growth factor (PDGF),
VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C sowie Interleukin 8 (IL-8). Dartber hinaus wird dem
tie/Angiopoietin-System und Eph-B/ephrin-B System eine entscheidende Rolle in der

Steuerung dieser Mechanismen zugeschrieben (28).

Die Angiogenese ist sowohl an physiologischen als auch an pathologischen Vorgangen
beteiligt (39). Beispielsweise ist die Entwicklung eines funktionalen Blutgefalsystems wahrend
der Wundheilung essenziell. Es ermdglicht den suffizienten Austausch von Sauerstoff und
Nahrstoffen sowie die Beseitigung von Abfallprodukten des Stoffwechsels (40). Die
Angiogenese gilt zudem als wichtiger Bestandteil des Ovarialzyklus und des Wachstums von

Organen (32). Eine fehlerhafte Angiogenese kann jedoch auch zur Entstehung von
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Krankheiten wie Neoplasien, Diabetes, Ischamie oder Hypertonie beitragen. Die Erforschung
der zu Grunde liegenden Mechanismen und Regulierungsmdglichkeiten ist daher von grof3em

wissenschaftlichem Interesse (32, 39).

Eine Mdglichkeit zur Untersuchung der Angiogenese bietet der Chorio-allantois membrane
Assay (CAM-Assay). Er wird zudem in der Tumorforschung, Pharmakologie, Toxikologie sowie
zur Analyse von Gewebetransplantaten angewandt. Die CAM bildet sich bei Vogeln am 4. Tag
der Embryonalentwicklung aus der Allantois und dem Chorion und zeigt eine rapide
Groenzunahme bis Tag 14. Dabei bildet die Membran ein breites Gefal3system aus, wodurch
der Gasaustausch sowie die Entsorgung von Abbauprodukten ermdglicht wird. Der CAM-
Assay gilt als kostengunstige, einfache und reproduzierbare Methode zur Untersuchung von
groen Probenzahlen (29, 41). Auf Grund der fehlenden Innervation der CAM wird
angenommen, dass der Embryo bis Tag 12 kein Schmerzempfinden aufweist. In der EU wird

der CAM-Assay daher gesetzlich nicht als Tierversuch eingestuft (42, 43).

Eine weitere Methode zur Untersuchung der Angiogenese in vivo stellt der Yolk sac membrane
Assay (YSM-Assay) dar (44). Die YSM entwickelt sich zu Beginn der Embryonalentwicklung
aus dem Enddarm und gilt ebenfalls als stark vaskularisiert. An Tag 5 der Inkubation umgibt
die YSM den Dottersack vollstéandig (45, 46). Gleichzeitig beginnt die CAM zunehmend die
Atmungsfunktion des YSM-BlutgefalRnetzwerks zu ersetzen (47). Folglich erstreckt sich der
YSM-Assay im Vergleich zum CAM-Assay uber einen kirzeren Zeitraum und ermdglicht die

Untersuchung von friheren Entwicklungsstadien des Hihnerembryos (44).

2.2 IKOSA®

Die IKOSA® CAM Assay Software (©OKML Vision GmbH, Graz, Austria) bietet eine Mdglichkeit
zur reproduzierbaren Quantifizierung angiogener und anti-angiogener Prozesse. Es handelt
sich um eine Deep Learning Anwendung, die auf der IKOSA Plattform (http://www.ikosa.ai)
verfugbar ist. Mit Hilfe von kunstlicher Intelligenz (Kl) erfolgt eine schnelle, prazise und
automatisierte Analyse des Gefalinetzwerks ohne vorherige Bildbearbeitung. Zudem kdnnen
einzelne oder mehrere Regions of Interest (ROIs) ausgewahlt und analysiert werden. Als
Parameter kdnnen die Gesamtanzahl der erkannten GefalRe, Gesamtflache, Gesamtlange,

durchschnittliche Dicke sowie die Anzahl der Branchingpoints objektiviert werden (48).

Die IKOSA® CAM Assay Anwendung erwies sich bspw. als effektive Methode zur
Quantifizierung der tumorinduzierten Angiogenese im 3D-in-vivo-Tumormodell (49). Zudem
wurde in einer Studie von Salvante et al. (2024) mittels IKOSA® CAM Assay die
Vaskularisierung von Polymer- und Kollagenscaffolds analysiert (50). Faihs et al. (2022)

bezeichneten den Assay als zuverldssiges und praktikables Werkzeug in der
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Angiogeneseforschung. Er kdnnte mdglicherweise die Entwicklung neuer anti-angiogener

Strategien in der Tumortherapie unterstitzen (51).

2.3 Thrombozytenkonzentrate

2.3.1 Thrombozyten

Thrombozyten stellen nach den Erythrozyten den zweithaufigsten Bestandteil im Blut dar (52)
und entstammen von Megakaryozyten aus dem Knochenmark. Die Blutplattchen spielen eine
wichtige Rolle in der ersten Phase der primaren Hamostase, in der es zur Anheftung,
Aktivierung und Aggregation der Zellfragmente kommt. Dieser komplexe Prozess bewirkt eine
Blutstillung und bietet die Grundlage fiur eine Wundheilung. Thrombozyten bilden allerdings
nicht nur einen Bestandteil des hamostatischen Systems, sondern beeinflussen auch die
Angiogenese, Entziindungsprozesse, virale und bakterielle Abwehrmechanismen sowie die

Geweberegeneration (53).

Die Regulierung angiogener Prozesse erfolgt auf vielfaltige Weise. Blutplattchen sezernieren
o-Granula, die wiederum pro- und anti-angiogene Proteine enthalten (54). Zu den wichtigsten
pro-angiogenen Proteinen gehdéren VEGF, FGF, PDGF, epidermal growth factor (EGF),
insulin-like growth factor (IGF), basic fibroblast growth factor (bFGF) sowie TGF- (55).
Beispielsweise reguliert VEGF-A die Proliferation, Migration und Sekretion endothelialer Zellen
(56), wahrend TGF-B das Wachstum von Fibroblasten anregt und somit die Produktion von
Kollagen | und Il férdert (55, 57). Daruber hinaus kdnnen Thrombozyten mit bereits
differenzierten Zellen wie Leukozyten, aber auch mit Stammzellen interagieren. Es konnte
gezeigt werden, dass angeheftete Blutplattchen moglicherweise die chemotaktische
Stimulation und Ansiedlung endothelialer Vorlauferzellen bewirken und mit hdmatopoetischen
Stammzellen Uber PF4 kommunizieren (55). AuBerdem sezernieren Thrombozyten
Mikropartikel, welche die Proliferation und Migration von Endothelzellen férdern und zur
Ausbildung von Réhrenstrukturen flihren (58). Blutplattchen regulieren zudem grundlegende
Mechanismen der Geweberegeneration und Reparatur. Die Steuerung der Angiogenese im
geschadigten Gewebe spielt dabei eine entscheidende Rolle. Darlber hinaus setzen
Thrombozyten Zytokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren wie bspw. stromal-derived
growth factor 1 (SDF-1) und hepatocyte growth factor (HGF) frei, welche die Migration und
Proliferation von Fibroblasten, Leukozyten, glatten Muskelzellen und mesenchymalen
Stammzellen férdern. Diese Zelltypen sind wesentlich an den Vorgangen der Wundheilung
beteiligt. Weiterhin kdnnen Blutplattchen das Verhaltnis zwischen Apoptose und Zelliberleben
beeinflussen und somit die Pathogenese des geschadigten Gewebes steuern (59).
Thrombozyten beeinflussen aktiv das Entzindungsgeschehen, indem sie pro-

inflammatorische Molekille wie zum Beispiel P-selectin, CD40L oder Metalloproteinasen
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sezernieren. Zusatzlich férdern Thrombozyten die Immunabwehr, indem sie mit Viren und
Bakterien interagieren und diese aufnehmen. Die Blutplattchen setzen antimykotische und

antimikrobielle Proteine frei und modulieren die Produktion entziindlicher Zytokine (60).

Aktuelle Studien belegen zudem einen Zusammenhang zwischen der Thrombozytenfunktion
und der Entstehung von Neoplasien, Diabetes, Entzindungen, neurologischen Erkrankungen

oder kardiovaskularen Erkrankungen (61, 62).

2.3.2 Geschichte der Thrombozytenkonzentrate

Die Anwendung von Thrombozytenkonzentraten geht auf die Entwicklung des Fibrinklebers
zurlck, welcher die Hamostase und Wundheilung unter Zugabe von Thrombin und Calcium
auf natlrliche Weise fordert (63). Die adhasiven Eigenschaften von Fibrin wurden bereits im
Jahr 1909 von Bergel beschrieben (64). 1972 dokumentierten Matras et al. erstmalig die
Anwendung von Fibrinklebern zur Regeneration von peripheren Nervenfasern im Menschen
(65). Diese waren jedoch auf Grund ihrer Herkunft aus grofen Plasmabanken oder
Krankenhausern mit einem erhéhten Risiko fiir die Ubertragung viraler Infektionen verbunden.
Aus diesem Grund riickte die Anwendung autologer Fibrinkleber in den Vordergrund. Diese
brachten jedoch weiterhin die Problematik eines komplexen und teuren Herstellungs- und
Verwaltungsprozesses mit sich (63, 66). So musste bspw. die Blutspende der Patienten
mindestens drei Tage vor dem geplanten Eingriff vorliegen. Zudem waren strenge Kriterien

hinsichtlich Alter, Gewicht, Himoglobin- und Gesundheitsstatus des Spenders zu erflillen (67).

In der weiteren Entwicklung entstand Platelet-Rich-Plasma (PRP), eine autologe Modifikation
des Fibrinklebers (68). PRP ist ein Plattchenkonzentrat der ersten Generation, das mit bis zu
95 % einen grofen Anteil an Thrombozyten aufweist (52). Der Begriff PRP wurde erstmals in
der Transfusionsmedizin eingefuhrt, als Kingsley im Jahr 1954 die Anwendung von PRP zur
Behandlung von schweren Thrombopenien beschrieb (69). Im Jahr 1997 dokumentierten
Whitman et al. die erfolgreiche Anwendung eines autologen Thrombozytengels in der Mund-,
Kiefer- und Gesichtschirurgie. Dies erforderte die Entnahme von 450 ml Vollblut unmittelbar
vor der Operation, ein zweistufiges Zentrifugationsverfahren sowie die Zugabe von Aktivatoren
wie bspw. Thrombin (67). Von besonderem Interesse war eine Studie von Marx et al. aus dem
Jahr 1998, in der gezeigt werden konnte, dass die Anwendung von PRP das Wachstum und
die Dichte von Knochentransplantaten im Vergleich zur Kontrollgruppe férdern konnte (70).
Die Verwendung von PRP ging jedoch auch mit Risiken einher. So umfasste die Herstellung
unter anderem die Aktivierung mittels Thrombin oder Calciumchlorid, wodurch die Freisetzung
der Granula sowie die Quervernetzung von Fibrin induziert wurde. Das haufig zugesetzte
Rinderthrombin konnte jedoch einen Anstieg der AntikOrper gegen die menschlichen
Gerinnungsfaktoren V und XlI bewirken und somit Gerinnungsstérungen oder allergische

Reaktionen verursachen (52, 63). Weitere Nachteile waren hohe Kosten, lange
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Verarbeitungszeiten sowie mangelhafte mechanische Eigenschaften. Dazu zahlten bspw. ein
niedriges Elastizitatsmodul sowie eine schnelle Fibrinolyse und Auflésung nach Applikation im
Gewebe (68). Im Jahr 1999 beschrieb Anitua die Vorteile der Anwendung von plasma rich in
growth factos (PRGF) bei der Regeneration von Knochen und Weichgewebe (71). Die
Blutplattchen wurden dabei allerdings nur unvollstandig aktiviert und es wurden niedrige Level

an Wachstumsfaktoren freigesetzt (72).

2.3.3 Platelet-Rich-Fibrin

Im Jahr 2001 entwickelten Choukroun et al. ein autologes Plattchenkonzentrat der zweiten
Generation, das als Platelet-Rich-Fibrin (PRF) oder Leukozyten-PRF (L-PRF) bezeichnet wird
(66, 73). Im Gegensatz zu PRP wird bei der Herstellung von PRF auf die Zugabe von
Antikoagulantien wie bspw. Rinderthrombin verzichtet. PRF gilt somit als rein autologes
Thrombozytenkonzentrat. Folglich kann das Risiko einer Immunreaktion und die Ubertragung
von Krankheiten minimiert werden. Es kommt zur Ausbildung eines gelartigen Fibrinclots (74),
der als dreidimensionales Gerust fir Leukozyten und Thrombozyten fungiert (53). Die
Sekretion von Wachstumsfaktoren aus den Alpha-Granula der Thrombozyten bildet den
grundlegenden Mechanismus der PRF-Therapie (74). Deren férderliche Eigenschaften in
Hinblick auf die Wundheilung, Angiogenese und Geweberegeneration wurden bereits in
Kapitel 2.3.1 erlautert. Kobayashi et al. (2016) zeigten, dass PRF konstant Wachstumsfaktoren
Uber einen Zeitraum von zehn Tagen freisetzt (13). Daraus ergibt sich ein wesentlicher Vorteil
gegenuber PRP, welches bereits innerhalb der ersten Stunde den groften Anteil an
Wachstumsfaktoren sezerniert (72). Darlber hinaus weist PRF im Vergleich zu PRP hohere
Konzentrationen an Leukozyten auf (53). Leukozyten setzen lymphogene und angiogene
Faktoren frei, die an der zellularen Kommunikation wahrend der Geweberegeneration beteiligt
sind. Zudem beeinflussen Leukozyten die Interaktion zwischen Vorlauferzellen und
mesenchymalen Stammzellen wahrend der Knochenbildung (75). Zu den weiteren Vorteilen
der PRF-Anwendung zahlen reduzierte Kosten sowie ein vereinfachtes, standardisiertes

Herstellungsprotokoll (siehe Kapitel 2.4) (76).

PRF wird unter anderem in der Dermatologie, Sportmedizin, plastischen Chirurgie,
Schmerzmedizin sowie Urologie eingesetzt. In der Mund- und Kieferchirurgie ist die
Anwendung von PRF ebenfalls weit verbreitet (53). Dabei steht der positive Effekt von PRF-
Membranen auf die weichgewebliche Regeneration im Fokus (77). Roy et al. (2011) zeigten
bspw., dass die Anwendung einer PRF-Matrix die Proliferation endothelialer Zellen induzieren
und die Angiogenese in chronischen Wunden fordern konnte (78). Eine weitere Studie
untersuchte den Einfluss von Titanium-PRF (T-PRF) im Mausmodell wahrend der
Wundheilung. Dabei induzierten T-PRF-Membranen die Bildung von neuem Bindegewebe

innerhalb eines Zeitraums von 30 Tagen (79). Weiterhin dokumentierten Pathak et al. (2015),
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dass die Abdeckung von oberflachlichen Wunden der Mundschleimhaut mit PRF den
Wundheilungsprozess férdern konnte (80, 81). Die Anwendung von PRF nach
Zahnextraktionen erwies sich ebenfalls als vorteilhaft. Nach der Entfernung der
Weisheitszahne konnte bspw. die Haufigkeit einer alveolaren Ostitis sowie das Auftreten
postoperativer Schmerzen im Vergleich zur Kontrollgruppe verringert werden. Darlber hinaus
kann PRF in der Implantologie zur maxillaren Sinusbodenaugmentation genutzt werden (53).
In einer Studie von Mazor et al. (2009) wurde PRF als alleiniges Flllmaterial bei lateralen
Sinuslift-Operationen mit gleichzeitiger Implantation eingesetzt. Nach 6 Monaten zeigten
sowohl radiologische als auch histologische Untersuchungen ein hohes Volumen an naturlich
regeneriertem Knochen (82). Zudem wurde die Anwendung von PRF bei der Rekonstruktion
von alveolaren Spalten untersucht. Die Kombination von PRF mit autologem Knochen fuhrte
dabei zu einer signifikant hdheren Knochenneubildung als in der Kontrollgruppe (83). In einer
Studie von Assad et al. (2017) konnten Mund-Antrum-Verbindungen erfolgreich mit PRF
verschlossen werden (84). Aulerdem erwies sich PRF bei der Behandlung von
Medikamenten-assoziierten Kiefernekrosen als vorteilhaft. PRF-Membranen kdnnten
demnach als effektive Methode zur Abdeckung von freiliegendem Kieferknochen angesehen
werden (85-87). Bei der Rezessionsdeckung hingegen zeigten PRF-Membranen nicht die
gleiche Wirksamkeit wie porcine Kollagenmembranen oder Bindegewebstransplantate (77).
Die Kombination von PRF mit Biomaterialien wie Fibrinklebern, Gelatine-Nanopartikeln oder
Kollagenmembranen wird daher in zahlreichen Studien untersucht und zeigt

vielversprechende Ergebnisse (88-90).

2.4 Zentrifugationsprotokolle

Das klassische Protokoll zur Herstellung von PRF nach Choukroun et al. erfordert die
Entnahme von etwa 10 ml vendsem Blut, das in sterilen Glasréhrchen ohne Zugabe von
Antikoagulantien gesammelt wird. Die Zentrifugation des Bluts erfolgt bei 2700
Umdrehungen(U)/Minute fir eine Dauer von 12 Minuten. AnschlieRend lassen sich im
Glasréhrchen drei verschiedene Schichten erkennen: Oben befindet sich plattchenarmes
Plasma, mittig ein PRF-Clot und unten eine Basis aus roten Blutkdrperchen. Der Fibrinclot
kann entweder direkt verwendet oder bspw. mit Hilfe einer PRF-Box zu einer Membran geformt
werden (72).

Im Verlauf wurden verschiedene Modifikationen des urspriinglichen Protokolls entwickelt, um
die Eigenschaften von PRF zu optimieren. Ghanaati et al. (2014) beschrieben erstmalig die
Herstellung von advanced-PRF (A-PRF). Dabei erfolgt die Zentrifugation in sterilen,
glasbasierten Vakuumroéhrchen bei 1500 U/Minute fir eine Dauer von 14 Minuten. In der
Studie wurde unter anderem gezeigt, dass A-PRF im Vergleich zu Standard-PRF (S-PRF)
(2700 U/Minute, 12 Minuten) eine héhere Anzahl an Thrombozyten aufweist. Weiterhin konnte

9



Literaturdiskussion

im distalen Teil des Fibrinclots eine héhere Préasenz von neutrophilen Granulozyten festgestellt
werden, welche zur Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen beitragen.
Demensprechend kénnte A-PRF im Vergleich zu S-PRF eine bessere Wirkung auf die
Regeneration von Hart- und Weichgewebe aufweisen (91). A-PRF setzte zudem eine
signifikant grolkere Menge an Wachstumsfaktoren und Proteinen frei als PRF und PRP,
gemessen Uber einen Zeitraum von bis zu zehn Tagen (13). Fujioka-Kobayashi et al. (2017)
entwickelten eine weitere Modifikation, bekannt als A-PRF+ (1300 U/Minute, 8 Minuten). Es
konnte gezeigt werden, dass A-PRF+ im Vergleich zu L-PRF und A-PRF signifikant hdhere
Mengen an Wachstumsfaktoren freisetzt, darunter TGF-1, epidermal growth factor sowie
insulin-like growth factor. Dartiber hinaus wiesen sowohl A-PRF+ als auch A-PRF signifikant
hoéhere Niveaus bei der Proliferation und Migration menschlicher Fibroblasten auf. Gingivale
Fibroblasten, die mit A-PRF+ kultiviert wurden, zeigten zudem signifikant hohere Level von
PDGF, TGF-B und collagen1 messenger RNA (mRNA) nach drei und sieben Tagen (92).
Injectable-PRF (i-PRF) gilt als eine der neusten Entwicklungen im Bereich von PRF-
Technologien und wurde erstmals von Mouréo et al. im Jahr 2015 beschrieben (93). Das Blut
wird in Plastikréhrchen gesammelt, deren hydrophobe Oberflache eine effiziente Aktivierung
von Gerinnungsprozessen verhindert. Nach der Zentrifugation (700 U/Minute, 3 Minuten) zeigt
sich i-PRF als gelbliche Schicht im oberen Bereich des Plastikréhrchens und kann
anschlielend aspiriert werden. Die Moglichkeit zur Injektion stellt einen wichtigen Unterschied
im Vergleich zur klassischen PRF dar, die in Form eines Gels vorliegt. I-PRF kommt unter
anderem bei Kniegelenksoperationen, Osteoarthritis, Sehnen- und Bandverletzungen, Akne,
Haarausfall sowie Facelift-Operationen zum Einsatz. Weiterhin besteht die Mdglichkeit der
Biologisierung von Membranen mittels i-PRF oder die Kombination  mit
Knochentransplantaten. Diese weisen folglich sowohl osteokonduktive als auch osteoinduktive
Eigenschaften auf. Es kdbnnen Wachstumsfaktoren freigesetzt werden, was eine effizientere
Knochenbildung bewirken kann. Zudem kann das Abschwemmen der Transplantate im
Gewebe verringert werden, da sie fest in der Fibrinmatrix eingebettet sind (72). Eine Studie
von Miron et al. (2017) zeigte, dass i-PRF im Vergleich zu PRP signifikant hdhere Level an
Wachstumsfaktoren Gber einen Zeitraum von zehn Tagen freisetzte. I-PRF induzierte zudem
eine hohere Fibroblastenmigration und wies hoéhere Level an PDGF, TGF- und collagen1
mRNA auf (94). Daruber hinaus zeigte i-PRF im Vergleich zu L-PRF und A-PRF die héchsten

Konzentrationen an Thrombozyten und Leukozyten (14).

2.5 Hyaluronsaure

Hyaluronsaure (HA) ist ein naturlich vorkommendes Polysaccharid und gehért zu der Gruppe
der Glykosaminoglykane (95). Es besteht aus einer Kette von sich wiederholenden

Disaccharid-Einheiten, die aus den Glucosederivaten R-D-Glucoronsaure und N-Acetyl-D-
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Glucosamin gebildet werden (96). HA bildet einen wichtigen Bestandteil des menschlichen
Korpers. Sie macht bei einem Erwachsenen mit einem Kérpergewicht von 70 kg einen Anteil
von etwa 15 g aus (97). HA Iasst sich sowohl in der Haut und im Bindegewebe als auch in der
Gelenkflussigkeit, im Glaskorper des Auges oder in der Nabelschnur finden (96). Zu den
positiven Eigenschaften zahlen bspw. eine hohe Biokompatibilitat, biologische Abbaubarkeit
und Hydrophilie. Zudem gilt HA als leicht modifizierbar und nicht-immunogen (98). HA kann
den Wundheilungsprozess positiv beeinflussen, indem sie die Migration, Proliferation und
Adhasion von Fibroblasten férdert und die Kollagenproduktion stimuliert (99). Studien belegen
zudem forderliche Eigenschaften in Hinblick auf die Angiogenese, die einen wichtigen
Bestandteil der Proliferationsphase wahrend der Wundheilung darstellt (100, 101). HA wird
daher in topischen Formulierungen bei der Behandlung von Hautreizungen, Schurfwunden,
Schnitten, Verbrennungen oder Geschwiren eingesetzt (99, 102). Wahrend der Wundheilung
nach zahnarztlichen Eingriffen hat sich die Anwendung von HA ebenfalls als vorteilhaft
erwiesen. Koray M. et al. (2014) dokumentierten, dass die Anwendung eines Hyaluronsprays
nach Entfernung der Weisheitszahne das postoperative Auftreten von Schwellungen und
Kieferklemmen minimieren konnte, verglichen mit der Anwendung eines 0,15 % Benzydamin
hydrochlorid Sprays (16). Araujo Nobre et al. (2007) untersuchten die Anwendung eines CHX-
und HA-Gels nach Implantation und betrachten dabei die Blutungsindizes des umgebenden
Hart- und Weichgewebes. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Anwendung von HA-Gel
signifikant niedrigere Blutungsindizes bewirkte, als dies bei der Kontrollgruppe mit CHX-Gel
der Fall war. Eine Anwendung von HA in den ersten zwei Monaten der Wundheilungsphase
wurde als mdglicherweise vorteilhaft angesehen (17). HA gilt auRerdem als nutzliche
adjuvante Therapieoption bei der Behandlung von Gingivitis und Parodontitis. Jentsch et al.
(2003) berichteten, dass die topische Anwendung eine 0,2 % HA-Gels den approximal plaque
index (API), den papillary bleeding index (PBI) oder Variablen des gingival crevicular fluid
(GCF)-Index positiv beeinflussen konnte (19). Weiterhin zeigten Sahayata et al. (2014), dass
sich die Applikation eines 0,2 % HA-Gels in Kombination mit Scaling und taglicher Zahnpflege
positiv auf den PBI sowie den gingival index (Gl) bei der Behandlung von entziindeter Gingiva
auswirkte (103). Die topische Anwendung von HA zur Behandlung oraler Ulzera wird ebenfalls
diskutiert (20). HA und ihre synthetischen Derivate werden zudem eingesetzt, um
Wirkstofftransporte von Arzneimitteln zu optimieren. Die Konjugation von aktiven Wirkstoffen
mit HA wird unter anderem zur Entwicklung von Pro-Drugs mit verbesserten chemischen und
physikalischen Eigenschaften, erhdhter Stabilitdt sowie therapeutischer Breite genutzt (99).
HA gilt ebenfalls als wichtiger Bestandteil der Tumorforschung. Parashar et al. (2018)
beschrieben, dass mit HA modifizierte Naringenin-Polycaprolacton (PCL)-Nanopartikel besser
durch die Krebszellen in vitro aufgenommen werden konnten. Die Freisetzung von

Medikamenten und die Chemopravention konnte demnach durch die Beschichtung mittels HA
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positiv beeinflusst werden (99, 104). Zudem wird HA in kosmetischen Formulierungen wie
Gels, Seren oder Emulsionen eingesetzt und gilt als beliebte Methode zur Faltenunterspritzung
(99).

2.6 Guide Bone/Tissue Regeneration

Die gesteuerte Gewebe- und Knochenregeneration (Guided Tissue Regeneration, GTR;
Guided Bone Regeneration, GBR) beschreibt ein weit verbreitetes Verfahren in der
Zahnmedizin. Dabei wird unter Anwendung von Leitstrukturen wie bspw. biokompatiblen
Kollagenmembranen die Regeneration von geschadigtem Knochen und Gewebe angestrebt
(105). In der Theorie fungiert die Membran als physikalische Barriere, welche das Eindringen
von Weichgewebe in den Defekt verhindert, wahrend osteogene Vorlauferzellen aus dem
angrenzenden Gewebe einwandern kénnen (106). Im Fokus aktueller Studien steht jedoch
vielmehr die durch die Barrieremembran gegebene Stabilitdt, wodurch das Kollabieren von
Weichgewebe und das Einwandern nicht-osteogener Zellen in den Defekt verhindert wird.

Zudem wird die Akkumulation von Wachstumsfaktoren begunstigt (3).

Die Techniken der GBR und GTR basieren urspriinglich auf Studien aus dem Bereich der
Parodontologie aus den frihen 1980er-Jahren. So zeigten Nyman S. et al. (1982), dass unter
Verwendung eines Millipore-Filters die Regeneration von zuvor verloren gegangenem Gewebe
wie Kollagenfasern oder Knochen moglich ist (107). In der Mitte bis Ende der 1980er-Jahre
wurde die GTR unter Verwendung von expandierten Polytetrafluorethylen (ePTFE)-
Membranen beschrieben (108-110). Diese etablierten sich als Standardmembranen in der
weiteren Entwicklung von GTR- und GBR-Techniken (111). Nyman S. et al. (1990)
beschrieben erstmals die Technik der GTR zur Regeneration von Alveolarknochen im
Zusammenhang mit der Platzierung von Titan-Zahnimplantaten. Dabei konnte gezeigt werden,
dass die Platzierung von Teflon-Membranen Uber Implantaten eine Besiedlung des Defekts
mit Zellen, welche nicht aus dem umliegenden Knochengewebe stammen, verhindern konnte
(112). Wahrend die GBR zunéachst nur bei horizontalen Knochenaugmentationen angewandt
wurde, kam sie einige Jahre spater auch bei der vertikalen Kammaugmentation (vertical ridge

augmentation) zum Einsatz (111, 113).

Bei der Anwendung dieser Techniken traten jedoch auch Komplikationen auf. Dazu zahlte die
Exposition der Membranen, was ein erhohtes Infektionsrisiko mit sich brachte. Zudem konnten
die Membranen in die Knochendefekte kollabieren. Die Techniken der GBR und GTR sowie
die Eigenschaften der verwendeten Membranen wurden daher fortlaufend optimiert (111). So
ist bspw. das Spektrum an Membranen, das heutzutage bei der GBR zum Einsatz kommt,
sehr umfangreich. Dazu gehdéren resorbierbare und nicht-resorbierbare synthetische

Membranen aus Polyglycolic acid (PGA) und Trimethylencarbonat oder Polytetrafluorethylen
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(PTFE). Zudem existieren Membranen xenogenen Ursprungs, wobei die derzeit am
haufigsten verwendeten Membranen aus Kollagen bestehen (3). Dabei lassen sich native und
kreuzvernetzte Kollagenmembranen unterschieden. In den nativen Kollagenmembranen bleibt
die naturliche Kollagenstruktur des urspriinglichen Gewebes erhalten, was unter anderem eine
hohe Zug- und ReilRfestigkeit gewahrleistet. Der wesentliche Nachteil besteht darin, dass sie
im Gewebe schneller abgebaut werden und somit die Knochenregeneration beeintrachtigt
werden kann. Um die Widerstandsfahigkeit gegen Abbauprozesse und die Effektivitat der
Kollagenmembranen zu optimieren, kann eine Vernetzung der vorhandenen Kollagenfasern
erfolgen. Dies geschieht bspw. mit Hilfe von ultraviolettem Licht, Glutaraldehyd oder

enzymatischer Ribosevernetzung (114).

2.7 Kollagenmembranen

Kollagene sind Proteine, welche mit etwa 30 % den Hauptanteil der Gesamtproteinmasse bei
Saugetieren darstellen (115) und einen wesentlichen Bestandteil der Struktur von Haut,
Sehnen, Knorpel, Knochen und BlutgefalRen bilden (116). In der Literatur werden 29
verschiedene Kollagentypen unterschieden, welche mit romischen Ziffern von | bis XXIX
gekennzeichnet sind (117). Dabei spielen im medizinischen Kontext insbesondere die
Kollagentypen | bis V eine wichtige Rolle. Wahrend Typ | Kollagen in der Skelettstruktur,
Bandern, Sehnen und der Haut aufzufinden ist, weisen Knorpel- und Augengewebe einen
hohen Anteil an Kollagen Typ Il auf. Typ Il Kollagen stammt von Leber- und Lungengewebe
sowie arteriellen BlutgefaBen. Typ IV lasst sich im Nierengewebe auffinden und Typ V ist

insbesondere auf der Oberflache von Zellen und Haaren lokalisiert (118).

Das wichtigste gemeinsame Strukturmerkmal der Kollagene ist eine rechtsgangige Triplehelix,
welche aus drei Polypeptidketten aufgebaut ist. Diese sogenannten a-Ketten kdnnen je nach
Kollagentyp aus 662 bis 3152 Aminosauren zusammengesetzt sein und bilden Homo- oder
Heterotrimere aus. Die a-Ketten weisen repetitive Gly-X-Y Sequenzen auf, wobei die
Aminosauren Prolin und 4-Hydroxyprolin haufig an Position X und Y lokalisiert sind (115). Die
Anwesenheit von Glycin an jeder 3. Position ermdglicht eine kompakte Anordnung (119) und
ist gemeinsam mit  dem hohen Gehalt an Prolin, 4-Hydroxyprolin,
Wasserstoffbrickenbindungen und elektrostatischen Wechselwirkungen essentiell fur die
Stabilitat des Kollagenkomplexes (115). Die Anordnung benachbarter Kollagenmolekdle fihrt
zur Ausbildung von Kollagenfibrillen, welche sich abhangig vom jeweiligen Gewebe in ihrer
Struktur und Funktion unterscheiden. So sind bspw. vergleichsweise schmale Kollagenfibrillen
im Bereich der Cornea in Form eines orthogonalen Gitters angeordnet. Somit kann sowohl
ausreichend Stabilitdt als auch Transparenz gewahrleistet werden. Als Bestandteil von
Sehnen hingegen sind die Kollagenfibrillen als parallele Bindel aufzufinden und spielen eine

wichtige Rolle bei der Ubertragung von Kréaften zwischen Muskeln und Knochen (120). Die
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Gewinnung von Kollagen erfolgt insbesondere aus natlrlichen Tier- oder Pflanzenquellen
(118). Dabei stellen Rinderhaute und -sehnen, Schweinehdute oder Rattenschwanze die
gangigsten Quellen dar. Dartiber hinaus kann Kollagen auch aus maritimen Lebensformen wie
Schwammen oder Fischen gewonnen werden (119). Die Produktion von synthetischem
Kollagen bietet eine zusatzliche Perspektive, wobei rekombinante Technologien unter Einsatz

von bspw. Bakterien, Hefen oder Insekten verwendet werden (118).

Kollagene weisen eine Vielzahl vorteilhafter Eigenschaften auf, wie bspw. eine hohe
Biokompatibilitdt, biologische Abbaubarkeit, Hydrophilie, eine geringe Immunaktivitat,
ausgezeichnete mechanische Qualitaten sowie die Fahigkeit, die Geweberegeneration positiv
zu beeinflussen. Weiterhin werden den Kollagenen férderliche Eigenschaften hinsichtlich
Zelladhasion, -wachstum, -differenzierung und -migration zugeschrieben. Die Anwendung
kollagenbasierter Materialien erfahrt daher insbesondere im Bereich der Biomedizin groRen
Zuspruch. Dort werden sie bspw. in Form von Gels in der Kosmetik, bei Wirkstofftransporten
von Medikamenten oder als Glasersatz im Auge eingesetzt. Kollagen-Schwamme finden
Anwendung als Wundauflagen, hamostatische Mittel, Hautersatz oder in der starren
Knochenreparatur. Als Kollagenmembranen werden sie unter anderem bei der Dialyse, als
Hautklebestoffe oder im Bereich der Geweberegeration genutzt (117). In der regenerativen
Zahnmedizin, insbesondere bei Techniken wie der GBR, ist die Anwendung resorbierbarer
Kollagenmembranen weit verbreitet (1), weshalb diese im Folgenden genauer beleuchtet

werden sollen.

Ein erheblicher Vorteil der resorbierbaren Kollagenmembranen besteht darin, dass auf einen
zweiten operativen Eingriff zur Entfernung der Membranen verzichtet werden kann. Dies tragt
zur Verringerung der Morbiditatsrate der Patienten bei. Zudem kdnnen Kollagenmembranen
im Fall einer Exposition zlgig resorbiert werden, wodurch das Risiko einer bakteriellen
Kontamination und Infektion minimiert wird (114). Ein weiterer Vorteil liegt in ihrer Fahigkeit,
den Wundheilungsprozess positiv zu beeinflussen. Dabei férdern sie die Anlagerung von
Thrombozyten sowie die Bildung des Fibrinnetzes. AuRerdem kénnen sie die chemotaktische
Stimulation von Fibroblasten bewirken. Kollagenmembranen verstéarken die Verbindung und
Anlagerung von Epithel- und Bindegewebszellen auf ihrer Oberflache und unterstitzen somit
den Wundverschluss (121). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Kollagenmembranen von
Zellen und Knochen freigesetzte Wachstumsfaktoren wie bspw. Transforming Growth Factor-

beta (TGF-B) aufnehmen kénnen und somit die Knochenregeneration férdern.

Resorbierbare Biomaterialien stellen gleichzeitig eine groRe Herausforderung dar, da die
Zeitspanne fir die Geweberegeneration mit der Resorptionsdauer der Membran
Ubereinstimmen muss, um eine erfolgreiche Anwendung zu gewahrleisten (122). Die

Resorptionsdauer kann jedoch in Abhangigkeit von der verwendeten Membran variieren und
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ist klinisch nur schwer vorhersehbar (123), was zu Misserfolgen bei der GBR flhren kann (122,
124). Darlber hinaus besteht das Risiko, dass die Membranen nicht ausreichend stabil sind
und infolgedessen in den Knochendefekt kollabieren. Aus diesem Grund wird in der klinischen
Praxis die gleichzeitige Anwendung mit einem autologen, allogenen oder xenogenen
Knochentransplantat empfohlen. In Hinblick auf die Knochenregeneration gelten insbesondere
autologe Transplantate als vorteilhaft, da sie sowohl osteokonduktive, osteoinduktive als auch
osteogenetische Eigenschaften aufweisen. Nachteile sind jedoch eine erhéhte Morbiditat

sowie ein schneller Abbau im Gewebe (114).

2.8 Biofunktionalisierung von Kollagenmembranen

Eine unzureichende oder verzogerte Blutversorgung nach Transplantation gilt als zentrale
Herausforderung im Rahmen des Tissue engineerings. Die eingesetzten Biomaterialien
fungieren als Geruste fur Zellen, deren Nahrstoff- und Sauerstoffbedarf nicht ausschlie3lich
durch Diffusionsprozesse gedeckt werden kann. Folglich ist eine suffiziente Vaskularisierung
erforderlich, um ein langfristiges Uberleben und Funktion zu gewéhrleisten (5, 8). Dies gilt
ebenfalls fur die Anwendung von Kollagenmembranen zur oralen Geweberegeneration (10).
Dabei existieren verschiedene Ansatze, um das Einwachsen von Blutgefaflen in die
Transplantate zu fordern. So kann bspw. die chemische Struktur der Gerlistmaterialien
modifiziert werden oder eine Besiedlung des Transplantats mit Stammzellen erfolgen (8). Eine
weitere vielversprechende Methode zur Optimierung pro-angiogener Eigenschaften stellt die
Biofunktionalisierung von Kollagenmembranen mittels PRF dar. Eine Studie unserer
Forschungsgruppe zeigte, dass PRF die Angiogenese von Kollagenmembranen (Mucoderm®,
Jason®, Collprotect®) in vivo und vitro foérdern konnte. Dabei wiesen nach 24 Stunden alle
biologisierten Membranen ein signifikant erhéhtes pro-angiogenes Potential in vivo auf. Als
Parameter wurden die Anzahl der GefalRe pro mm?, die Gefaldichte, die Anzahl der
Branchingpoints pro mm? sowie die immunhistochemischen Farbungen CD105 und a-SMA
einbezogen (10). Blatt et al. (2022) zeigten zudem, dass die Biofunktionalisierung von
Kollagenmembranen mit PRF die Anzahl der Gefal’e und Branchingpoints nach 72 Stunden
im Vergleich zur nativen YSM signifikant erhdhen konnte (9). In der vorliegenden Studie sollen
daher weiterfihrend die spateren Zeitpunkte (96 Stunden und 120 Stunden) miteinander
verglichen werden. Al-Maawi et al. (2019) beschrieben, dass die biologische Aktivitat
kollagenbasierter Biomaterialien durch die Biofunktionalisierung mit i-PRF gesteigert werden
kdnnte. Die Biofunktionalisierung kénnte demnach als effektive Methode betrachtet werden,
um die Techniken der GBR und GTR zu optimieren (125) und ist daher ebenfalls Gegenstand

dieser Forschungsarbeit.

Die Kombination von Kollagenmembranen und HA konnte eine weitere Methode zur
Optimierung pro-angiogener Eigenschaften darstellen. In einer Studie von Silva et al. (2017)
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wurde festgestellt, dass HA keine nachteiligen Auswirkungen auf die Struktur und den Abbau
von Kollagenmembranen (BioGide®, OsseoGuard ™) aufweist. Daflir wurden Knochendefekte
in Ratten mit 1 %-igem Hyaluronsauregel oder mit Blut (Kontrollgruppe) aufgefiillt und
anschlielfend mit Kollagenmembranen abgedeckt. Es zeigte sich weiterhin, dass die
Kombination von BioGide® mit HA nach 60 Tagen zu einer hdheren Zellbesiedlung fuhrte als
in der Kontrollgruppe (126). Shirakata et al. (2021) dokumentierten, dass vernetzte HA allein
oder in Kombination mit Kollagenmatrices die Wundheilung in zweiwandigen Knochendefekten
bei Hunden férdern konnte (127). Eine Studie von Kyyak et al. (2022) zeigte, dass die
Kombination eines xenogenen Knochenersatzmaterials mit HA eine signifikante Steigerung
der Angiogenese in vivo bewirkte (128). Zudem fuhrte die Biofunktionalisierung boviner
Knochenersatzmaterialien mit HA zu einer erhdhten Aktivitdt humaner Osteoblasten und
kébnnte demnach eine vielversprechende Moglichkeit zur Forderung der oralen

Knochenregeneration darstellen (129).
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3 Material und Methoden

3.1 Material-, Gerate- und Softwareliste

Materialien

Material

Hersteller, Ort

Alpha rabbit 488 (1:100)

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Antikorper A2547 Mouse (1:1000)

Firma Sigma Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Ampuwa Spullésung 1000 ml

Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg,

Germany

Bio-Gide®-Membran

Geistlich Biomaterials Vertriebsgesellschaft mbH,

Baden-Baden, Germany

CD105 Anti chicken 1.750 Antikérper

Biorbyt, Cambridge, Grof3britannien

Dako REAL Detection
Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse

System

Dako Denmark 3A/S, Glostrup, Danemark

Dako EnVision+ System- HRP

Labelled Polymer Anti-mouse

Dako Denmark A/S, Glostrup, Danemark

DAPI (4',6-Diamidino-2-
phenylindol)(1:1000)

ThermoFischer, Waltham, MA, USA

Deckglaser 24 x 32 mm

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Germany

Eosin-Lésung 1%

Apotheke der Universitatsmedizin Mainz, Mainz

Ethanol 70% vergallt

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Ethanol 96% vergallt

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Ethanol 96,5% vergallt

Martin

Deutschland

und Werner Mundo OHG, Mainz,

Ethanol

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
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Eukitt

medium

Quick-hardening

mountig

Firma Sigma Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Fluorescence Mount Medium

Dako, Santa Clara, USA

Hamalaunlésung nach Mayer

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Germany

HyaDENT

Regedent AG, Zlrich, Schweiz

21G-Kanlle

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA

0,9% Kochsalzlésung (NaCl)

Merck, Darmstadt, Germany

Leghorn-Huhnereier

LSL Rhein-Main, Dieburg, Deutschland

Leukosilk S BSN medical, Hamburg, Deutschland
Leukotape BSN Medical,Hamburg, Germany
Mucoderm® Botiss, Zossen, Germany

Objekttrager Diagonal GmbH&Co. KG, Mlnster

Parafilm Cole-Parmer, Wertheim, Deutschland
Paraffin Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Germany

PBS/BSA 5 %

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

PBS/Goat NS

Dako, Jena, Germany

Peroxidase-Block 5

Dako, Jena, Germany

Polymer-HRP anti-Mouse

Dako, Jena, Germany

Roti®-Histofix 4,5 %

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Germany
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Smartbrane-Membran

Regedent AG, Zlrich, Schweiz

Spritze 10 mL

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA

Tissue embedding cassettes

Kabe Labortechnik, Nimbrecht, Deutschland

Tissue embedding sponge

Deltalab, S.L., Barcelona, Spanien

Triton-X-100 0,1 %

10ml PBS + 10 pl Triton-X-100; Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA

Vacutainersysteme

A-PRF+/i-PRF9, Process for PRF, Nizza, Frankreich

Wasserbad 40° C

Firma Griinewald

weighing paper

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Germany

Xylol (ROTI®Histol)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Germany

Tabelle 1: Materialien

Gerite

Gerat

Hersteller, Ort

Brutmaschine Modell 3000, Type /d

Brutmaschinen-Janeschitz GmbH, Hammelburg,

Deutschland

Duo-Zentrifuge

Process for PRF, Nizza, Frankreich

Einbettautomat “Tissue-Tek VIP 5Jr”

Sakura Finetek, Europe

HistoCare-Autocut

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Mikroskopie

und Histologie, Germany

Keyence Biorevo BZ-9000 Mikroskop

Keyence, Neu-Isenburg, Germany

Keyence Digital Microscope VHX-
1000 HDR

Keyence, Neu-Isenburg, Germany

Mikrotom 2030

Reichert-Jung, Wien, Osterreich
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PRF-Box Process for PRF, Nizza, Frankreich

Sicherheitswerkbank von Heaeus | Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland

Instruments, Typ HS12

Tabelle 2: Gerate

Software
Software Hersteller
BZ-1l Analyzer 1.0 Keyence, Osaka, Japan
BZ-Il Viewer Keyence, Osaka, Japan
Hybrid Cell Count Keyence, Osaka, Japan
IKOSA® CAM Assay Software ©KML Vision GmbH, Graz, Austria
EndNote X7 Alfasoft GmbH, Frankfurt am Main, Deutschland
SPSS 23 IBM Deutschland GmbH, Ehningen, Deutschland
VHX-1000 Keyence, Osaka, Japan

Tabelle 3: Software

3.2 Kollagenmembranen

Die Mucoderm®-Membran (Botiss, Zossen, Germany) ist eine ca. 1,2 — 1,7 mm dicke
Kollagenmembran, die aus Typ | und Typ Il Kollagen besteht. Die Kollagenmatrix wird aus
porciner Dermis gewonnen, weist keine kinstliche Quervernetzung auf und besitzt grolte
Annlichkeit zur Kollagenstruktur menschlicher Haut. Die raue und porése Beschaffenheit der
Mucoderm® erleichtert das Einwachsen von Blutgefallen und Gewebezellen und beglnstigt
somit eine schnelle Vaskularisierung und Integration. Zur Optimierung der mechanischen
Eigenschaften der Mucoderm® wird vom Hersteller eine Rehydrierung flr funf bis zwanzig
Minuten in Kochsalzlésung oder Blut empfohlen (130). Aus diesem Grund wurde die Membran
fur die Versuchsreihen dieser Studie kurz vor Versuchsbeginn fir 10 Minuten in 0,9 %-iger

NaCl-Lésung (Merck, Darmstadt, Germany) rehydriert.
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Die Bio-Gide® (Geistlich, Baden-Baden, Germany) ist eine Bilayer-Kollagenmembran, die aus
porcinem Kollagen Typ | und Il gewonnen wird und keine kiinstliche Quervernetzung aufweist.
Wahrend die glatte Seite der Bio-Gide® dem Einwachsen von Weichgewebszellen in den
Defekt entgegen wirkt, dient die raue Oberflache als Leitstruktur fur das Einwachsen von
BlutgefalRen und Knochenzellen. Die Bio-Gide®-Kollagenmembran kommt unter anderem bei
der Ridge Preservation nach Zahnextraktion, bei kleinen und gro3en Knochenaugmentationen
oder Sinusboden-Elevationen zum Einsatz. Dabei wirkt sie sich positiv auf die

Knochenregeneration und Gewebeintegration aus (131, 132).

Die Smartbrane-Membran (Regedent AG, Zurich, Schweiz) ist eine native Kollagenmembran,
die aus porcinem Perikard hergestellt wird. Das schonende Reinigungsverfahren erhalt die
naturliche Kollagenmatrix sowie die Kreuzvernetzung der Kollagenfasern. Die Membran weist
eine Dicke von < 0,4 mm auf und zeichnet sich durch eine hohe Reil¥festigkeit aus. Sie kann
im Rahmen der GBR und GTR beim Kieferkammaufbau, Sinuslift, Alveolarkammerhalt nach

Zahnextraktion oder zur Behandlung parodontaler Knochendefekte eingesetzt werden (133).

Die Membranen wurden jeweils unter sterilen Bedingungen mit einem sterilen Skalpell in
Quadrate der GréRe 20 mm? (x 0,1 mm) zugeschnitten. Die Messwerte wurden mit Hilfe einer

Schieblehre Uberpruft.

3.3 Methoden

3.3.1 Herstellung platelet-rich-fibrin und Biologisierung

Fir die Herstellung von A-PRF wurde einer gesunden Versuchsperson nach Aufklarung und
Zustimmung vendses Blut mittels eines speziellen Vacutainer-Systems (A-PRF+, Process for
PRF, Nizza, Frankreich) entnommen. Pro Versuchsreihe wurden ungefahr 6 Réhrchen (je 10
ml) bendtigt, was einem Blutvolumen von insgesamt 60 ml entsprach. Anschlie3end erfolgte
die Zentrifugation nach Protokoll bei 1300 Umdrehungen/Minute und einer Dauer von 8
Minuten (Duo-Zentrifuge, Process for PRF, Nizza, Frankreich). Im Folgenden konnte der PRF-
Clot mit einer sterilen Schere vom Ubrigen Teil des zentrifugierten Bluts abgetrennt werden.
Die A-PRF wurde mit Hilfe eines sterilen PRF-Sets (Process for PRF, Nizza, Frankreich) fr
60 Sekunden manuell gepresst und anschlieRend unter sterilen Bedingungen mit einem
sterilen Skalpell in 20 mm? (x 0,1 mm) groRe Stiicke geschnitten. Die Vorgehensweise der
Blutentnahme fir die Herstellung von i-PRF erfolgte analog, allerdings wurden in diesem Fall
i-PRF Roéhrchen (i-PRF9, Process for PRF, Nizza, Frankreich) verwendet. Die Zentrifugation
erfolgte nach Herstellerangaben bei 700 Umdrehungen/Minute und einer Dauer von 3 Minuten
(Duo-Zentrifuge, Process for PRF, Nizza, Frankreich). Im Anschluss konnte die i-PRF unter
sterilen Bedingungen mit Hilfe einer sterilen Spritze mit 21G-Kanule (Becton Dickinson,

Franklin Lakes, USA) aspiriert werden.
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Die Mucoderm®-Membran wurden zusammen mit der A-PRF mit Hilfe des PRF-Sets (Process
for PRF, Nizza, Frankreich) fir eine Dauer von 30 Sekunden gepresst. Fir die Biologisierung
der Bio-Gide® und der Smartbrane-Membran wurde jeweils kurz vor der Auflage ein
konstanter Teil Hyaluronsaure (HyaDENT, Regedent AG, Zirich, Schweiz) auf die Membranen

gegeben. Zudem wurde die Bio-Gide® mit i-PRF biologisiert.

Die Untersuchungen in dieser Studie erfolgten gemafR den Richtlinien der Deklaration von
Helsinki. Es wird sich auf die Genehmigung der Ethikkommission der Landesarztekammer
Rheinland-Pfalz (Nr. 2019-14705_1) berufen.

3.3.2 Chorio-allantois membrane Assay

Fir diese Versuchsreihen wurden befruchtete Leghorn-Hihnereier (LSL Rhein-Main, Dieburg,
Deutschland) verwendet. Die Fallzahl in der Mucoderm® Versuchsreihe betrug N = 135
befruchtete Hilhnereier insgesamt. Pro Gruppe (native Mucoderm®-Membran (MM nativ),
Mucoderm® biologisiert mit A-PRF (MM+A-PRF), native A-PRF (A-PRF nativ)) wurden neun
Proben eingeschlossen. Die Fallzahl in der Bio-Gide®/Smartbrane Versuchsreihe betrug N =
60 befruchtete Hihnereier insgesamt und pro Gruppe (native Bio-Gide® (BM nativ), Bio-Gide®
biologisiert mit i-PRF (BM+i-PRF), BioGide® biologisiert mit Hyaluronsdure (BM+HA),
Smartbrane-Membrane biologisiert mit Hyaluronsdure (SM+HA)) konnten finf Proben
eingeschlossen werden. Die Hihnereier wurden mit destilliertem Wasser (Aquadest)
desinfiziert, beschriftet und anschlieRend in einen Brutkasten (Janeschitz, Hammelburg,
Germany) gelegt. Das Gehause aus isolierendem Thermalschaumplastik gewahrleistete eine
konstante Temperatur von 38,3 ° C im Inneren des Inkubators. In dem Brutkasten befand sich
ein Gittereinsatz, auf dem die Eier platziert werden konnten. Die Wasserrinnen mussten fur
den Zeitraum der Inkubation mit destilliertem Wasser beflllt sein, um eine relative
Luftfeuchtigkeit von 65 % zu erhalten. Die Kontrolle dieser Parameter erfolgte Uber eine
automatische Temperatur- und Feuchtigkeitsanzeige auf der Oberseite des Inkubators. Der
Brutkasten wurde zudem so positioniert, dass er keiner direkten Sonneneinstrahlung oder
anderen Warmequellen ausgesetzt war. Nach jedem beendeten Brutvorgang wurde der

Inkubator grindlich gereinigt und desinfiziert.

Die Durchfiihrung der folgenden Schritte erfolgte unter einer sterilen Werkbank (Heraeus
Instruments, Hanau, Deutschland). Nach 72 Stunden wurden die Eier an ihrem spitzen Ende
mit einem Klebestreifen beklebt. Dort wurde anschlie®end mit Hilfe einer Einmalspritze
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA) 8-10 ml Eiwei} entnommen und ein weiterer
Klebestreifen zum Abdichten angebracht. Auf die Oberseite der Eier wurden jeweils zwei
Streifen Leukosilk (BSN medical, Hamburg, Deutschland) aufgeklebt. Somit konnte mit Hilfe
einer sterilen Schere eine oval-rundliche Offnung in die Eierschale geschnitten werden, ohne,

dass das Ei zerbricht. Die Schere wurde nach jedem praparierten Ei grindlich desinfiziert.
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AbschlieRend wurde die Offnung mit einem Stiick Parafiim (Cole-Parmer, Wertheim,
Deutschland) verschlossen, um den Hihnerembryo vor au3eren Noxen zu schitzen. Die Eier

verblieben nun zur weiteren Bebritung im Inkubator.

Abbildung 1: Lagerung der Hihnerembryonen im Brutkasten nach abgeschlossener Vorbereitung

Am 8. Tag der Inkubation wurden die Membranen mit Hilfe einer sterilen Pinzette auf die CAM
aufgelegt. Die Membranen wurden in Gefalnahe und embryofern positioniert. In der
Mucoderm® Versuchsreihe wurden Mucoderm® nativ, A-PRF nativ sowie Mucoderm®
biologisiert mit nativer A-PRF verglichen. In der Bio-Gide®/Smartbrane Versuchsreihe erfolgte
die Auflage von biologisierter Bio-Gide® mittels i-PRF oder Hyaluronsaure, biologisierter
Smartbrane-Membran mittels Hyaluronsaure sowie Bio-Gide® nativ. Anschlielend wurde die

Offnung in der Eierschale mit Parafilm verschlossen und die Eier in den Brutkasten platziert.

Die Fotodokumentation erfolgte mit Hilfe eines digitalen Mikroskops (KEYENCE, Neu-
Isenburg, Germany). Die Aufnahmen in der Mucoderm® Versuchsreihe erfolgten zu den
Zeitpunkten 0 h, was jeweils dem Tag der Auflage entsprach, sowie nach 24 h, 48 h, 72 h, 96
h und 120 h. In der Bio-Gide®/Smartbrane Versuchsreihe wurden die Zeitpunkte 0 h, 24 h, 48
h sowie 72 h nach Auflage dokumentiert. Auf den Aufnahmebildschirm wurde ein
gleichmafiges Raster aus Quadraten mit einer Seitenlange von 500 ym gelegt. Die zu
untersuchende Membran wurde im Zentrum des Rasters positioniert. Nachdem sowohl die
Scharfe als auch die Helligkeit korrekt eingestellt wurden, erfolgten die Aufnahmen in 30-, 50-

, und 100-facher Vergréferung.
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Abbildung 2: Digitales Mikroskop (KEYENCE, Neu-Isenburg, Germany)
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Abbildung 3: Fotodokumentation einer Membran

3.3.3 Entnahme der Membranen und histologische Vorbereitung

Die Membranen wurden gemeinsam mit der CAM mit Hilfe einer sterilen Schere entnommen,
auf weighing paper (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Germany) gelegt und in einer
Kassette (Kabe Labortechnik, Nimbrecht, Deutschland) eingebettet. Im direkten Anschluss
wurden die grofiten BlutgefalRe embryonah durchtrennt. Die Einbettkassetten wurden ab dem
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Entnahmezeitpunkt fir mindestens 24 Stunden in Roti-Histofix 4,5 % fixiert. Das fixierte
Gewebe wurde im histologischen Labor der Klinik und Poliklinik fir Dermatologie der
Universitatsmedizin Mainz geschnitten, in Einbettkapseln positioniert und im Anschluss in den
Einbettautomaten (,Tissue-Tek VIP 5Jr*, Sakura Finetek Europe) eingefiigt. Die folgenden
Schritte wurden durchgefuhrt:

Entwaésserung:

- 1x 4,5 % Formaldehyd Roti Histofix 40 Minuten bei Raumtemperatur
- 1x Ethanol 70 % fir 60 Minuten bei Raumtemperatur

- 2x Ethanol 96 % fiir 2x60 Minuten bei Raumtemperatur

- 1x Ethanol 100 % fiir 2x90 Minuten bei Raumtemperatur

- 3x Ethanol 100 % fiir 1x90 Minuten bei Raumtemperatur

Intermedium:

- Xylol fur 2x60 Minuten bei Raumtemperatur
- Xylol fur 1x90 Minuten bei 45 ° C

Einbettung
- Paraffin (3x60 Minuten, 1x30 Minuten bei 65 ° C)

Im Folgenden konnten die Praparate in Blocken gegossen werden. Diese wurden mit Hilfe des
HistoCare-Autocut (Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Mikroskopie und Histologie,
Germany) in Scheiben mit einer Dicke von 5 pm geschnitten. Die Schnitte wurden
anschlief’end in ein kaltes Wasserbad (Aqua dest.) und in einem weiteren Schrittin ein 40 ° C
heilkes Wasserbad (Firma Grinewald) tberfiihrt. Im nachsten Schritt konnten die Schnitte auf
Objekttragern (Diagonal GmbH&Co. KG, Minster) aufgebracht werden. Dabei wurden
unbeschichtete Objekttrager fir die SMA- und HE-Farbungen und beschichtete Objekttrager
fur die CD105-Farbungen verwendet. Im Anschluss wurden die Praparate beschriftet, um eine

spatere Zuordnung zu ermoglichen.

3.3.4 Hamatoxylin-Eosin (HE) Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin (HE) Farbung ermdglicht die Darstellung unterschiedlicher Strukturen
eines histologischen Schnitts. Hamatoxylin farbt saure Strukturen wie bspw. DNA blau,
wahrend Eosin fir die rétliche Farbung basophiler Strukturen verantwortlich ist. Dies flihrt
dazu, dass in der Regel die Zellkerne rot und die extrazellulare Matrix blau dargestellt werden

(134). Die Vorbereitung und Farbung der Schnitte erfolgten laut Protokoll wie folgt:
Entparaffinierung:

- 3x 5 Minuten Xylol
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- 2x 5 Minuten 100 % Alkohol

- 5 Minuten 96 % Alkohol

- 5 Minuten 70 % Alkohol

- 5 Minuten 50 % Alkohol

- ca. 20 Minuten PBS oder Aqua dest.

HE-Farbung:

- 5 Min Hadmalaun 1:10 verdinnt

- 10 Minuten unter flieRendem Leitungswasser
- 1-2 Minuten Eosin

- kurzes Einwirken von Aqua dest.

- 70 % Alkohol kurz

- 96 % Alkohol kurz

- mindestens 5 Minuten 100 % Alkohol

- 5-10 Minuten Xylol

- Eindecken mittels Eukitt

3.3.5 Alpha-smooth-muscle actin (SMA) Farbung

Alpha-smooth-muscle actin ist ein Aktin-Protein, das hauptsachlich von vaskularen glatten
Muskelzellen exprimiert wird (135) und mittels dieser Farbung nachgewiesen werden kann.
Glatte Muskelzellen bilden einen Bestandteil der Tunica Media in GefaBwanden und gelten
daher als Indikator flr BlutgefalRe (25). Fir diese Farbung wurden folgende Schritte
durchgeflhrt:

Entparaffinierung:

- 3x 15 Minuten Xylol

- je 5-10 Minuten absteigende Alkoholreihe: 2x100 %, 96 %, 70 %, 50 % Ethanol

- 20 Minuten PBS (Sigma- Aldrich, St. Louis, MO, USA).
Demaskierung:

- 20-40 Minuten im Dampftopf in Na- Citratpuffer pH 6
Farbung:

- 10 Minuten waschen in PBS (Kuvette)

- 5 Minuten Peroxidase Block (Dako, Jena, Germany)

- 10 Minuten waschen in PBS

- 10 Minuten DAKO Protein Block (Dako, Jena, Germany)

- nicht abspilen, sondern abtropfen lassen
Primar-Antikorper:

- 1 Stunde bei RT -> ansetzen mit PBS/BSA 1 %
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- 3x 10 Minuten waschen in PBS
30 Minuten markiertes Polymer- HRP anti-Mouse (Dako, Jena, Germany)
- 3x 10 Minuten waschen in PBS
5-10 Minuten DAB (1ml DAB Substrat FI. 3a + 20 ul Liquid DAB + Chromogen)
- 1x 10 Minuten waschen in PBS
5-10 Minuten Hamalaun
- 5 Minuten flieRendes Leitungswasser blauen
- aufsteigende Alkoholreihe 70 %, 96 %
- 5 Minuten Ethanol
- mindestens 5 Minuten Xylol
Eindecken: Eukitt

3.3.6 CD105 Farbung

CD105, auch als Endoglin bekannt, ist ein 180 kDA schweres transmembranes Glykoprotein,
das unter anderem auf proliferierenden Endothelzellen exprimiert wird (136). Da der Anteil
von Endoglin mit der Bildung neuer BlutgefalRe zunimmt, gibt das Protein Aufschluss
darlber, ob und in welchem Ausmall Gewebe einer aktiven Angiogenese unterliegen (137).

Fir diese Farbung erfolgte zunachst die Entparaffinierung der Schnitte:

- 3x 5 Minuten Xylol

- 2x 5 Minuten 100 % Alkohol

- 5 Minuten 96 % Alkohol

- 5 Minuten 70 % Alkohol

- 5 Minuten 50 % Alkohol

- ca. 20 Minuten PBS oder aqua dest

AnschlieRend wurden folgende Schritte durchgefihrt:

- 3x 5 Minuten PBS waschen

- 5 Minuten Triton-X-100 0,1 % (10ml PBS + 10myl Triton-X-100; Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA)

- 2x5 Minuten PBS

- 5 Minuten PBS/BSA 5 % blockieren (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

- 2x5 Minuten PBS

- 10 Minuten PBS/Goat NS blockieren (Dako, Jena, Germany)

- 5 Minuten PBS

- CD105 Anti chicken 1:750 Antikdrper (Biorbyt, Cambridge, England) 1h RT (verdunnt
mit PBS/BSA 1 %)

- 3x 5 Minuten PBS
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- 60 Minuten Alpha rabbit 488 1:100 (verdinnt mit PBS/BSA 1 %; Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA)

- 3x 5 Minuten PBS

- 5 Minuten DAPI (1:1000; ThermoFischer, Waltham, MA, USA)

- 3x 5 Minuten PBS

- Eindecken: Fluoreszenz Mount Medium (Dako S3023; Dako, Jena, Germany)

3.3.7 Auswertung der histologischen Schnitte

Die Auswertung der histologischen Schnitte der a-SMA- und CD105-Farbungen erfolgte mit
Hilfe des Keyence Biorevo BZ-9000 Mikroskops (Keyence, Neu-Isenburg, Deutschland) und
der BZII-Viewer und BZII-Analyzer Anwendung (KEYENCE, Neu-Isenburg, Germany). Die
Schnitte wurden zunachst so platziert, dass das Deckglas nach unten ausgerichtet war.
AnschlieRend wurden die Schnitte fotografiert und ausgeschnitten. Die Analyse erfolgte mittels
der BZlI-Analyzer Anwendung. Uber die Funktionen ,Hybrid Cell Count‘ und ,Brightfield &
Single extraction konnte der Anteil des angefarbten Gewebes als Area ratio in % dargestellt
werden. Weiterhin erfolgte eine handische Auszahlung der Gefale im HE-Schnitt. Die

Ergebnisse wurden in einer Excel-Tabelle dokumentiert.
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C)

Abbildung 4: Auswertung eines a-SMA-Schnitts, (A) fotografierter Schnitt, (B) ausgeschnitten, (C)
Auswertung mittels BZII-Analyzer

3.3.8 Auswertung mit IKOSA®

Die mit dem digitalen Mikroskop aufgenommenen Bilder wurden mit Hilfe der IKOSA® CAM
Assay Software (©OKML Vision GmbH) analysiert. Die Bilder wurden zunachst in die
entsprechende IKOSA® Datenbank eingefligt und standardmaRig die gleiche Region of
Interest (ROI) von 4 x (500 x 500) yum ausgewahlt. Im Anschluss wurden die Gesamtflache,
Lange und Dicke der erkannten Gefal3e sowie die Anzahl der Branchingpoints analysiert. Die
Dokumentation der Ergebnisse erfolgte in einer Excel-Tabelle.
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Abbildung 5: Beispielanalyse der IKOSA® CAM Assay Software; (A) ausgewahite ROI (B) links:
Eingangsbild; rechts: Ausgangsbild; rote Punkte: Branchingpoints; blau schraffiert: erkannte Gefale;

grune Linien: Gefalpfade

3.3.9 Statistische Analyse

Die Analyse wurde mit Hilfe des Programms IBM SPSS Statistics (Version 27; IBM, Ehningen,
Deutschland) durchgefiihrt. Angesichts des explorativen Charakters dieser Studie wurden die
zentralen Fragestellungen nicht an die statistischen Anforderungen des multiplen Testens
adjustiert. P-Werte <0,05 galten als statistisch signifikant. Es wurde zunachst mittels Shapiro-
Wilk-Test und Kolmogorov-Smirnov-Test auf ihre Normalverteilung getestet (siehe Anhang).
Werte p>0,05 galten dabei als signifikant und normalverteilt. Normalverteilte Datensatze
wurden im Anschluss mit Hilfe des t-Tests analysiert. Im Falle nicht normalverteilter Daten
wurde der Mann-Whitney-U-Test angewendet. Die Visualisierung der Ergebnisse erfolgte in

Form von Boxplots.
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4 Ergebnisse

In der vorliegenden Studie wird fur die folgenden Analysen von einer Normalverteilung der
Datensatze ausgegangen. Die angegebenen p-Werte beziehen sich jeweils auf die Ergebnisse

eines t-Tests.

4.1 Mucoderm® Versuchsreihe

4.1.1 Immunhistochemische Analyse

Zwischen den drei Gruppen konnte bei der immunhistochemischen a-SMA-Farbung bei der
biologisierten MM zu allen Zeitpunkten ein deskriptiver Anstieg der Gefaltzahl im Vergleich zur
nativen MM und A-PRF festgestellt werden. Innerhalb der einzelnen Reihen zeigte die
biologisierte MM nach 72 h im Vergleich zur nativen MM ein statistisch signifikant erhéhtes
angiogenetisches Potenzial (p=0,044). Die CD105-Farbung lie® nach 24 h innerhalb der
untersuchten Gruppen den deskriptiv héchsten Anstieg der Gefalbildung bei der nativen A-
PRF erkennen, wahrend nach 48 h, 72 h, 96 h und 120 h die biologisierte MM die héchsten
Werte aufwies. In der HE-Farbung zeigten nach 24 h die native A-PRF und biologisierte MM
deskriptiv einen héheren Gefalizuwachs, verglichen mit nativer MM. Nach 48 h verzeichneten
die native A-PRF (p=0,030) und biologisierte MM (p=0,045) einen signifikant groReren
proangiogenen Effekt, verglichen mit nativer MM. Gleiches gilt fur die native A-PRF (p=0,005)
und die biologisierte MM (p<0,001) zum Zeitpunkt 72 h, verglichen mit nativer MM. Nach 96 h
war bei der biologisierten MM eine statistisch signifikant erhéhte GefalRzahl im Vergleich zu
nativer A-PRF (p=0,048) sowie nativer MM erkennbar (p=0,002). Nach 120 h wies die
biologisierte MM deskriptiv die meisten Gefalie auf, verglichen mit den anderen Membranen
zum Zeitpunkt 120 h.

Im Zeitverlauf zeigte die biologisierte MM in der a-SMA-Farbung eine statistisch erhdhte
GefaRbildung nach 120 h, verglichen mit Zeitpunkt 24 h der gleichen Membran (p=0,016).
Native MM verzeichnete nach 96 h (p=0,003) sowie 120 h (p<0,001) ein statistisch hdheres
angiogenetisches Potenzial im Vergleich zum Zeitpunkt 24 h der nativen MM. Native A-PRF
zeigte ebenfalls einen signifikant hdheren Gefalizuwachs nach 96 h (p=0,003) sowie 120 h
(p=0,002), verglichen mit Zeitpunkt 24 h der gleichen Membran. In der CD105-Farbung wiesen
die biologisierte MM und native A-PRF nach 120 h deskriptiv mehr GefalRe auf, jeweils
verglichen mit Zeitpunkt 24 h. Native A-PRF zeigte nach 96 h deskriptiv eine hohere GefalRzahl
als nach 24 h. In der HE-Farbung verzeichnete die native A-PRF nach 72 h (p=0,004), 96 h
(p=0,003) sowie 120 h (p=0,011) einen statistisch erhohten Gefallzuwachs, verglichen mit
Zeitpunkt 24 h der gleichen Membran. Biologisierte MM wies zu den Zeitpunkten 72 h
(p=0,011) und 96 h (p=0,009) eine erhdhte Gefalbildung im Vergleich zu 24 h auf. Gleiches
gilt fur die native MM zu 120 h, verglichen mit Zeitpunkt 24 h der nativen MM (p=0,049).
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Abbildung 6: Analyse der (A) a-SMA-Farbung, (B) CD105-Farbung, (C) HE-Farbung fir die jeweilige
Membran (MM nativ: Mucoderm® nativ, A-PRF nativ, MM+A-PRF: Mucoderm® mit A-PRF) nach 24 h,
48 h, 72 h, 96 h und 120 h. Linien kennzeichnen signifikante Unterschiede (basierend auf t-Tests),
dabei gilt: * <0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.

4.1.2 IKOSA®-Analyse

Bei der IKOSA®-Analyse wurden die Parameter total area, length, thickness sowie Anzahl der
branchingpoints bewertet. Dabei ergab sich fur die total area nach 24 h der deskriptiv hochste
Wert bei der nativen A-PRF, verglichen mit den anderen Membranen. Nach 48 h, 72 h und 96
h wies die biologisierte MM die deskriptiv héchsten Werte fiir die total area auf. Zudem zeigte
die biologisierte MM nach 72 h im Vergleich zur nativen MM eine statistisch gréRRere total area
(p=0,0497). Zum Zeitpunkt 120 h verzeichnete die native MM den deskriptiv h6chsten Wert,

verglichen mit nativer A-PRF und biologisierter MM.

Nach 24 h, 48 h sowie 72 h zeigte die biologisierte MM die deskriptiv hdchsten Werte fir den
Parameter length, verglichen mit nativer A-PRF und nativer MM zu den jeweiligen Zeitpunkten.
Nach 96 h und 120 h wies innerhalb der untersuchten Membranen die native MM deskriptiv

die groRte length auf.

Fir den Parameter thickness lie® sich nach 24 h und 120 h der deskriptiv h6chste Wert bei
der nativen MM feststellen, verglichen mit den anderen Membranen. Zu den Zeitpunkten 48 h,

72 h und 96 h zeigte die biologisierte MM im Gruppenvergleich die hochsten Werte.
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Zu den Zeitpunkten 24 h, 48 h und 72 h liel3 sich deskriptiv die hoéchste Anzahl der
branchingpoints bei der biologisierten MM feststellen, verglichen mit nativer MM und nativer
A-PRF. Nach 96 h und 120 h wies die native MM die hochsten Werte auf, verglichen mit den

anderen beiden Gruppen.

Im Zeitverlauf zeigte die native MM nach 120 h deskriptiv héhere Werte fir die Parameter total
area, length, thickness und branchingpoints, verglichen mit Zeitpunkt 24 h der gleichen
Membran. Native A-PRF zeigte im Zeitverlauf keine deskriptive Zunahme der Werte fiir die
untersuchten Parameter. Biologisierte MM zeigte einen statistisch signifikant erhdhten Wert
fur den Parameter thickness zum Zeitpunkt 96 h, verglichen mit Zeitpunkt 24 h der
biologisierten MM (p=0,035).
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Abbildung 7: IKOSA®-Analyse der Parameter (A) total area in pixel? [Px.2], (B) length in pixels [Px],
(C) thickness in pixels [Px] und (D) Anzahl der branchingpoints fir die jeweilige Membran (MM nativ:
Mucoderm® nativ, A-PRF nativ, MM+A-PRF: Mucoderm® mit A-PRF) nach 24 h, 48 h, 72 h, 96 h und
120 h. Linien kennzeichnen signifikante Unterschiede (basierend auf t-Tests), dabei gilt: * <0,05, **
p<0,01, *** p<0,001.

4.2 Bio-Gide® und Smartbrane Versuchsreihe

4.2.1 Immunhistochemische Analyse

In der a-SMA-Farbung zeigte sich innerhalb der vier Gruppen nach 24 h und 72 h deskriptiv
das hdchste angiogenetische Potenzial bei der biologisierten BM mit HA. Nach 48 h wies die
BM mit i-PRF deskriptiv die hdchste Gefalibildung auf, verglichen mit den anderen Membranen
zum selben Zeitpunkt. Die CD105-Farbung zeigte nach 24 h fir die native Bio-Gide® deskriptiv
den hdchsten Anstieg der Gefale, verglichen mit BM mit HA und BM mit i-PRF. Im Vergleich
zu biologisierter SM wies die native BM nach 24 h eine signifikant héhere GefalRzahl auf
(p=0,034). Im Gruppenvergleich verzeichnete nach 48 h und 72 h die BM mit i-PRF den
deskriptiv hochsten Gefallzuwachs. In der HE-Farbung zeigte sich nach 24 h die deskriptiv
grolte Gefalkzahl bei der BM biologisiert mit i-PRF, verglichen mit den anderen Gruppen. BM
mit i-PRF (p=0,018) und native BM (p<0,001) wiesen nach 24 h einen signifikant hoheren
GefalRzuwachs als BM mit HA auf. Nach 48 h und 72 h verzeichnete die SM mit HA die

deskriptiv hochste Gefalizahl im Vergleich zu den anderen Membranen. Zudem zeigte die SM
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mit HA nach 72 h eine statistisch signifikant erhdhte Gefal3bildung im Vergleich zur nativen
BM (p=0,034).

Im Zeitverlauf zeigte sich bei der a-SMA-Farbung fir die native BM, BM mit i-PRF sowie BM
mit HA ein deskriptiver Anstieg der Gefalizahl zum Zeitpunkt 72 h, jeweils verglichen mit
Zeitpunkt 24 h der gleichen Membran. Biologisierte SM verzeichnete nach 72 h einen
signifikant gréReren proangiogenen Effekt im Vergleich zu 24 h (p=0,024). Die CD105-Farbung
zeigte jeweils fur BM mit i-PRF, BM mit HA sowie SM mit HA einen deskriptiven Anstieg der
Gefalle zum Zeitpunkt 72 h, verglichen mit 24 h der gleichen Membran. BM mit i-PRF zeigte
im Zeitverlauf zu 48 h den deskriptiv hochsten Gefallzuwachs. SM mit HA verzeichnete nach
48 h (p=0,031) und 72 h (p=0,002) eine signifikant erhdhte Gefallbildung, verglichen mit 24 h
der gleichen Membran. In der HE-Farbung wies BM biologisiert mit HA zum Zeitpunkt 72 h ein
statistisch signifikant erhdhtes angiogenetisches Potenzial auf, verglichen mit Zeitpunkt 24 h
(p=0,014). SM mit HA zeigte nach 72 h im Vergleich zu 24 h eine deskriptive Zunahme der
GefaRbildung. BM nativ und BM mit i-PRF hingegen wiesen im Zeitverlauf deskriptiv keine
Erhéhung der Gefalzahl auf.
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Abbildung 8: Analyse der (A) a-SMA-Farbung, (B) CD105-Farbung, (C) HE-Farbung fir die jeweilige
Membran (BM+i-PRF: Bio-Gide® mit i-PRF, Bio-Gide® nativ, BM+HA: Bio-Gide® mit HA, SM+HA:
Smartbrane-Membran mit HA) nach 24 h, 48 h und 72 h. Linien kennzeichnen signifikante Unterschiede
(basierend auf t-Tests), dabei gilt: * <0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.
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4.2.2 IKOSA®-Analyse

Nach 24 h und 48 h zeigte die BM biologisiert mit i-PRF deskriptiv die grofite total area,
jeweils verglichen mit den anderen Membranen zum selben Zeitpunkt. Nach 72 h
verzeichnete die BM mit HA deskriptiv den hochsten Wert flir den Parameter total area im
Vergleich zu nativer BM, BM mit i-PRF sowie SM mit HA.

Im Gruppenvergleich zeigte sich flir den Parameter length nach 24 h der deskriptiv hdchste
Wert fur die BM mit i-PRF. Zum Zeitpunkt 48 h wies die SM mit HA den deskriptiv grofiten

Anstieg auf, wahrend nach 72 h die BM mit HA den hochsten Wert verzeichnete.

Zum Zeitpunkt 24 h zeigten innerhalb der untersuchten Gruppen die BM mit i-PRF und BM
mit HA deskriptiv die hochsten Werte fir den Parameter thickness. Nach 48 h wies die native
BM den deskriptiv grof3ten Wert auf und nach 72 h lie® sich der héchste Anstieg bei der BM

mit HA feststellen.

BM mit i-PRF verzeichnete innerhalb der vier Gruppen nach 24 h und 48 h die deskriptiv
groéfte Anzahl der branchingpoints. Nach 72 h zeigte die SM mit HA den héchsten Anstieg
fir den Parameter branchingpoints, verglichen mit den anderen Membranen zum selben

Zeitpunkt.

Im Zeitverlauf wies die BM mit i-PRF nach 72 h deskriptiv eine Zunahme der Werte fir die
Parameter total area und thickness auf, verglichen mit Zeitpunkt 24 h der gleichen Membran.
BM mit HA und SM mit HA zeigten nach 72 h deskriptiv erhdhte Werte flr alle Parameter,
jeweils verglichen mit Zeitpunkt 24 h. Native BM zeigte im Zeitverlauf deskriptiv keinen

Anstieg der Werte fir die untersuchten Parameter.
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Abbildung 9: IKOSA®-Analyse der Parameter (A) total area in pixel? [Px.2], (B) length in pixels [Px],
(C) thickness in pixels [Px] und (D) Anzahl der branchingpoints fiir die jeweilige Membran (BM+i-PRF:
Bio-Gide® mit i-PRF, Bio-Gide® nativ, BM+HA: Bio-Gide® mit HA, SM+HA: Smartbrane-Membran
mit HA) nach 24 h, 48 h und 72 h. Linien kennzeichnen signifikante Unterschiede (basierend auf t-
Tests), dabei gilt: * <0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.
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4.3 Vergleich Mucoderm®, Bio-Gide® und Smartbrane

In der a-SMA-Farbung zeigte sich innerhalb der sieben untersuchten Gruppen nach 24 h
deskriptiv das héchste angiogenetische Potenzial bei der biologisierten MM sowie BM mit HA.
Nach 48 h wies die BM mit i-PRF deskriptiv die héchste Anzahl an Gefalken auf, wahrend zum
Zeitpunkt 72 h die BM mit HA die groRte Gefalibildung verzeichnete. Die biologisierte MM
verzeichnete im Vergleich zur nativen MM zum Zeitpunkt 72 h einen statistisch signifikanten
Gefalizuwachs (p=0,044).

Die CD105-Farbung zeigte zum Zeitpunkt 24 h deskriptiv die hochste Gefallzahl fur die native
A-PRF, verglichen mit den anderen Membranen zum selben Zeitpunkt. Zudem wiesen nach
24 h die biologisierte MM (p=0,012), native MM (p=0,038), native A-PRF (p<0,001) sowie
native BM (p=0,034) im Vergleich zu der SM mit HA eine signifikant h6here GefaRbildung auf.
Nach 48 h und 72 h zeigte die BM mit i-PRF im Vergleich zu den anderen Membranen den

deskriptiv groten proangiogenen Effekt.

In der HE-Farbung zeigte sich deskriptiv nach 24 h der hdchste Anstieg der Gefalzahl fur die
BM mit i-PRF, verglichen mit den anderen untersuchten Gruppen. BM mit i-PRF wies nach 24
h im Vergleich zu nativer MM (p=0,036) nativer A-PRF (p=0,031) sowie BM mit HA (p=0,018)
einen signifikant hoheren GefalRzuwachs auf. Native BM zeigte nach 24 h signifikant mehr
GefalRe als native MM (p=0,012), native A-PRF (p=0,002) sowie BM mit HA (p<0,001).
Biologisierte MM wies nach 24 h ein signifikant hdheres proangiogenes Potenzial als BM mit
HA auf (p=0,024). Nach 48 h zeigte SM mit HA deskriptiv den hochsten Anstieg der Gefalizahl,
verglichen mit den anderen Membranen zum selben Zeitpunkt. Biologisierte MM (p=0,045),
BM mit i-PRF (p=0,040) und native A-PRF (p=0,030) verzeichneten im Vergleich zu nativer
MM nach 48 h einen statistisch signifikant héheren GefalRzuwachs. Nach 72 h wies die SM mit
HA im Vergleich zu den anderen Gruppen deskriptiv die hochste Zunahme an Gefallen auf.
Biologisierte MM (p<0,001) und native A-PRF (p=0,005) zeigten im Vergleich zu nativer MM
nach 72 h einen statistisch signifikant erhdhten proangiogenen Effekt. Gleiches gilt im
Vergleich zur nativen BM nach 72 h (Biologisierte MM: p=0,028); native A-PRF: p=0,045). Es
lied sich eine statistisch erhdhte GefalRzahl bei der BM mit HA (p=0,036) sowie SM mit HA
(p=0,010) im Vergleich zu nativer MM erkennen. SM mit HA verzeichnete zudem einen

statistisch hoheren GefalRzuwachs als die native BM (p=0,034).
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Abbildung 10: Analyse der (A) a-SMA-Farbung, (B) CD105-Farbung, (C) HE-Farbung fir die jeweilige
Membran (MM nativ: Mucoderm® nativ, A-PRF nativ, MM+A-PRF: Mucoderm® mit A-PRF , BM+i-PRF:
Bio-Gide® mit i-PRF, Bio-Gide® nativ, BM+HA: Bio-Gide® mit HA, SM+HA: Smartbrane-Membran mit
HA) nach 24 h, 48 h und 72 h. Linien kennzeichnen signifikante Unterschiede (basierend auf t-Tests),
dabei gilt: * <0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.

4.3.1 IKOSA®-Analyse

Nach 24 h und 48 h zeigte die BM mit i-PRF deskriptiv die gréten Werte fir den Parameter
total area, jeweils verglichen mit den anderen Membranen. Innerhalb der analysierten Gruppen
wies die BM mit HA nach 72 h deskriptiv die groRte total area auf. Biologisierte MM
(p=0,049686) und BM mit i-PRF (p=0,007) wiesen nach 72 h eine signifikant gréRRere total area

als die native MM auf.

Fir den Parameter length zeigte sich nach 24 h deskriptiv der héchste Wert bei der BM mit i-
PREF, verglichen mit den anderen Membranen zum selben Zeitpunkt. Nach 48 h wies die SM
mit HA den deskriptiv grof3ten Wert auf und zeigte eine signifikant grofRere length als die native
MM (p=0,037) sowie native A-PRF (p=0,026). Zudem wies die BM mit i-PRF nach 48 h einen
signifikant héheren Wert fir den Parameter length auf, verglichen mit nativer A-PRF (p=0,047).
Zum Zeitpunkt 72 h verzeichnete die BM mit HA innerhalb der sieben Gruppen deskriptiv den
héchsten Wert fir den Parameter length. Zudem zeigte BM mit i-PRF nach 72 h einen
signifikant héheren Wert fur die length, verglichen mit nativer MM nach 72 h (p=0,018).
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Nach 24 h zeigten im Gruppenvergleich die BM mit i-PRF und BM mit HA die deskriptiv
héchsten Werte fir den Parameter thickness. Nach 48 h wies die native BM den deskriptiv
héchsten Wert auf, wahrend nach 72 h die BM mit HA den héchsten Wert verzeichnete. BM
mit i-PRF zeigte nach 72 h eine signifikant gréRere thickness im Vergleich zu nativer MM
(p=0,008).

Fiur die Anzahl der branchingpoints zeigte sich nach 24 h der deskriptiv h6chste Anstieg bei
der BM mit i-PRF, verglichen mit den anderen Gruppen. Nach 48 h verzeichnete die
biologisierte MM die deskriptiv hdchste Anzahl der branchingpoints. BM mit i-PRF wies nach
48 h statistisch mehr branchingpoints auf als die native MM (p=0,049). Nach 72 h war bei der
SM mit HA im Vergleich zu den anderen Membranen der deskriptiv héchste Wert fur die Anzahl

der branchingpoints erkennbar.
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Abbildung 11: IKOSA®-Analyse der Parameter (A) total area in pixel? [Px.2], (B) length in pixels [Px],
(C) thickness in pixels [Px] und (D) Anzahl der branchingpoints fir die jeweilige Membran (MM nativ:
Mucoderm® nativ, A-PRF nativ, MM+A-PRF: Mucoderm® mit A-PRF, BM+i-PRF: Bio-Gide® mit i-PRF,
Bio-Gide® nativ, BM+HA: Bio-Gide® mit HA, SM+HA: Smartbrane-Membran mit HA) nach 24 h, 48 h
und 72 h. Linien kennzeichnen signifikante Unterschiede (basierend auf t-Tests), dabei gilt: * <0,05, **
p<0,01, *** p<0,001.
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5 Diskussion

5.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

5.1.1 Vergleich der Membranen

Als wichtigstes Ergebnis der Mucoderm® Versuchsreihe lieR sich in der a-SMA-Farbung nach
72 h ein signifikant erhdhtes angiogenetisches Potenzial fur die biologisierte MM im Vergleich
zur nativen MM feststellen. Die HE-Farbung zeigte nach 48 h und 72 h einen signifikant
héheren proangiogenen Effekt bei der biologisierten MM sowie der nativen A-PRF, jeweils
verglichen mit der nativen MM. Nach 96 h liel3 sich bei der biologisierten MM ein signifikant
groRerer GefalRzuwachs feststellen, verglichen mit nativer MM und nativer A-PRF. In der
IKOSA®-Analyse verzeichnete die biologisierte MM zum Zeitpunkt 72 h eine signifikant

groRere total area als die native MM.

Die Bio-Gide®/Smartbrane Versuchsreihe zeigte in der CD105-Farbung nach 24 h statistisch
mehr Gefal3e bei der nativen BM, verglichen mit der SM mit HA. In der HE-Farbung lieR sich
nach 24 h ein statistisch signifikant erhdhtes angiogenetisches Potenzial bei der BM mit i-PRF
sowie der nativen BM feststellen, jeweils verglichen mit der BM mit HA. Nach 72 h wies die
SM mit HA im Vergleich zur nativen BM eine signifikant héhere Gefalzahl auf. Die IKOSA®-

Analyse verzeichnete keine statistisch signifikanten Ergebnisse.

Der Vergleich zwischen der Mucoderm® und der Bio-Gide®/Smartbrane Versuchsreihe zeigte
in der CD105-Farbung signifikant mehr Gefalle fir die native A-PRF, native MM, biologisierte
MM sowie die native BM, jeweils verglichen mit der SM mit HA zum Zeitpunkt 24 h. In der HE-
Farbung wies die BM mit i-PRF nach 24 h im Vergleich zu nativer MM, nativer A-PRF sowie
BM mit HA einen signifikant gréferen proangiogenen Effekt auf. Native BM zeigte nach 24 h
eine signifikant groRere Gefalbildung als die native MM, native A-PRF sowie BM mit HA.
Biologisierte MM verzeichnete nach 24 h eine signifikant hdhere GefalRzahl als die BM mit HA.
Nach 48 h war bei der biologisierten MM, BM mit i-PRF und nativen A-PRF ein signifikant
hoherer GefalRzuwachs erkennbar, verglichen mit der nativen MM. Nach 72 h zeigten die
biologisierte MM sowie native A-PRF im Vergleich zur nativen MM und nativen BM statistisch
mehr Gefalde. Es lie} sich zudem ein statistisch erhéhtes angiogenetisches Potenzial bei der
BM mit HA sowie der SM mit HA erkennen, verglichen mit der nativen MM. Die SM mit HA
wies nach 72 h statistisch signifikant mehr Gefal3e auf als die native BM. Die IKOSA®-Analyse
zeigte fur die biologisierte MM und BM mit i-PRF nach 72 h eine signifikant groRere total area
als fur die native MM. Nach 48 h wies die SM mit HA eine signifikant gréRere length als die
native MM sowie native A-PRF auf. Zudem verzeichnete die BM mit i-PRF nach 48 h einen
signifikant héheren Wert fur den Parameter length, verglichen mit nativer A-PRF. BM mit i-

PRF zeigte nach 72 h einen signifikant groRere length, verglichen mit nativer MM zum
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Zeitpunkt 72 h. Bei der BM mit i-PRF war nach 72 h ein signifikant grofierer Wert fir den
Parameter thickness erkennbar, verglichen mit nativer MM. BM mit i-PRF wies zudem nach

48 h statistisch mehr branchingpoints auf als die native MM.

5.1.2 Vergleich innerhalb des Zeitverlaufs

Im Zeitverlauf zeigte die biologisierte MM in der a-SMA-Farbung im Vergleich zu 24 h einen
statistisch erhéhten GefalRzuwachs nach 120 h. Bei der nativen MM war nach 96 h sowie 120
h ein statistisch hdheres angiogenetisches Potenzial erkennbar, verglichen mit 24 h. Native A-
PRF zeigte ebenfalls eine signifikant hdhere Gefalbildung nach 96 h sowie 120 h, verglichen
mit Zeitpunkt 24 h. In der HE-Farbung wies die native A-PRF nach 72 h, 96 h sowie 120 h eine
statistisch erhdhte Anzahl an Gefalien auf, verglichen mit Zeitpunkt 24 h. Die biologisierte MM
verzeichnete zu den Zeitpunkten 72 h und 96 h eine statistisch erhdhte GefalRzahl im Vergleich
zum Zeitpunkt 24 h. Gleiches gilt fur die native MM zu 120 h, verglichen mit Zeitpunkt 24 h
der nativen MM. Biologisierte MM zeigte einen statistisch signifikant erhdohten Wert fur den

Parameter thickness zum Zeitpunkt 96 h, verglichen mit Zeitpunkt 24 h.

Biologisierte SM verzeichnete im Zeitverlauf in der a-SMA-Farbung nach 72 h einen signifikant
grélReren proangiogenen Effekt im Vergleich zu 24 h. Die CD105-Farbung zeigte fur die SM
mit HA nach 48 h und 72 h ebenfalls eine signifikant erhdhte Gefalbildung, verglichen mit 24
h der gleichen Membran. In der HE-Farbung wies die BM mit HA zum Zeitpunkt 72 h ein

statistisch signifikant erhdhtes angiogenetisches Potenzial auf, verglichen mit Zeitpunkt 24 h.

5.2 Evaluation der Studienergebnisse im Vergleich zur bestehenden

Literatur

5.2.1 Biofunktionalisierung von KM mittels Platelet-Rich-Fibrin

Studien unserer Arbeitsgruppe konnten bereits nachweisen, dass die Biofunktionalisierung
von KM mit PRF proangiogene Effekte bewirken kann. Blatt et al. (2020) beschrieben, dass
PRF die Angiogenese von KM in vivo und vitro steigern konnte. Zum Zeitpunkt 24 h wiesen
alle biologisierten Membranen (Mucoderm®, Jason®, Collprotect®) signifikant hdhere Werte
fur die Anzahl der Gefalte pro mm?, die Gefaldichte sowie die Anzahl der Branchingpoints pro
mm? auf, verglichen mit den nativen Kontrollgruppen. Die immunhistochemischen a-SMA- und
CD105-Farbungen zeigten ebenfalls ein signifikant héheres proangiogenes Potenzial bei den
biologisierten Membranen (10). In einer weiteren Studie konnte die Biofunktionalisierung von
KM (Symbios®) mittels PRF nach 72 h einen signifikanten Zuwachs an Gefa3en und
Branchingpoints bewirken, verglichen mit nativer YSM. Im Vergleich zu den nativen Pendants
konnte jedoch kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Es muss beachtet werden,

dass in der Studie von Blatt et al. (2022) keine Analyse der Mucoderm® erfolgte (9).
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In dieser Studie fUhrte die Biofunktionalisierung der MM mit A-PRF nach 48 h, 72 h sowie 96
h zu einem signifikant hdheren angiogenetischen Potenzial in der immunhistochemischen
Analyse, verglichen mit den nativen Varianten. Zu den Zeitpunkten 24 h und 120 h konnte die
biologisierte MM deskriptiv mehr Gefalde verzeichnen als die native MM, jedoch war kein
signifikanter Unterschied feststellbar. Die IKOSA®-Analyse bestatigte diese Ergebnisse
groftenteils. Nach 48 h und 72 h zeigten die Parameter total area, length, thickness und
branchingpoints deskriptiv die hdchsten Werte bei der biologisierten MM. Nach 72 h war eine
signifikant groRere total area bei der biologisierten MM festzustellen, verglichen mit der nativen
MM. Zum Zeitpunkt 96 h zeigte sich deskriptiv eine groRere total area und thickness im
Vegleich zur nativen MM. Nach 120 h wies die IKOSA®-Analyse deskriptiv jedoch konsequent

bessere Werte bei der nativen MM auf.

Insgesamt lassen diese Ergebnisse darauf schlielden, dass die Biofunktionalisierung von KM
mit A-PRF die Vaskularisation und Angiogenese in ovo steigern kann. Dies gilt insbesondere
fur die Langzeitbeobachtung bis 96 h, die in der vorliegenden Studie im Fokus steht. Die
Studienergebnisse unserer Arbeitsgruppen kénnen somit um die Zeitpunkte 48 h und 96 h
erganzt werden. Fur den Zeitraum bis 120 h kann keine eindeutige Aussage getroffen werden,
da die Ergebnisse der immunhistochemischen Analyse denen der IKOSA®-Analyse
widersprechen. Beide Verfahren konnten sich als geeignete Methoden zur Untersuchung

angiogener Eigenschaften erweisen (9, 10, 49, 51).

Weiterhin erfolgte die Biofunktionalisierung der BM mittels i-PRF. Eine Studie unserer
Forschungsgruppe untersuchte unter anderem die Anwendung von i-PRF zur
Pravaskularisierung einer azelullaren, porcinen Kollagenmembran. Die Biofunktionalisierung
mittels i-PRF fluhrte dabei jedoch nicht zu einem erhéhten angiogenen Potenzial. Vielmehr
zeigte die native Kollagenmembran bis 72 h alleinige signifikante proangiogene Eigenschaften
(138). Die Vergleichbarkeit mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie ist jedoch
eingeschrankt, da unterschiedliche Membranen untersucht wurden. Diese unterscheiden sich
bspw. in ihrer Kollagenzusammensetzung. Wahrend die NovoMatrix™ Kollagen | und VI
enthalt, besteht die Bio-Gide® aus Kollagen Typ I und Ill (132, 139).

Im Gegensatz zu diesen Beobachtungen beschrieben Al-Maawi et al. (2019), dass i-PRF die
Bioaktivitat kollagenbasierter Materialien steigern konnte. Zudem konnte die Freisetzung von
Wachstumsfaktoren ermdglicht werden. Jedoch wurden auch in dieser Studie
materialabhangige Unterschiede festgestellt. Wahrend i-PRF die Mucograft® Kollagenmatrix
fast vollstandig durchdringen konnte, gelang dies bei der Bio-Gide®- und der Mucoderm®-
Membran nur teilweise. Die Collprotect®-Membran zeigte nur eine Oberflachen-Invasion, und
die BEGO®-Membran verzeichnete keine Aufnahme von i-PRF. Es zeigten sich zudem

Abweichungen im i-PRF Zentrifugationsprotokoll (600 U/Minuten, 8 Minuten) (Duo-Zentrifuge,
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Process for PRF, Nizza, Frankreich) (125). In einer klinischen Studie von Rosatto et al. (2023)
konnte die Biofunktionalisierung mittels i-PRF ebenfalls positive Ergebnisse erzielen. Fibro-
Gide® Kollagenmatrices wurden mit i-PRF (600 U/Minuten, 8 Minuten) kombiniert und zur
Behandlung einzelner gingivaler Rezessionen eingesetzt. Dabei konnte nach sechs Monaten
eine signifikante Reduktion der Rezessionen nachgewiesen werden. Es wird davon
ausgegangen, dass die Kombination mit i-PRF die Wundheilung auf Grund einer verbesserten
Angiogenese fordern konnte. Die erhdhte GefalRdichte kdnnte zudem die Volumenstabilitat der
Kollagenmatrix steigern. Zusatzlich kann die Geweberegeneration auf Grund der Freisetzung
von Wachstumsfaktoren beglnstigt werden (140). Eine Vergleichbarkeit zur vorliegenden
Studie ist insofern gegeben, da die Fibro-Gide®, ebenso wie die Bio-Gide®, aus porcinem
Kollagen Typ I und Il besteht. Allerdings weist die Fibro-Gide® eine Quervernetzung auf, die

der Kollagenmatrix zusatzliche Volumenstabilitat, Elastizitat und Festigkeit verleiht (141).

In der vorliegenden Arbeit konnte die Biofunktionalisierung der BM mittels i-PRF die
Angiogenese und Vaskularisation in ovo férdern, bezogen auf den friihen Zeitraum 24 h bis
72 h. Die HE-Farbung zeigte fur die BM mit i-PRF einen signifikant gréReren Gefalizuwachs
nach 24 h, verglichen mit der BM mit HA, nativer MM und nativer A-PRF. Nach 48 h wies die
BM mit i-PRF ein grofReres angiogenetisches Potenzial im Vergleich zur nativen MM auf. Die
IKOSA-Analyse konnte diese Ergebnisse bestatigen. Die Analyse ergab fur die BM mit i-PRF
nach 48 h eine groRere length, verglichen mit nativer A-PRF. Im Vergleich zur nativen MM
zeigte die BM mit i-PRF mehr branchingpoints nach 48 h. Nach 72 h wies die BM mit i-PRF
signifikant bessere Werte flr die Parameter total area, length und thickness auf, verglichen mit
nativer MM. Es ist anzumerken, dass keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zur nativen
BM festgestellt werden konnten. Jedoch war die BM mit i-PRF ihrem nativen Pendant in der
a-SMA-, CD105- und HE-Farbung nach 48 h und 72 h deskriptiv Uberlegen. Zudem zeigten
sich in der IKOSA®-Analyse bei nahezu allen Parametern und Zeitpunkten deskriptiv hdhere

Werte bei der BM mit i-PRF, verglichen mit der nativen Variante.

In dieser Studie zeigte sowohl die Anwendung von A-PRF als auch i-PRF proangiogene
Effekte. Es lasst sich jedoch keine Aussage daruber treffen, welche der beiden Methoden die
Angiogenese in ovo Uber einen Zeitraum bis 72 h effektiver férdern konnte. Dies stimmt mit
den Aussagen von Schroger et al. (2024) Uberein, die ebenfalls keine Empfehlung fiir eine
bevorzugte PRF-Modifikation zur Pravaskularisierung von KM geben konnten (138). Weitere
Studien untersuchten die Eigenschaften von A-PRF und i-PRF. Dabei zeigten sich ebenfalls
unterschiedliche Ergebnisse. Choukroun et al. (2017) beschrieben unter anderem, dass i-PRF
signifikant mehr Leukozyten und Thrombozyten aufweisen konnte, verglichen mit A-PRF+.
Zudem konnten héhere Level an Wachstumsfaktoren (VEGF und TGF- 31) freigesetzt werden,
bezogen auf einen Zeitraum bis 24 h (75). Miron et al. (2019) berichteten ebenfalls, dass i-
PRF im Vergleich zu L-PRF und A-PRF die hochsten Konzentrationen an Thrombozyten und
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Leukozyten aufweisen konnte. Es ist jedoch zu beachten, dass die Analyse nicht Uber einen
Zeitraum hinweg erfolgte (14). Shash et al. (2024) dokumentierten hingegen, dass A-PRF nach
einem Tag signifikant groRere Mengen an VEGF ausschitten konnte, verglichen mit i-PRF
und L-PRF. Nach drei Tagen zeigte A-PRF eine signifikant groRere Freisetzung von TGF-R.
Zudem konnte A-PRF nach sieben Tagen signifikant grofiere Mengen an VEGF, TGF- und
PDGF-BB freisetzen. Weiterhin zeigte A-PRF eine hdéhere Zugfestigkeit, Zellviabilitat,
Alkalische Phosphatase-Produktion sowie Mineralisation in humanen Zellen des parodontalen
Ligaments. Die Anwendung von A-PRF wurde daher insbesondere in Hinblick auf die
verbesserte Freisetzung von Wachstumsfaktoren sowie die Forderung der Osteogenese
empfohlen (142). Ashour et al. (2023) beschrieben, dass A-PRF Uber einen Zeitraum bis
sieben Tagen signifikant groBere Mengen an PDGF-AA und TGF-R1 freisetzen konnte,
verglichen mit i-PRF. |-PRF verzeichnete wahrenddessen eine héhere Freisetzung von IGF-
1. Insgesamt erwies sich A-PRF in der Freisetzung von Wachstumsfaktoren als tberlegen
(143). Um das langfristige angiogene Potenzial von i-PRF und A-PRF zuverlassig vergleichen

zu kdnnen, sollten beide Modifikationen Uber einen langeren Zeitraum analysiert werden.

5.2.2 Biofunktionalisierung von KM mittels Hyaluronsaure

In der Studie von Kyyak et al. (2022) wurde bereits gezeigt, dass die Biofunktionalisierung
boviner Knochenersatzmaterialien mittels HA die Angiogenese in vivo férdern konnte. Dabei
wurde in der IKOSA®-Analyse eine signifikant groRere Anzahl an GefalRen und
Branchingpoints, eine grofiere Gefalldlange sowie Gesamtflache an Gefallen im Vergleich zum
nativen Pendant festgestellt. Zudem zeigte sich in der HE- und SMA-Farbung eine gréRere
Gefalflache sowie eine hohere Helligkeitsintegration. Die Analyse erfolgte am 13.
Entwicklungstag des Hihnerembryos, was in der vorliegenden Studie dem Zeitpunkt 144 h
entspricht. Die Studie von Kyyak et al. berticksichtig somit einen deutlich spateren Zeitpunkt,

ohne dabei einzelne Zeitpunkte gesondert zu betrachten (128).

In dieser Arbeit zeigte die Biofunktionalisierung von KM mit HA nach 24 h zunachst keine
positiven Einflisse. Native BM, native A-PRF, native MM und MM mit A-PRF konnten nach 24
h jeweils signifikant mehr Gefalle als die SM mit HA verzeichnen. Zudem zeigten die native
BM, BM mit i-PRF und MM mit A-PRF eine gréReren proangiogenen Effekt als die BM mit HA.
Nach 48 h hingegen zeigte die SM mit HA in der IKOSA-Analyse eine signifikant gréRere
length, verglichen mit nativer MM und nativer A-PRF. Nach 72 h wies die SM mit HA in der
immunhistochemischen Analyse einen signifikant gréReren GefaRzuwachs auf, verglichen mit
nativer MM und nativer BM. Zudem zeigte die BM mit HA signifikant mehr Gefal3e als die native
MM. Diese Ergebnisse lassen schlussfolgern, dass die Biofunktionalisierung mittels HA nach
48 h und 72 h ein signifikant groferes angiogenetisches Potenzial bewirken kann. Die

Beobachtungen von Kyyak et al. (2022) werden somit um zwei friihere Zeitpunkte erganzt
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(128). Allerdings war der proangiogene Effekt von HA im Vergleich zur Biofunktionalisierung

mittels A-PRF und i-PRF weniger ausgepragt.

Die Biofunktionalisierung mittels HA kdnnte auf Grund patientenbezogener, finanzieller sowie
organisatorischer Vorteile eine sinnvolle Alternative im klinischen Alltag darstellen. Die
Vorgange der Blutentnahme mittels spezieller Vacutainer-Systeme, Zentrifugation und
Weiterverarbeitung mittels PRF-Box entfallen. Die Patientenbelastung kann somit deutlich
reduziert werden. Dieser Aspekt ist besonders relevant fir Patienten, die zusatzliche
Blutentnahmen fiirchten und vermeiden mdchten. Zudem werden hohe Materialkosten sowie
medizinisches Personal eingespart. Die Effizienz klinischer Arbeitsablaufe kdnnte somit
insgesamt optimiert werden. Um jedoch den langfristigen Erfolg der Biofunktionalisierung

mittels HA beurteilen zu kdnnen, ware eine Langzeitbeobachtung erforderlich.

5.2.3 Native Membranen

Im direkten Vergleich zwischen den nativen Membranen lieR sich in der HE-Farbung ein
signifikanter Unterschied zwischen der nativen BM und nativen MM erkennen. Die native BM
zeigte dabei nach 24 h ein signifikant hdheres proangiogenes Potenzial als die native MM. In
der IKOSA®-Analyse, a-SMA- und CD-105-Farbung war die native BM der nativen MM
groltenteils ebenfalls Uberlegen, allerdings zeigten sich keine signifikanten Unterschiede. Eine
ahnliche Beobachtung wurde in einer Studie von Al-Maawi et al. (2019) gemacht. Dabei zeigte
die MM im Gegensatz zur BM eine geringere Aufnahme von i-PRF. Als mdégliche Erklarung
wurden die kompakte Struktur sowie die gréReren, eng verflochtenen Fasern der MM genannt,
wie die Aufnahmen der Rasterelektronenmikroskopie zeigten. Somit kdnnte das Eindringen
von i-PRF in die Membran erschwert werden (125). Méglicherweise gilt dies ebenfalls fur das
Einwachsen von BlutgefaBen im CAM-Assay. Diese Uberlegung kénnte das geringere
angiogenetische Potenzial nach 24 h erklaren. Die Aussagekraft dieser Beobachtung ist

jedoch eingeschrankt, da keine weiteren signifikanten Unterschiede festgestellt wurden.

Allgemein ist festzuhalten, dass die nativen Varianten in dieser Studie gute Ergebnisse
erzielen konnten. Die native BM wies nach 24 h ein signifikant hdheres angiogenetisches
Potenzial auf, verglichen mit der SM mit HA, BM mit HA und nativer A-PRF. Zudem zeigte die
native MM nach 24 h einen signifikant gréReren proangiogenen Effekt als die SM mit HA. Wie
bereits in der Literatur beschrieben (9, 10), erwies sich die native A-PRF in der vorliegenden
Studie ebenfalls als vorteilhaft. Nach 24 h verzeichnete die native A-PRF einen signifikant
groReren angiogenen Effekt als die SM mit HA, und nach 48 h war sie der nativen MM
signifikant Uberlegen. Zum Zeitpunkt 72 h zeigte die native A-PRF eine signifikant héhere
Gefalzahl als die native MM und native BM. Fir den Langzeiteffekt sind die nativen

Membranen jedoch nicht mit den biologisierten Varianten zu vergleichen.
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5.3 Limitationen der Studie

Die vorliegende Studie weist einige Limitationen auf, welche die Interpretation der Ergebnisse
einschranken kénnen. Im Rahmen des CAM-Assays lasst sich zunachst die Variabilitat der
Hihnerembryonen nennen. Diese koénnen auf Grund von genetischen Faktoren,
AuRentemperaturen oder verschiedenen Entwicklungsstadien Unterschiede in Form und
Grole aufweisen. Darlber hinaus variierte die GroRe der Hihnereier. Eine vollstandig
standardisierte Applikation der Membranen auf die CAM sowie Entnahme der Membranen
kann daher nicht gewahrleistet werden. Zudem kdénnten die Biologisierung und das Schneiden
der Membranen potenzielle Fehlerquellen darstellen. Da die A-PRF Membranen manuell auf
die Kollagenmembranen gepresst und zugeschnitten wurden, konnten geringflgige
GroéRenabweichungen auftreten. Gleichzeitig kdnnten aufgrund der manuellen Inkubation mit
flissigem i-PRF und Hyaluronsaure Abweichungen in der Konzentration entstanden sein.
Weitere UnregelmaRigkeiten konnten durch den Transport, die Lagerung, Luftfeuchtigkeit,
Beleuchtung oder Temperatur entstehen. Kontaminationen durch Schimmelpilze oder
Bakterien konnten trotz steriler Arbeitsbedingungen nicht vollstdndig ausgeschlossen werden
und somit mdglicherweise die Ergebnisse beeinflussen. Allgemein ist die Aussagekraft der

Studie auf Grund der begrenzten Fallzahl und Beobachtungsdauer beschrankt.

Eine weitere Fehlerquelle stellt die Fotodokumentation mittels digitalen Mikroskops dar. In
Einzelfallen war die Bildqualitdt durch Reflexionen oder Spiegelungen gemindert, was die
Ergebnisse der Auswertung mittels IKOSA® CAM Assay Software beeinflusst haben koénnte.
Weiterhin kann die Vergleichbarkeit der Ergebnisse durch die Farbemethoden beeintrachtigt
werden. Die manuelle Auswertung der histologischen Schnitte konnte eine Standardisierung
der Ergebnisse erschweren. Zudem ist die Ubertragbarkeit der Ergebnisse des CAM-Assays

auf den Menschen auf Grund der unterschiedlichen Metabolismen nur begrenzt moglich (144).
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6 Zusammenfassung

In der vorliegenden experimentellen Studie erfolgte die Biofunktionalisierung von KM mittels
A-PRF, i-PRF und HA. Dabei wurde mit Hilfe des CAM-Assays der Einfluss auf die
Vaskularisierung und Angiogenese in ovo analysiert. Um eine differenzierte und objektive
Beurteilung der Ergebnisse zu gewahrleisten, wurden sowohl immunhistochemische als auch
Kl-gestutzte GefalRanalysen durchgefuhrt. Dennoch kénnen die in Kapitel 5.3 beschriebenen

Limitationen die Aussagekraft dieser Studie einschranken.

Die Kombination von KM mit A-PRF konnte in der Langzeitbeobachtung bis 96 h signifikante
proangiogene Effekte bewirken. Dies stellt eine wesentliche neue Erkenntnis dar und bietet
vielversprechende Perspektiven fiir den langfristigen klinischen Erfolg bei der GBR/GTR. Die
Biofunktionalisierung mittels i-PRF konnte im Zeitraum von 24 h bis 72 h gleichermalen gute
Ergebnisse erzielen. Es lasst sich insgesamt keine Aussage dartber treffen, welche der
beiden Varianten die Angiogenese in ovo effektiver fordern konnte. In der klinischen Praxis
kénnen beide PRF-Modifikationen als wirksame Methoden zur Pravaskularisierung von KM

betrachtet werden.

Die Biofunktionalisierung mittels HA lieferte ebenfalls neue Erkenntnisse. Die Kombination mit
HA zeigte nach 48 h und 72 h eine signifikante Steigerung der Angiogenese. Die Anwendung
von HA konnte daher eine sinnvolle Alternative im klinischen Alltag darstellen. Zu den Vorteilen
gegenuber A-PRF und i-PRF zahlen insbesondere reduzierte Kosten sowie eine vereinfachte
Handhabung. Die Biologisierung mittels HA eignet sich besonders flir Angst-Patienten, die

zusatzliche Blutentnahmen fiirchten und auf diese verzichten mochten.

Zur vollstandigen Bewertung des langfristigen proangiogenen Potenzials von A-PRF, i-PRF

sowie HA sind weiterfihrende Studien erforderlich, die eine Langzeitbeobachtung umfassen.
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Anhang

8 Anhang

(A)

Tests auf Normalverteilung

SMA

CD105

HE

* Diesist eine untere Grenze der echten Signifikanz.

Membran

MM nativ
A-PRF nativ
MM + A-PRF
MM nativ
A-PRF nativ
MM + A-PRF
MM nativ
A-PRF nativ
MM + A-PRF

aZeitpunkt =24
b Signifikanzkorrektur nach Lilliefors

(B)

Tests auf Normalverteilung

SMA

CD105

HE

* Diesist eine untere Grenze der echten Signifikanz.

Membran

MM nativ
A-PRF nativ
MM + A-PRF
MM nativ
A-PRF nativ
MM + A-PRF
MM nativ
A-PRF nativ
MM + A-PRF

aZeitpunkt =48
b Signifikanzkorrektur nach Lilliefors

Kolmogorov-Smirnovb

Statistik

0,165
0,198
0,204

0,23
0,183
0,189
0,196
0,224
0,341

Kolmogorov-Smirnovb

Statistik
0,159
0,138
0,248
0,174
0,188
0,177
0,235
0,195
0,152

df

df

Signifikanz
,200*
,200*
,200*

,200*
,200*
,200*
,200*

© © © © © © © © ©

Signifikanz
,200*
,200*

,200*
,200*
,200*

,200*
,200*

© © © © © © © © ©
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0,188

0,003

0,118

0,165

Shapiro-Wilk
Statistik

0,96

0,893

0,921

0,843

0,937

0,947

0,851

0,905

0,691

Shapiro-Wilk
Statistik

0,939

0,96

0,912

0,972

0,939

0,907

0,884

0,903

0,916

df

df

© © © © O O v O o

© © © © O © O O ©

Signifikanz
0,796
0,216
0,401
0,063
0,553
0,653
0,077
0,284
0,001

Signifikanz

0,567
0,797
0,332
0,915
0,569
0,297
0,174

0,27
0,363
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(C)

Tests auf Normalverteilung

SMA

CD105

HE

* Diesist eine untere Grenze der echten Signifikanz.

Membran

MM nativ
A-PRF nativ
MM + A-PRF
MM nativ
A-PRF nativ
MM + A-PRF
MM nativ
A-PRF nativ
MM + A-PRF

aZeitpunkt =72
b Signifikanzkorrektur nach Lilliefors

(D)

Tests auf Normalverteilung

SMA

CD105

HE

* Diesist eine untere Grenze der echten Signifikanz.

Membran

MM nativ
A-PRF nativ
MM + A-PRF
MM nativ
A-PRF nativ
MM + A-PRF
MM nativ
A-PRF nativ
MM + A-PRF

a Zeitpunkt =96
b Signifikanzkorrektur nach Lilliefors

Kolmogorov-Smirnovb

Statistik
0,181
0,149
0,201
0,235
0,163
0,193
0,154
0,169
0,175

Kolmogorov-Smirnovb

Statistik
0,156
0,236
0,153
0,188
0,143
0,121
0,181
0,144
0,197

df

df

Signifikanz
,200*
,200*
,200*

,200*
,200*
,200*
,200*
,200*

© © © © © © © O ©

Signifikanz
,200*

,200%*
,200*
,200*
,200*
,200*
,200*
,200*

© © © © © © © O ©
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0,163

0,161

Shapiro-Wilk df

Statistik
0,935
0,956
0,914
0,932
0,952
0,925
0,944
0,862
0,929

Shapiro-Wilk

Statistik

0,946
0,889

0,95
0,937
0,955

0,97
0,871
0,972
0,959

© © © © © O © o ©

© © © © © O v O o

Signifikanz
0,531
0,758
0,347
0,503
0,717
0,436
0,626
0,101
0,474

Signifikanz
0,651
0,193
0,694
0,546
0,747
0,894
0,125
0,915
0,784
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(E)
Tests auf Normalverteilung
Membran Kolmogorov-Smirnovb Shapiro-Wilk
Statistik df Signifikanz  Statistik df Signifikanz
SMA MM nativ 0,19 9 ,200* 0,9 9 0,251
A-PRF nativ 0,176 9 ,200* 0,981 9 0,971
MM + A-PRF 0,159 9 ,200* 0,969 9 0,885
CD105 MM nativ 0,182 9 ,200* 0,947 9 0,655
A-PRF nativ 0,121 9 ,200* 0,969 9 0,886
MM + A-PRF 0,195 9 ,200* 0,963 9 0,828
HE MM nativ 0,185 9 ,200* 0,929 9 0,474
A-PRF nativ 0,169 9,200* 0,94 9 0,584
MM + A-PRF 0,16 9,200* 0,95 9 0,688

* Diesist eine untere Grenze der echten Signifikanz.
aZeitpunkt =120
b Signifikanzkorrektur nach Lilliefors

Abbildung 12: Tests auf Normalverteilung fir die MM nativ: Mucoderm® nativ, A-PRF nativ, MM+A-
PRF: Mucoderm® mit A-PRF (jeweils a-SMA-Farbung, CD105-Farbung und HE-Farbung) zu den
Zeitpunkten (A) 24 h, (B) 48 h, (C), 72 h, (D), 96 h, (E) 120 h.

(A)

Farbung Membran  Zeitpunkt Mittelwert  Std.-Abw. (+) Vergleich zu24 h (p)

SMA MM nativ 24h 13,54% 4,60% /
SMA MMnativ.  48h 15,02% 4,63% 0,505
SMA MM nativ 72h 16,79% 5,38% 0,187
SMA MM nativ 96 h 20,53% 3,67% 0,003
SMA MM nativ 120 h 21,69% 3,50% <0,001
SMA A-PRF nativ 24 h 14,85% 2,34% /
SMA A-PRF nativ 48h 14,85% 3,58% 0,997
SMA A-PRF nativ 72h 18,35% 6,08% 0,137
SMA A-PRF nativ 96 h 20,47% 4,07% 0,003
SMA A-PRF nativ 120 h 20,39% 3,56% 0,002
SMA MM +A-PRF 24h 16,67% 7,00% /
SMA MM +A-PRF 48h 16,31% 4,36% 0,899
SMA MM +A-PRF 72h 21,38% 2,95% 0,09
SMA MM +A-PRF 96 h 22,56% 4,59% 0,053
SMA MM +A-PRF 120h 24,46% 4,98% 0,016
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(B)

Farbung Membran  Zeitpunkt Mittelwert  Std.-Abw. (%) Vergleichzu24 h (p)

CD105 MM nativ 24h 15,90% 4,67% /
CD105 MM nativ 48 h 16,55% 4,30% 0,761
CD105 MM nativ 72h 18,25% 6,49% 0,392
CD105 MM nativ 96 h 20,40% 4,68% 0,058
CD105 MM nativ 120 h 19,34% 6,48% 0,216
CD105 A-PRF nativ 24h 19,57% 4,42% /
CD105 A-PRF nativ 48h 16,20% 5,45% 0,17
CD105 A-PRF nativ 72h 19,72% 3,29% 0,937
CD105 A-PRF nativ 96 h 22,38% 5,26% 0,239
CD105 A-PRF nativ 120 h 19,89% 3,95% 0,875
CD105 MM +A-PRF 24h 19,59% 7,11% /
CD105 MM +A-PRF 48h 17,75% 4,31% 0,518
CD105 MM +A-PRF 72h 20,23% 4,08% 0,819
CD105 MM +A-PRF 96h 24,47% 6,39% 0,146
CD105 MM +A-PRF 120h 22,11% 5