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Abstract

Purpose Post-interventional hemorrhage can result in serious complications, especially in patients with hemostatic
disorders. Identification of safe and efficient local hemostatic agents is important, particularly in the context of an age-
ing society and the emergence of new oral anticoagulants. The aim of this in vitro study was to investigate the poten-
tial of silk fibroin membranes coated with the inorganic polymer polyphosphate (polyP) as a novel hemostatic device
in oral surgery.

Methods Cocoons of the silkworm Bombyx mori were degummed and dissolved. Varying amounts of long-chain
polyP (2-2000 ug/mm?) were adsorbed to the surface of silk fibroin membranes. Analysis of the procoagulant effect
of polyP-coated silk membranes was performed using real-time thrombin generation assays in human plasma.
Increasing concentrations of polyP (0.15-500 ug/ml) served as a positive control, while uncoated silk fibroin mem-
branes were used as negative control.

Results PolyP-coated silk fibroin membranes triggered coagulation when compared to plasma samples and pure
silk fibroin membranes. A polyP-dose-dependent effect of thrombin generation could be found with a maximum
(ETP=1525.7 nM-min, peak thrombin=310.1 nM, time to peak=9.8 min, lag time =7.6 min.) at 200 pg/mm? of poly-
mer loading on the silk fibroin membrane surface.

Conclusions In this study, it was demonstrated that silk fibroin membranes coated with polyP have the potential
to act as a promising novel hemostatic device.
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Graphical Abstract

Key Question

The aim of this in vitro study was to investigate the potential of silk fibroin membranes coated

with the inorganic polymer polyphosphate (polyP) as a novel hemostatic device in oral surgery.
Key Finding

PolyP-coated silk fibroin membranes triggered coagulation when compared to plasma samples
and pure silk fibroin membranes. A polyP-dose-dependent effect of thrombin generation could
be found with a maximum (ETP=1525.7 nM-min, peak thrombin=310.1 nM, time to peak=9.8

surface.
Take Home Message

min., lag time=7.6 min.) at 200 pg/mm? of polymer loading on the silk fibroin membrane

In this study, it was demonstrated that silk fibroin membranes coated with polyP have the
potential to act as a promising novel hemostatic device.

Silk +Polyphosphate

Introduction

Hemostasis is a complex physiological response to pre-
vent blood loss from injured vessels. Initially, platelets
adhere to the vascular injury, become activated, and form
a platelet plug that seals the injury (primary hemostasis).
Fibrin produced by the blood coagulation systems sta-
bilizes the clot (secondary hemostasis). The hemostatic
machinery, which includes both pathways that interact
simultaneously in the process of primary and second-
ary hemostasis, stops bleeding from minor wounds
and contributes to wound healing [1]. However, severe
trauma associated with major vascular injury can result
in life-threatening blood loss [2]. In particular, patients

with hereditary or acquired hemostatic disorders are at
increased risk of bleeding and require immediate and
specific treatment. Similarly, patients on anticoagulant
medications have impaired hemostatic capacity and are
prone to persistent local bleeding [3]. In recent years,
new types of anticoagulants have been introduced. How-
ever, their impact on spontaneous and post-operative
bleeding has not been fully elucidated. Therefore, in an
ageing society where both the number of surgical inter-
ventions and the number of patients being treated with
oral anticoagulants are increasing, efficient strategies for
local support of hemostasis are needed. The rapid and
efficient administration of potent topical medications
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for hemostasis is hence becoming increasingly impor-
tant for surgical patients, especially during anticoagulant
therapy [3]. Post-interventional bleeding is frequently
observed as an adverse complication in oral surgery
[4]. Oral wounds are particularly susceptible to bleed-
ing due to dense blood supply, mechanical stress from
chewing, breathing and articulation. In addition, they
are exposed to fluids such as saliva and the physiological
oral microbiome. Furthermore, the tissue of the upper
gastrointestinal tract has a high fibrinolytic activity and
thus an increased capability to dissolve already formed
blood clots during hemostasis [5]. Overall, the specific
oral environment has a strong influence on hemostasis
and wound healing. The recently published guideline of
the German Society for Dental, Oral and Maxillofacial
Medicine (DGZMK) emphasizes the advantages of local
topical hemostasis in oral surgery, especially for patients
taking anticoagulant drugs [6]. In contrast, intervention
with systemic hemostasis by administration of pro-coag-
ulant or anti-fibrinolytic drugs remains under debate [6].
Treatment strategies for oral bleedings include bypass
agents, such as recombinant factor VIla (rFVIIa), acti-
vated prothrombin complex concentrates (aPCC, e.g.,
Factor VIII Inhibitor Bypassing Activity [FEIBA]), or
fibrin sealants (fibrin glue). The latter reproduce the final
stage of the coagulation cascade and subsequently the
formation of a fibrin clot [7]. While these agents have
potent hemostatic capacity and interfere with bleed-
ing, the administration of current topical hemostatic
medications is associated with an array of adverse side
effects, including compromised local wound healing [8,
9], local inflammation [8-11], anaphylactic reactions [8,
11, 12], formation of heat that can lead to burn injuries
[13], risk of disease transmission [14] and high costs [8,
9]. Overall, post-operative local hemostasis remains a
challenge in patients undergoing oral surgery, especially
while receiving anticoagulation therapy or when hemo-
static abnormalities are present. To date, none of the
currently available topical hemostatic agents meet the
criteria for a low-risk, effective, and safe local hemosta-
sis. Polyphosphate (polyP) is an inorganic, negatively
charged polymer composed of orthophosphate residues
linked by phosphoanhydride bonds. PolyP is abundant in
nature, regulated by phosphate-homeostasis [15], non-
immunogenic, degraded in plasma by endogenous phos-
phatases with a half-life of about 90 min, is inexpensive,
and is easy to store and apply. Recently, the polymer has
gained interest with regard to local hemostasis. PolyP is
a procoagulant by several fibrin-forming mechanisms.
In vivo, polyP contact-activates factor XII (FXII) to acti-
vated FXII (FXIIa) which in turn triggers the “intrinsic”
pathway of blood coagulation [16-18]. Animal studies
and experiments with human plasma have shown that
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the pharmacological inhibition of FXIIa and its activa-
tor polyP is associated with thromboprotection without
increased clinical bleeding [19-22]. Moreover, in vitro
studies suggest that polyP contributes to fibrin formation
by accelerating thrombin-dependent activation of factor
XI and factor V, as well as von Willebrand factor bind-
ing. It also decreases fibrinolysis and stabilizes the fibrin
clot [23]. PolyP is produced in bulk form as a powder. For
utilization as a local hemostatic agent in routine clinical
practice, an improved method for defined application
is required, e.g., a carrier material must be coated with
polyP. In recent years, silk fibroin has gained importance
in regenerative medicine research and is currently being
investigated in various forms such as sponges, hydrogels,
electrospun fibers, tubes or membranes [24]. Due to its
mechanical versatility and high cytocompatibility [25—
27] silk appears to be a suitable carrier for hemostatic
agents. The aim of this feasibility study is to evaluate the
potential of silk membranes coated with polyP for local
hemostasis in vitro.

Materials and methods

Preparation of aqueous silk solution

Silk fibroin was isolated from cocoons of the larvae of
the silk moth Bombyx mori. Silk cocoons were cut into
small pieces and boiled for 30 min in 0.02 M Na,COs.
This process removes sericin from the silk fibroin fibers
[24]. Then, silk fibroin fibers were dissolved in Ajisawa’s
reagent at 60 °C for 4 h [28]. After complete dissolution
of the silk fibroin fibers, the silk solution was dialyzed
using a cellulose semi-permeable membrane (molecular
weight cutoff: 10 kDa). The silk fibroin solution was dia-
lyzed using a stepwise protocol published by Zheng et al.
(2016) in which the dialysis tube was placed in 100 parts
of 4 M urea solution for 3 h with slow stirring, followed
by changing the solution to 100 parts of 2, 1 M urea and
finally water for 3 h, respectively [29].

Fabrication of the polyP-coated silk membranes

Varying amounts of long-chain polyP with an average
chain length of>1000 Pi (Phoskadent M, BK Giulini
GmbH, Ladenburg, Germany) were homogeneously
coated on the surface of 6-well culture plates (surface
area: 9.6 cm?). Then, 1.8 ml of aqueous silk fibroin solu-
tion (9% weight by volume) was added to each well and
during incubation for 48 h at room temperature in a
safety cabinet, the water evaporated, leaving a mem-
brane that physically tethered the polyP to the membrane
surface.

Blood collection
Peripheral venous blood was obtained from members
of the study group and stored in 3.2% trisodium citrate
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(9:1 blood-to-citrate ratio). The tubes were centrifuged
at 3000xg for 10 min twice at room temperature before
platelet-poor plasma (PPP) was drawn off the upper por-
tion using a pipette. The PPP was stored frozen at — 20 °C
and thawed at 37 °C before use.

Real-time thrombin formation

Thrombin formation in real-time was analyzed using
the Calibrated Automated Thrombin Generation Assay
(CAT) in a Fluoroscan Ascent fluorometer (Thermo Sci-
entific, Waltham, MA, USA) equipped with a dispenser
(Thrombinoscope BV, Maastricht, The Netherlands) as
described [30]. The CAT method, developed by Hem-
ker et al., uses a fluorogenic thrombin substrate, which
allows real-time thrombin detection in platelet-poor and
platelet-rich plasma samples [31]. The experiments were
measured in a 96-well plate fluorometer. The Throm-
bin Calibrator (TC), dispensed into the first two wells
together with plasma, was used as a reference for the
Thrombinoscope to calculate the molar concentration of
thrombin in our test wells against the calibrator. Throm-
bin formation was quantified using the Thrombinoscope
software package (Version 3.0.0.29). After the measure-
ment, the program expresses the results of thrombin
activity. The area under the curve, i.e., the endogenous
thrombin potential (ETP) indicates the total thrombin-
forming capacity in nanomolar (nM) versus time, while
the peak thrombin value indicates the maximum throm-
bin concentration reached. Time to peak (ttPeak) is
defined as the minute the thrombin generation reaches
peak height. Furthermore, the lag time defines the time
until 1/6 of the peak height is reached and thus repre-
sents the initiation phase of coagulation. All data were
collected from two independent experiments in dupli-
cates and expressed as a mean value + standard deviation
(SD), unless otherwise indicated.

PolyP membrane-driven thrombin generation

Silk fibroin membranes coated with polyP were cut into
3% 3 mm pieces with a scalpel. 80 ul PPP, 10 ul MP Rea-
gent (Thrombinoscope BV, 4 uM final phospholipid con-
centration) and 10 pl PBS with pieces of silk membranes
coated with increasing polyP concentrations (2 pg/
mm?, 6 pg/mm? 20 pg/mm? 60 pg/mm? 200 pg/mm?,
600 pg/mm?* and 2000 pg/mm?) were added into each
well. After addition of 20 pl FluCa (containing 2.5 nM
fluorogenic substrate and 100 mM calcium chloride), a
solution automatically dispensed by the machine, which
initiates the coagulation reaction, the final volume
amounted to 120 pul in each well. Uncoated silk fibroin
membranes functioned as negative controls. For positive
control we used 80 ul PPP together with 10 ul phospho-
lipids and stimulated it with 10 ul polyP (Phoskadent M)
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in solution, leading to final concentrations of 0.15 pg/
ml, 0.5 pg/ml, 1.5 pg/ml, 5 pg/ml, 15 pg/ml, 50 pg/ml,
150 pg/ml to 500 pg/ml.

Scanning electron microscopy (SEM)

PolyP distribution and silk fibroin membrane structure
were evaluated using a Quanta™ 250 FEG ESEM scan-
ning electron microscope (FEI Company, USA).

Results
The distribution of polyP within the silk fibroin mem-
brane was investigated by scanning electron microscopy
(SEM). As shown in Fig. 1, there is a polyP phase with
a smooth surface on the upper side of the functionalized
membrane. The lower part of the membrane consists of
pure silk fibroin protein. The polyP particles are physi-
cally bound to the membrane by the silk fibroin protein
solution after the aqueous part is evaporated. In this way,
a two-phase membrane is formed, consisting of a polyP
layer on one side and a pure silk layer on the other side.
To analyze the procoagulant activity of polyP-coated
silk fibroin membranes, we performed real-time throm-
bin generation assays in human plasma in the absence
or presence of pure polyP and silk fibroin membranes
coated with increasing concentrations of polyP. First, we
stimulated plasma with pure polyP in increasing con-
centrations. Concentrations of 150 ug/ml polyP potently
initiated thrombin generation leading to an ETP of
1544.3 nM-'min, peak thrombin of 382.9 nM, ttpeak of
8 min and lag time of 6.3 min. In contrast, polyP with
the lowest concentration tested (0.15 pg/ml) generated
an ETP of 980.6 nM-'min, peak thrombin of 107 nM,
time to peak of 21.7 min and lag time of 17 min (Fig. 2,
Table 1). PolyP-coated silk fibroin membranes with a
polyP surface-amount of 6-600 pg/mm? were procoagu-
lant compared to pure silk fibroin membranes (Fig. 3).
Higher quantities of polyP (2000 pug/mm?) did not lead

Fig. 1 Cross-section of a polyP-functionalized silk fibroin membrane
(polyP: 200 ug/mm3)
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Fig. 2 Real-time thrombin generation initiated by pure polyP
increasing concentrations in human plasma. (n=1in duplicates)

to a stronger procoagulant effect in vitro. The procoagu-
lant activity even decreased with higher polyP amounts
on the membrane surface, most likely through complex
formation with calcium ions, which effectively interrupts
thrombin production. The thrombin generation trig-
gered by polyP-coated silk fibroin membranes reached
its maximum at a polyP amount of 200 ug/mm? (ETP of
1525.7 nM-min), before it decreases with 600 pg/mm?
(ETP of 1339.3 nM'min). Figure 3 demonstrates throm-
bin generation in silk fibroin membrane-induced plasma
under increasing polyP amounts on silk fibroin mem-
brane surfaces.

Thrombin generation was increased in plasma samples
with polyP-coated silk fibroin membranes compared to
buffer-treated normal plasma (Table 2). Functionalized
silk fibroin membranes with a polyP amount of 200 pg/
mm? initiated the highest amount of thrombin reaching
an ETP of 1525.7 nM-min and peak thrombin of 310.1 nM
(Fig. 3). Consistently, lag time (7.6 min in 200 pg/mm?
polyP-coated membranes vs 23.3 min in buffer-treated
PPP) was shortened by 67% while time to peak (9.8 min
in 200 pg/mm? polyP-coated membranes vs. 28.8 min in
PPP) was shortened by 66%. Accordingly, peak thrombin
(310.1 nM in 200 pg/mm? polyP-coated membranes vs.
52.3 nM in PPP) was significantly increased by 5.96-fold

Table 1 PolyP-driven thrombin generation of polyP control
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Fig. 3 Thrombin generation in real time triggered

by polyP-functionalized silk fibroin membranes (n=2, in duplicates)

60

and total thrombin, i.e., ETP (1525.7 nM-min in 200 pg/
mm? polyP-coated membranes vs. 519.2 nM-min in PPP)
was also increased by 2.94-fold, in samples compared to
plasma controls (Table 2).

For negative control, plasma was stimulated with
uncoated silk fibroin membranes. The results of pure silk
fibroin membranes compared to 200 pg/mm? silk + polyP
were as follows: respectively, lag time (7.6 min in 200 pg/
mm? polyP-coated membranes vs 12.8 min in silk
fibroin controls) was shortened by 41% and time to peak
(9.8 min in 200 pg/mm? polyP-coated membranes vs.
15.3 min in silk fibroin controls) was shortened by 36%.
Accordingly, peak thrombin (310.1 nM in 200 pg/mm?
polyP-coated membranes vs. 198.4 nM in silk controls)
was increased by 1.57-fold and total thrombin, i.e., ETP
(1525.7 nM'min in 200 pg/mm* polyP-coated mem-
branes vs. 955.5 nM-min in silk fibroin controls) was also
increased by 1.6-fold, in samples compared to uncoated
silk fibroin membranes (Table 2). Both uncoated silk
fibroin and buffer-treated normal plasma showed lower
total (endogenous thrombin potential) and maximum
(peak) thrombin formation, and extended time to peak
and lag time, compared to polyP-coated silk fibroin
membranes (Table 2, Fig. 3). In turn, uncoated silk fibroin
alone shows a low procoagulant activity, compared to
buffer-treated plasma samples (Table 2, Fig. 3).

0.15 0.5 15 15 50 150 500

pg/ml polyP
ETP (nM-min) 980.6+201 11089+75 1246.8+79 13985+76 13989+44 14539423 1544.3+55 15224431
Peak thrombin (nM) 107 £31 143+£14 236.6+48 3164+17 351711 3676+10 3829+18 3746+53
Time to peak (min) 21.7£23 225%05 195+1.2 132+15 1M+1 9.7+0 8+0.3 72102
Lag time (min) 172 18.7+£0.7 16.7+£1.7 11+13 92+12 8+0 63+03 55+0.2

Comparison of thrombin formation in plasma stimulated by increasing concentrations of pure polyp

Values are expressed as mean+SD, n=1 in duplicates
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Table 2 PolyP-driven thrombin generation of functionalized silk fibroin membranes

Plasmawith ~ Silk control  pg/mm? silk + polyP

buffer (PPP)

2 6 20 60 200 600 2000

ETP (nM-min) 519.2+£413 9555+£119 9706+170 1098+310 12799+183 1391.2+160 1525.7£227 13393%9 =1
Peak thrombin (nM) 523+50 1984+70 1759+53 207.8+119 246.2+51 267.3+38 3101 +27 2434+56 -1
Time to peak (min) 288+7 153+14 17.1+5 13.1+6 11.8+18 10.2+0.5 9.8+0.7 89+06 -1
Lag time (min) 233+6 128+0.7 14+4 104 9.1+15 74+0.1 76+06 68+04 -1

Comparison of thrombin formation in normal platelet-poor plasma, silk fibroin membrane-induced plasma and polyP-coated silk fibroin membrane-induced plasma

PPP, platelet-poor plasma; silk + polyP, 3 x 3 mm silk fibroin membranes coated with polyp

Values are expressed as mean+SD, n=2 in duplicates

Discussion

The FXII activator polyP is biocompatible, inexpensive,
non-immunogenic, and degradable by endogenous phos-
phatases. [32]. PolyP initiates fibrin formation in plasma
treated with anticoagulants [33] and normalizes defec-
tive fibrin formation in plasma samples from patients
with inherited platelet disorders [16], suggesting that the
polymer could be used as an hemostatic agent. Indeed,
the addition of synthetic polyP with a chain length of
75 phosphate subunits has been shown to reduce clot-
ting times in plasma samples from hemophilia A and B
patients [33] and in PRP from individuals with Herman-
sky—Pudlak syndrome, suggesting that the polymer may
restore defective coagulation ability in these disorders.
Several in vivo and in vitro experiments have demon-
strated the critical role of the polyP/FXII- mediated
coagulation in thromboembolic disorders [22, 34—36]. In
addition to polyP, multiple other FXII contact activators
have been identified such as RNA, collagen, and neutro-
phil cellular traps (NETs) [32]. Conversely, polyP contrib-
utes to the procoagulant activity of NETs [37]. However,
the specific mechanisms of FXII contact activation are
still unclear. Deletion mutants have recently shown that
polyP activates FXII by binding to its proline-rich domain
(PR-III) [32]. Although the PR-III region is essential for
surface-induced activation of FXII, its absence still allows
protease-mediated FXII activation in solution. Addition-
ally, the transmembrane protein XPR1 (xenotropic and
polytropic retrovirus receptor 1) has been shown to func-
tion as a major phosphate exporter in platelets and thus
plays a significant role in the regulation mechanisms of
phosphate hemostasis and thrombosis formation [15].

In vitro experiments have shown that the ability to
activate FXII increases with the chain length of synthetic
polyP [38], however, in vivo polyP forms Ca**-rich nano-
particles that are insoluble [18], and upon release remain
retained on the plasma membrane surface of platelets,
platelet-derived microparticles and cancer-released
extracellular vesicles. These natural Ca*'/polyP aggre-
gates initiate the procoagulant and proinflammatory

FXII-driven contact system independently of the chain
length of the individual polyP polymer packed into nano-
particles. Supporting the hypothesis that polyP functions
via activation of FXII, an array of polyP inhibitors inter-
fere with thrombosis while sparing hemostasis thereby
mimicking the effect of FXII neutralizing agents, recently
reviewed in [39].

In order to apply and localize polyP to wounds with-
out the risk of being washed out by wound secretions and
blood, a support device is required to keep the polyP at
the wound site. The results of the experiments presented
support the hypothesis that a silk fibroin matrix is a
promising candidate for such a support device.

Results from a mouse injury model showed that silk
fibroin can activate the “intrinsic” coagulation path-
way and thus reduce bleeding time [40]. Consist-
ent with these results, silk fibroin as a control without
polyP is already a mild procoagulant (Fig. 3). The pros-
pects of silk fibroin scaffolds in combination with oxi-
dized cellulose have been investigated with respect to
their wound healing promoting properties [41]. Both
properties provide an essential basis for the present
approach. Evaluation of the procoagulant activity of silk
fibroin membranes functionalized with polyP in vitro
is a key factor in assessing further perspectives in this
field. In the present pilot study, silk fibroin membranes
were coated with increasing amounts of polyP and
their procoagulant potential was investigated in vitro.
The results of the study suggest that the procoagulant
effect depends on the amount of polyP used as a coat-
ing for the silk fibroin carrier. PolyP-coated silk fibroin
membranes show an increase in thrombin generation
with increasing amounts of polyP. The dose-dependent
thrombin generation with polyP-coated silk fibroin
membranes reached its maximum at a polyP amount
of 200 pug/mm? However, higher polyP quantities do
not necessarily imply a higher procoagulant activity.
The results of pure polyP compared to the silk fibroin
samples showed that polyP-coated silk fibroin mem-
branes with an amount of 200 pg/mm? polyP generate
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similar amounts of thrombin (ETP 1525.7 nM-min, peak
310.1 nM) and thus, have a procoagulant effect similar
to 150 pg/ml pure polyP (ETP 1544.3 nM-'min, peak
382.9 nM) (Tables 1 and 2). The preliminary results of
the current study cannot quantify the exact amount of
polyP presented on the surface of the silk fibroin carrier
membrane, and thus no information can be obtained
about the active polyP molecules in the coating that lead
to thrombin generation. Practically, this study cannot
quantify the effective amount of the active polyP mol-
ecules attached to the silk fibroin membrane surface.
Nevertheless, the proposed method allows a homog-
enous distribution of polyP in silk fibroin up to 600 pg/
mm?, while higher amounts lead to an inhomogene-
ous distribution. Recent studies have demonstrated the
presence of polyP on the surface of activated platelets,
stored together with Ca®*-ions, showing release mech-
anisms and deposition of polyP [18]. Thus, only small
amounts of the poorly soluble calcium-polyP com-
plexes are released from the platelet plasma membrane,
while the majority remains attached [18, 42]. Further
dose-finding studies are needed to quantify the optimal
amount for homogeneous and efficient polyP coating of
the silk fibroin carrier membrane.

In conclusion, we have demonstrated the prospect of
polyP-functionalized silk fibroin membranes as a prom-
ising straightforward approach for local hemostasis
in vitro. By coating silk fibroin membranes with polyP,
the potential for an innovative local wound dressing for
hemostasis in situ has been explored and offers good
prospects for further investigation.
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Zusammenfassende Darstellung der Publikation

Die vorliegende Dissertation beruht auf den Ergebnissen der durchgeflihrten
experimentellen Arbeit im Labor der klinischen Chemie des Universitatsklinikums
Hamburg-Eppendorf in Zusammenarbeit mit der Technischen Universitat Dresden. Die
Ergebnisse wurden in dem international anerkannten peer-reviewed Journal International
Journal  of Implant  Dentistry  veroffentlicht, in  welchem vor allem
grundlagenwissenschaftliche Thematiken mit klinischem Fokus publiziert werden. Der
Titel der Originalarbeit ist Polyphosphate-loaded silk fibroin membrane as hemostatic
agent in oral surgery: a pilot study (doi: 10.1186/s40729-023-00503-0).

1. Einleitung

In Deutschland werden jahrlich Gber 15,9 Millionen operative Eingriffe bei stationaren
Patienten und Patientinnen durchgefiihrt (Radtke, 2024). Von diesen erhalt ein Grolteil
eine orale Antikoagulation oder Thrombozytenaggregationshemmer. In der
Gesamtbevolkerung in Deutschland wurden demnach fir das Jahr 2020 2.5 Millionen
Patienten und Patientinnen mit einer oralen Antikoagulation (OAK) und 500.000 mit
Thrombozytenaggregationshemmern behandelt (Aulinger et al., 2022). Folglich ist das
Thema der postoperativen Blutung von hoher klinischer Relevanz, da diese zum einen
chirurgisch bedingt zum anderen durch Patienten und Patientinnen spezifische
Risikofaktoren verursacht sein kénnen. Dies spiegelt sich beispielsweise in der S3-
Leitlinie zur zahnarztlichen Chirurgie unter oralen Antikoagulation/
Thrombozytenaggregationshemmung wider, die unter zahnéarztlichen Eingriffen die
Fortfihrung einer Monotherapie empfehlen. Bei dualer
Thrombozytenaggregationshemmung oder Triple Therapie sollte Rucksprache mit dem
behandelnden Hausarzt oder Gerinnungsspezialisten gehalten werden oder die
Versorgung mit erweiterten Nachsorgemdglichkeiten bzw. unter stationdren Kautelen
durchgefiihrt werden (Kdmmerer and Al-Nawas, 2017 )
Die Indikationen fir die Therapie mit OAK ist haufig Bestandteil der Behandlung vital
gefahrdender Erkrankungen wie zum Beispiel des Herzinfarkts oder Schlaganfalls. Um
mdglichst nicht in dieses Therapieregime und die komplexen postoperativen
gerinnungsphysiologischen Prozesse einzugreifen, erscheinen MalRnahmen zur sicheren
und lokalen Blutstillung in besonderem Male relevant. Diese Mallhahmen sollen die
korpereigene Reaktion auf eine Gefallasion unterstiitzen. Diese besteht aus der primaren
und sekundaren Hamostase. Bei der primaren Hamostase haften Thrombozyten an der
9



Gefaldlasion an, werden dabei aktiviert und fihren zu einer ersten Koagelbildung. Diese
Blutkoagel werden nachfolgend durch Fibrin stabilisiert, welches als sekundare
Hamostase bezeichnet wird. Diese Mechanismen konnen bei Patienten und Patientinnen
mit angeborenen Gerinnungsstérungen, wie zum Beispiel der Hamophilie A und B, sowie
mit erworbenen Gerinnungsstérungen wie zum Beispiel den oben erwahnten Patienten
und Patientinnen mit OAK oder Thrombozytenaggregationshemmern, zu vermehrten und
andauernden postoperativen Blutungen fiihren (Franchini et al., 2014). Neben diesen
angeborenen und erworbenen Stérungen bringt die Oralchirurgie selbst Risiken mit sich
(Kamoh and Swantek, 2012). Wunden im Oropharynx sind besonders blutungsgefahrdet,
da dort eine hohe Dichte an BlutgefaRen besteht, sowie ein hoher mechanischer Stress
durch die Kaubewegungen, die Atmung und den Sprechakt entsteht. Darliber hinaus sind
diese Wunden einem enzymreichen Speichel und dem physiologischen oralem Mikrobiom
ausgesetzt. Des Weiteren kommt hinzu, dass das Gewebe des oberen
Gastrointestinaltraktes eine hohe fibrinolytische Aktivitdt und damit auch eine hohe
Kapazitat aufweist, Blutgerinnsel wieder aufzuldsen (Cox et al., 1969). Daher betont die
bereits erwahnte S3-Leitlinie den Einsatz lokaler, topischer, gerinnunsghemmender
MaRnahmen in der oralen Chirurgie. Eine haufig verwendete MalRnahme zur lokalen
Blutstillung ist die Verwendung von Fibrinkleber zur Unterstutzung der sekundaren
Hamostase und damit der Klotbildung und Stabilisierung (Mooney et al., 2009).
MaRRnahmen zur lokalen Blutstilung umfassen das Einbringen von gerinnungsaktivem
Fremdmaterial wie beispielsweise Schwammen auf Kollagen- oder Gelatine-Basis oder
gerinnungsaktiven Substanzen wie Antifibrinolytika (Tranexamsaure, Aprotinin). Die
bisher klinisch angewendeten MaRnahmen zur lokalen Blutstillung sind jedoch nicht frei
von Nebenwirkungen. Diese konnen unter anderem eine gestorte Wundheilung
(Tomizawa, 2005, Achneck et al., 2010), lokale Entziindungsreaktionen (Tomizawa, 2005,
Achneck et al., 2010, Samudrala, 2008, Beierlein et al., 2000) oder allergische Reaktionen
sein (Tomizawa, 2005, Beierlein et al., 2000, Oswald et al, 2003), sowie
Hitzeentwicklung, die zu Verbrennungen fiihren kann (Wright et al., 2004). Ferner sind die
MaRnahmen haufig mit hohen Kosten vergesellschaftet (Tomizawa, 2005, Achneck et al.,
2010).

Somit erflllt keine der bislang eingesetzten lokalen BlutstillungsmalRnahmen die Kriterien
einer idealen lokalen Blutstillung, welche effektiv, risikoarm, sicher und kostenglinstig sein
sollte.

Polyphosphat (polyP) ist ein anorganisches, negativ geladenes Polymer, welches aus
Orthophosphat-Anteilen besteht, die Uber Phosphoanhydrid-Bindungen verbunden sind.
Es kommt in der Natur ubiquitadr vor und wird im Plasma durch endogene Phosphatasen

abgebaut, so dass eine Halbwertszeit von 90 Minuten besteht (Mailer et al., 2021, Hino et
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al., 2000). Im Plasma ist das polyP gerinnungsaktiv, nicht jedoch immunaktiv. PolyP ist
Uber verschiedene Mechanismen, bei denen es zu einer Interaktion mit Fibrin kommt,
prokoagulativ. In vivo fiuhrt der Kontakt von Faktor XlII (FXIl) mit polyP zu seiner
Aktivierung (Faktor Xlla), welches wiederum in einer Stimulation der intrinsischen
Gerinnungskaskade resultiert. In vitro konnte gezeigt werden, dass polyP auch die
Fibrinbildung unterstitzt, in dem es die thrombinabhangige Aktivierung der Faktoren Xl
(FXI) und V (FV) sowie des Von-Willebrand-Faktors (VWF) beschleunigt. Dartiber hinaus
reduziert es die Fibrinolyse und stabilisiert so das Fibringerinnsel (Baker et al., 2019).
Trotz seiner vielfaltigen prokoagulativen Wirkungsweisen scheint polyP nicht zu lokaler
Embolisierung zu fihren. Eine pharmakologische Inhibition von FXlla und seines
Aktivators polyP flihrte laut in vivo Studien zu einer Thrombozytenprotektion ohne
erhdhtes Blutungsrisiko (Naudin et al., 2017, Bickmann et al., 2017, Wheeler and Gailani,
2016, Labberton et al., 2016). PolyP ist somit flr die lokale Blutstillung eine attraktive und
zugleich kostengiinstige Substanz.

Fur die klinische Anwendbarkeit ist zu Uberlegen, ob diese Substanz als Losung oder mit
einem Trager in die Wunde eingebracht wird. Als moéglicher Trager fur polyP konnte Seide
verwendet werden, welche in den letzten Jahren in der regenerativen Medizin vielfach
untersucht und als Alternative zu Schwammen, Hydrogelen und anderen Tragern
diskutiert wird (Rockwood et al., 2011). Aufgrund seiner guten mechano-elastischen
Eigenschaften und hohen Biokompatibilitat (Kim et al., 2005, Smeets et al., 2017, Chen et
al., 2015) erscheint Seide als idealer Trager fur polyP.
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1.1. Zielsetzung der Arbeit
Das Ziel der in vitro Studie war es die Auswirkungen von polyP und polyP-beschichteten
Seidenmembranen auf die Thrombin Bildung und damit sein Potential als lokales
Hamostyptikum zu bewerten. Hierbei sollten nachfolgende Hypothesen untersucht
werden:

- Seidenmembranen lassen sich mit polyP funktionalisieren.

- polyP und Seidenmembranen aus Seidenfibroin sind gerinnungsaktiv.

- polyP-beschichtete Seidenmembranen haben einen gerinnungsaktivierenden

Effekt, der dem unbeschichteter Seidenmembranen Uberlegen ist.

Silk +Polyphosphate

Abb. 1: Zusammenfassende Darstellung der Publikation

(Quelle: Popal, Z. et al. 2023, Polyphosphate-loaded silk fibroin membrane as hemostatic agent in oral
surgery: a pilot study. Int J Implant Dent, 9, 44.)
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2. Material und Methoden

2.1. Herstellung wassriger Seidenlésungen

Die Seidenfaden des Kokons der Larven des Seidenspinners Bombyx mori bestehen aus
dem Strukturprotein Fibroin und aus einem Protein, dem Sericin, dass die Faden
zusammenhalt (Abbildung 2). Um in einem ersten Schritt das Sericin von den
Seidenfaden zu entfernen, wurden Kokons in kleine Teile geschnitten und fir 30 Minuten
in 0.02 M Na;COs3 gekocht (Rockwood et al., 2011). Nachfolgend wurden die Seidenfaden
bei 60°C fir 4h in Ajisawa Reagenz (Ajisawa, 1998) aufgelost. Nach vollstandiger
Auflésung der Seidenfaden folgte die Dialyse der Seidenldsung mit einer semipermeablen
Membran aus Cellulose (Molekulares Gewicht Cut-Off-Wert: 10 kDa). Bei diesem Prozess
wurde einem schrittweisen Protokoll gefolgt, welches durch Zheng et. al. 2016 publiziert
wurde. Hierbei wurde das Dialysatrohrchen zu 100 Teilen in eine 4 molare
Harnstofflosung fir 3h unter standigem und langsamem Rihren gegeben. Im Anschluss
wurde dieses Vorgehen durch Anderung der Lésung auf 100 Teile auf 2 Mol, 1 Mol
Harnstoff wiederholt, bevor es schlussendlich jeweils fir 3h in Wasser gegeben wurde
(Zheng et al., 2016).

Abb. 2: Seidenkokons

(Quelle: Woéltje, M. & Bobel, M. 2017. Natural biodegradable medical polymers. Science and Principles of
Biodegradable and Bioresorbable Medical Polymers, 351-176.)
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2.2. Blutentnahmen

Die Entnahme von Blutproben erfolgte an gesunden Studienmitgliedern in herkémmliche
Citrat-Probenrohren (9:1 Blut-Citrat-Verhaltnis). Es erfolgte die zweifache Zentrifugation
der Proben bei jeweils 3.000 x g fur 10 Minuten bei Raumtemperatur, bevor
plattchenarmes Plasma (PPP) mit einer 18G Nadel aus der obersten Schicht der Proben
entnommen werden konnte. Die Plasma Proben wurden bei -20°C gelagert und vor
Gebrauch bei 37°C aufgetaut.

2.3. Thrombingenerierungs Assay

Die Messungen zur Thrombingenerierung wurden mit dem von Hemker et al. entwickelten
Calibrated Automated Thrombin Generation Assay (CAT) durchgefihrt (Hemker et al.,
2003, Hemker et al., 1986). Diese Methode verwendet fluorogene statt chromogene
Substrate und erlaubt dadurch eine Detektion der Thrombingenerierung in plattchenarmen
und plattchenreichen Plasmaproben. Des Weiteren wurde ein Fluoroskan Ascent
Fluorometer (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) verwendet, welches mit einem
Dispenser (Thrombinoscope BV, Maastricht, Netherlands) ausgestattet ist. Die Versuche
wurden in 96-Well Platten Fluorometer durchgefihrt.

Der Thrombin Calibrator (TC) dient als Referenzwert flir das Thrombinoscope zur
Berechnung der molaren Konzentration von Thrombin in unseren Proben. TC wurde
gemeinsam mit dem Plasma in die ersten beiden Wells hinzugefiigt. Die dosisabhangige
Quantifizierung der polyP-beschichteten Seidenmembranen hinsichtlich ihrer Potenz bei
der Gerinnungsaktivierung wurde mit dem Thrombinoscope software package (Version
3.0.0.29) durchgefiihrt. Nach der Messung berechnet das Programm spezifische Werte,
wovon einige naher erlautert werden sollen. Den wesentlichen Messwert stellt dabei die
Thrombingenerierung dar, welches in nanomolar (nM) pro Zeit angegeben wird. Die area
under the curve, oder auch endogenous thrombin potential (ETP) stellt die totale Menge
der enzymatischen Aktivitdt der Thrombingenerierung dar. Der peak reprasentiert die
maximal erreichte Thrombinkonzentration, wobei time to peak (ttPeak) die Zeit in Minuten
angibt, in der diese Konzentration erreicht wird. Einen weiteren Parameter stellt die lag
time dar. Diese wird ebenfalls in Minuten angegeben und ist definiert als die Zeit, bis 1/6
des Spitzenwertes erreicht ist. Die lag time stellt somit die Initiationsphase der

Koagulation dar.

2.4. Polyphosphat-beschichtete Seidenmembran und die
Thrombingenerierung
Zunachst wurden polyP-beschichtete Seidenmembranen mit einem Skalpell in 3x3 mm

groRe Sticke geteilt. In jedes Well wurden 80 uyl PPP mit 10 pyl MP Reagenz
14



(Thrombinoscope BV, 4 uM finale Konzentration) hinzugefugt, wobei zweitgenanntes eine
aus  Phospholipiden  bestehende  Trigger-Substanz ~ darstellt, welche die
Thrombingenerierung  initiert. Um  die  Wirkung der  polyP-beschichteten
Seidenmembranen auf die Thrombingenerierung zu untersuchen, wurde dem Gemisch
aus Plasma und Phospholipid je 10 pl Pufferldésung (PBS) mit darin enthaltenden
Seidenmembranen, beschichtet mit steigenden langkettigen polyP Mengen (2 ug/mm?, 6
pug/mm?, 20 pg/mm?, 60 pg/mm?, 200 pg/mm?, 600 pg/mm? und 2000 pg/mm?)
hinzugefligt. Nach der Zugabe von 20 ul FluCa, (enthalt 2,5 nM flourogenes Substrat und
100 mM Calciumchlorid), einer Lésung wodurch die Gerinnungskaskade aktiviert wird,
betrug das finale Volumen pro Well 120 ul. Unbeschichtete Seidenmembranen dienten
hierbei als Negativkontrolle. Fir die Positivkontrolle wurden 80 pl PPP und 10 yl MP
Reagenz mit jeweils 10 ul Polyphosphat (Phoskadent M) in Losung mit steigenden
Konzentrationen von 0,15 ug/ml, 0,5 ug/ml, 1,5 pug/ml, 5 pyg/ml, 15 ug/ml, 50 ug/ml, 150
pg/ml bis 500 pug/ml verwendet.

2.5. Rasterelektronenmikroskopie
Die Verteilung des Polyphosphats auf der Oberflache der Seidenmembranen sowie die
Seidenmembranstruktur ~ wurden  mit einem  Quanta™ 250 FEG ESEM

Rasterelektronenmikroskop (FEI Company, USA) untersucht und dargestellt.

2.6. Statistik

Diese Untersuchung war a priori als hypothesengenerierende Pilot-Untersuchung geplant.
Insofern beschrankt sich die statistische Analyse auf eine rein deskriptive Statistik, welche
mit Hilfe von Excel (Version 16.0) durchgefiihrt wurde. Alle Daten wurden aus zwei
unabhangigen Versuchen in zweifacher Ausfiihrung entnommen und, wenn nicht anders
angegeben als Mittelwert +/- Standardabweichung (SD) dargestellt. Auf eine Berechnung

signifikanter Unterschiede wurde angesichts der geringen Fallzahl verzichtet.

3. Ergebnisse

3.1. Beschichtung von Seidenmembranen mit Polyphosphat

In einem ersten Schritt konnte die Morphologie der beschichteten Seidenmembranen
erfolgreich unter dem Rasterelektronenmikroskop dargestellt werden. Wie in Abbildung 3
dargestellt ist, flihrt die Beschichtung der Membran zu einer dichten polyP Schicht auf der
Oberflache. Der untere Anteil der Membran besteht aus reinem Fibroin, Gber das polyP an
die Membran physikalisch gebunden wurde. Dies erfolgte in unserer Versuchsanordnung

durch Verdampfen des Wassers. Somit wurde das erste Ziel die Entwicklung einer
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zweischichtigen Membran, mit polyP auf der einen und reiner Seide auf der anderen

Seite, erreicht.

Abb. 3: Querschnitt einer polyP-beschichteten Seidenmembran im
Rasterelektronenmikroskop (polyP: 200 pg/mm?2).

(Quelle: Popal, Z. et al. 2023. Polyphosphate-loaded silk fibroin membrane as hemostatic agent in oral
surgery: a pilot study. Int J Implant Dent, 9, 44.)

3.2. Thrombingenerierung mit Polyphosphat — eine Positivkontrolle

Ausgehend von der erfolgreichen Entwicklung der polyP-beschichteten Seidenmembran
konnte in einem zweiten Schritt deren prokoagulativen Eigenschaften untersucht werden.
Hierflir wurde in Echtzeit mit dem oben beschriebenem Assay die Thrombingenerierung
aus humanem Plasma mit und ohne reinem polyP sowie fir beschichtete
Seidenmembranen gemessen. Die Versuchsreihe mit reinem polyP galt als
Positivkontrolle. Die Ergebnisse fur die Thrombingenerierung in Abhangigkeit von der
polyP Konzentration sind in Tabelle 1 dargestellt. Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe
zeigen, dass es bei einer Steigerung der polyP Konzentration ausgehend von 0,15 pg/ml
bis hin zu 150 pg/ml zu einem stetigen Anstieg des endogenen Thrombinpotentials und
des Spitzenwertes kommt. Das endogene Thrombinpotential stieg um ca. 50% von 980,6
nM-min auf 1544,3 nM-min, und der Spitzenwert um mehr als 250% von 107 nM auf 382,9
nM bei der genannten Konzentrationssteigerung. Erwartungsgemafy nahm mit steigender
polyP Konzentration die Zeit bis zum Erreichen des Spitzenwertes von 21,7 min bei 0,15
ug/ml auf 8,0 min bei 150 ug/ml ab. Ahnlich verhalt es sich fir die sogenannte lag time
(17 min fur 0,15 pg/ml und 6,3 min far 150 pg/ml). Eine Steigerung der polyP

Konzentration auf 500 pg/ml fihrte zu keiner weiteren Zunahme der genannten Werte. In
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der Abbildung 4 ist dieses Ergebnis noch einmal graphisch dargestellt: mit Steigerung der
polyP Konzentration kommt es zu einer Zunahme der Thrombingenerierung (y-Achse)

und zu einer Verkirzung der Zeit bis zum Erreichen des Spitzenwertes (x-Achse).

— PBS

- 0.15ug/ml polyP
S 0 .5ug/ml polyP
1.5ug/ml polyP
5ug/ml polyP
15ug/ml polyP
50ug/ml polyP
150ug/ml polyP

Thrombin [nM]
N w
o o
P

100- 500ug/ml polyP
0- -
0 60

Time [min]

Abb. 4: Thrombingenerierung in humanem Plasma initiiert durch polyP in steigenden
Konzentrationen (n=1 in Duplikaten)
y-Achse: peak thrombin in nM, x-Achse: time to peak in Minuten

(Quelle: Popal, Z. et al. 2023. Polyphosphate-loaded silk fibroin membrane as hemostatic agent in oral
surgery: a pilot study. Int J Implant Dent, 9, 44.)

Tab. 1: Thrombingenerierung — Polyphosphat Kontrolle

0.15 05 15 5 15 50 150 500
pg/ml polyP

(Enﬁmin) 980.6 + 201 1108.9 + 75 1246.8 + 79 1398.5 + 76 1398.9 + 44 1453.9 + 23 1544.3 + 55 1522.4 + 3.1
Peak
thrombin 107 +31 143+14 236.6+48 3164+17 351.7+11 367.6+10 382.9+18 374.6+53
(nM)
Timeto 2 03 225+05 195+12 132415 11+1 97+0  8%03 7202
peak (min)
'(‘ri?n;'me 17 +2 187407 167+17 1113 92+12 80 63+03 55+02

Vergleich der Thrombingenerierung in Plasma initiiert durch polyP in steigenden Konzentrationen.
Die Werte sind als Mittelwert + SD ausgedrlckt, n = 1 in Duplikaten
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3.3. Thrombingenerierung mit unbeschichteten Seidenmembranen — eine
Negativkontrolle

In einem weiteren Schritt wurde der prokoagulative Effekt reiner Seidenmembranen
untersucht. Diese Versuchsreihe galt als Negativkontrolle. Fir unbeschichtete
Seidenmembranen, die in Kontakt mit humanem Plasma kamen, konnte eine diskrete
prokoagulative Wirkung gezeigt werden. Diese war vergleichbar der Wirkung der mit
2 ug/mm? beschichteten Seidenmembranen, lag bei weiterer Steigerung der Dichte wie
auch das reine humane Plasma jedoch unter der Wirkung der polyP-beschichteten
Seidenmembranen. Folgende Ergebnisse zeigten sich flir reine Seidenmembranen im
Vergleich zu beschichteten Seidenmembran mit einer polyP Dichte von 200 ug/mm?: die
lag time war um 5 min und 12 s (12,8 min fur die unbeschichtete Seide versus 7,6 min bei
200 pg/mm?) und die Zeit bis zum Erreichen des Spitzenwertes um 5 min und 30 s kiirzer
(15,3 min fiir die unbeschichtete Seide versus 9,8 min fir 200 yg/mm?). Gleichzeitig lag
beim genannten Vergleich der Spitzenwert der Thrombingenerierung um das 1,57-fache
(310,1 nm fiir 200 pg/mm? versus 198,4 nM flir unbeschichtete Seide) und das endogene
Thrombinpotential um das 1,6-fache (1525,7 nM-min fiir 200 pg/mm? versus 955,5 nM-min
fur unbeschichtete Seide) Giber dem Wert der reinen Seidenmembran (Tabelle 2). Sowohl
gepufferte Plasmakontrollen als auch unbeschichtete Seidenmembranen zeigten
demnach geringere totale (ETP) als auch maximale (peak) Thrombingenerierung sowie
eine verlangerte Jlag time und time to peak im Vergleich zu beschichteten
Seidenmembranen. Unbeschichtete Seide allein zeigte wiederum einen geringen, jedoch

hoéheren prokoagulativen Effekt im Vergleich zu gepuffertem humanem Plasma.

3.4. Thrombingenerierung mit Polyphosphat-beschichteter Seidenmembran
In einem letzten Schritt wurde der prokoagulative Effekt der Beschichtung einer
Seidenmembran mit polyP in unterschiedlichen Mengen untersucht und mit gepuffertem
humanem Plasma verglichen (Tabelle 2). Hierbei zeigte sich zunachst, dass die
unterschiedliche prokoagulative Wirkung der Seidenmembranen auf die Beschichtung mit
polyP zurickzufihren ist. Denn im Vergleich zu einer unbeschichteten, reinen
Seidenmembran flihrte eine Beschichtung der Membran mit einer Menge von 6-600
pug/mm? zu starkeren Effekten auf die Thrombingenerierung. Hier kam es zu einer Art
Ceiling-Effekt und es konnte bei einer Steigerung auf 600 beziehungsweise 2000 yg/mm?
keine weitere Zunahme der Thrombingenerierung in vitro beobachtet werden. Das
Maximum der Thrombingenerierung und somit die aus gerinnungsphysiologischer Sicht
effektivste Beschichtung einer Seidenmembran mit polyP lag bei 200 ug/mm?, wobei die
prokoagulative Wirkung mit Steigerung der Menge abnahm. Diese Beobachtung ist
vermutlich unter anderem auf eine Komplexbildung mit Calciumionen zurtickzufiihren,
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wodurch die Thrombinproduktion effektiv gestért wurde. Auf diesen Aspekt wird in der
Diskussion detaillierter eingegangen. In dieser Versuchsreihe erreichte die
Thrombingenerierung, welche durch polyP beschichtete Seidenmembranen ausgeldst
wurde, demnach ihr Maximum bei einer Dichte von 200 pg/mm? (ETP 1525,7 nM-min) und
nahm ab einer Dichte von 600 ug/mm? ab (ETP 1339,3 nM-min). Abbildung 5 zeigt eine
graphische Darstellung der Thrombingenerierung in  humanem Plasma mit
unterschiedlichen polyP-Mengen auf den Seidenmembranoberflachen. Ferner wurde
gezeigt, dass die Thrombingenerierung in polyP-beschichteten Seidenmembranenproben
hoher ist als in gepufferten Plasmaproben. Wie oben beschrieben wurde flr eine Dichte
von 200 yg/mm? zum einen Hochstwerte fiir das endogene Thrombinpotential und den
Spitzenwert, zum anderen die klrzesten Zeiten flr die Zeit bis zum Erreichen des
Spitzenwertes und die /ag time erreicht.

Das endogene Thrombinpotential lag mit 1525,7 nM-min fir 200 yg/mm? um das 2,94-
fache Uber dem des gepufferten Plasmas, welcher bei 519,2 nM-min lag. Der Spitzenwert
war mit 310,17 nM fiir 200 yg/mm? sogar um das 5,96-fache dem gepufferten Plasma
gegenuber (52,3 nM in PPP) erhéht. Dementsprechend waren die genannten Zeiten in
Anwesenheit der beschichteten Membranen beispielsweise um 67% fur die lag time (7,6
min in 200 yg/mm? versus 23,3 min in PPP) und 66% fiir die Zeit bis zum Erreichen des

Spitzenwertes (9,8 min in 200 ug/mm? versus 28,8 min in PPP) reduziert.

— PBS

silk ctr
— 2 pg/mm? polyP (silk)
— B pg/mm® polyP (silk)

20 pg/mm® polyP (silk)

60 pg/mm?® polyP (silk)
— 200 pg/mm?® polyP (silk)
— 500 pgfmm?* polyP (silk)
2000 pg/mm? polyP (silk)

300+

]
[ ]
T

Thrombin [RM]

0 20 40 60
Time [min]
Abb. 5: Thrombingenerierung in humanem Plasma initiiert durch polyP-beschichtete

Seidenmembranen und unbeschichtete Seide (n=2, in Duplikaten)
y-Achse: peak thrombin in nM, x-Achse: time to peak in Minuten

(Quelle: Popal, Z. et al. 2023. Polyphosphate-loaded silk fibroin membrane as hemostatic agent in oral
surgery: a pilot study. Int J Implant Dent, 9, 44.)
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Tab. 2: Thrombingenerierung — polyP-beschichtete Seidenmembran und Seidenmembran
Kontrolle

Plasma with Silk control pg/mm? silk+ polyP

buffer (PPP) 5 6 20 60 200 600 2000
ETP 1008+ 12799+ 13912+ 15257 +
(Mmin) 5192413 95551199706 170 ~ 2 189 T60 oy 13393%9 -1
Peak 207.8 +
thrombin 52350 198.4+70 175953 0% 2462451 267.3:38 310.1%27 243456 -1
(nM)
Time to
peak 288+7 153+14 171+5 131+6 11.8+18 102+05 98+07 89+06 -1
(min)
'{ni?n;'me 233+6 128+07 14+4  10+4 91+15 74+01 76+06 68+04 -1

Vergleich der Thrombingenerierung in humanem Plasma, Seidenmembran induziertem Plasma
und polyP-beschichtete Seidenmembran induziertem Plasma. PPP = platchenarmes Plasma,
silk+polyP= 3x3 mm polyP-beschichtete Seidenmembran

Die Werte sind als Mittelwert + SD ausgedrlckt, n = 2 in Duplikaten

4. Diskussion

In dieser Pilotstudie wurde die prokoagulative Wirkung von polyP-beschichteter
Seidenmembranen im Vergleich zu geldstem polyP und reiner Seide untersucht. Es
konnte dabei gezeigt werden, dass polyP physikalisch auf der Seide gebunden werden
kann und eine gegentiber der unbeschichteten Seide verbesserte prokoagulative Wirkung
besitzt. Ebenso zeigte sich, dass die polyP-beschichtete Seide auch zusatzlich zu der
alleinigen Zugabe von polyP die Thrombingenerierung verbessert. Ab einer Dichte von
200 pg/mm?  polyP auf der Seide konnte keine weitere Steigerung der

gerinnungsaktivierenden Wirkung beobachtet werden.

Seide ist ein vielfaltiger Trager fur pharmakologisch und physiologisch aktive Substanzen.
Vielfach untersucht ist die Seide zur Applikation von antineoplastischen Pharmazeutika,
wie beispielsweise dem Paclitaxel. Chen et. al. konnten zeigen, dass mit Paclitaxel
beladene Seidenmembranen eine langwirksame, lokale Freisetzung des Wirkstoffes
erreicht werden kann. Bei einer maximalen Kapazitat von 6,9% wurde der Wirkstoff in
einem Zeitraum von sechs Tagen freigesetzt (Chen et al., 2012). Eine ahnliche Studie
wurde mit dem hydrophilen Floxuridin durchgefuihrt. In dieser Untersuchung lag die
maximale Beladungskapazitat fir Floxuridin bei 6,8% und einer verkirzten
Freisetzungszeit von zwei Tagen (Yu et al., 2014).

In der hier vorgestellten Untersuchung konnte erstmals gezeigt werden, dass auch

gerinnungsaktive Substanzen, die per se nicht als Pharmaka einsetzbar sind, auf
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Seidenmembranen gebunden und zu einem gerinnungsphysiologischen Effekt flhren
kénnen. In der hier gewahlten Versuchsreihe kam es zu einer homogenen Beschichtung
der Seidenmembranen mit polyP bis zu einer Dichte von 600 ug/mm? Eine weitere
Steigerung der polyP Menge fiihrte zu einer inhomogenen Verteilung auf der Oberflache
der Seidenmembranen. Ob dies dafiir verantwortlich ist, dass fur polyP-beschichtete
Seidenmembran das endogene Thrombinpotential und der Spitzenwert bei 200 yg/mm?
ihr Maximum erreichten und bei 600 yg/mm? wieder diskret abnahmen, kann hier nicht
abschliellend beantwortet werden. Ferner kann in der gewahlten Versuchsreihe leider
nicht unterschieden werden, welchen Effekt eine Freisetzung von polyP aus der Membran
im Vergleich zu membrangebundenem polyP hat.

Auch wenn hierliber keine Aussage getroffen werden konnte, so zeigte diese Studie
dennoch, dass die Seidenmembran nicht nur mit Pharmazeutika, sondern auch mit
ubiquitar vorkommendem Polyphosphat beschichtet werden kann. Dies war in der oben
beschriebenen und diskutierten Versuchsanordnung reproduzierbar méglich und gibt
daher berechtigte Hoffnung, dass neben den Beschreibungen zur Beschichtung der Seide
mit Emodin (Cheema et al., 2007), Doxorubicin (Tian et al., 2014), Teophyline (Bayraktar
et al., 2005), Propanololhydrochlorid (Wenk et al., 2008) auch eine Funktionalisierung mit
Polyphosphat mdglich ist. Inwieweit dies von klinischem Nutzen sein kann, ist noch zu

untersuchen.

Polyphosphat ist ein anorganisches Polymer, welches nicht immunaktivierend ist
(Heestermans et al., 2021), dafur aber in Kombination mit FXIl die Thrombingenerierung
stimuliert. In Plasma, welches mit Antikoagulantien vorbehandelt war, initiierte polyP die
Fibrinbildung (Smith and Morrissey, 2008). In Patienten mit einer angeborenen
Thrombozytenaggregationsstérung konnte mit polyP die Fibrinbildung in humanen Plasma
Proben sogar normalisiert werden. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass polyP die
Interaktion von Fibrin und Thrombozyten entweder geldést oder an Thrombozyten
gebunden foérdert. Auch in unseren Versuchen mit humanem Plasma fiihrte polyP zu einer
Steigerung des endogenen Thrombinpotentials. Hier ist die Kettenlange des polyP zu
diskutieren. In der Arbeit von Smith et al. (Smith and Morrissey, 2008) konnte bereits mit
einer Lange von 75 Phosphatuntereinheiten der positive Effekt bei Patienten mit einer
Thrombozytenaggregationsstérung (Hamophilie A und B) gezeigt werden. In unserer
Versuchsreihe wurde der gerinnungsphysiologische Effekt bei der Verwendung von
langkettigen polyP mit >1000 Untereinheiten beobachtet. Welches die optimale
Kettenlange ist, lasst sich anhand der vorgestellten Studie nicht sagen und erfordert

weitere Untersuchungen mit unterschiedlichen polyP-Formulierungen mit definierten
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Kettenlangen. Erschwerend kommt auflerdem hinzu, dass dies fur freigesetztes und
membrangebundenes polyP separat beurteilt werden muss (s.o.).

Im Rahmen von in vivo und in vitro Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die
Interaktion von polyP und FXII bei thrombembolischen Ereignissen entscheidend ist.
PolyP kommt endogen auf der Thrombozytenoberflache vor. Das Transmembranprotein
XPR1 (xenotropic and polytropic retrovirus receptor 1) fungiert als Phosphatexporter in
Thrombozyten und hat somit eine entscheidende Bedeutung in der phosphatinduzierten
Aggregation von Thrombozyten (Mailer et al., 2021). Der lésliche FXIlI kann zusatzlich
durch polyP aktiviert werden, wie auch durch RNA, Kollagen und neutrophil extracellular
traps (NETs) (Heestermans et al., 2021). PolyP seinerseits kann die prokoagulative
Wirkung der NETs und damit seine eigene Interaktion mit FXIl férdern (Gould et al.,
2014). Hier besteht jedoch noch weiterer Forschungsbedarf, da die Doméanen, an denen
der FXII aktiviert wird, noch nicht vollstandig geklart sind. Die prolinreiche Domane (PR-
[II) scheint hier jedoch eine besondere Rolle zu spielen (Heestermans et al., 2021).

In unserer Versuchsreihe wurde Plasma von gesunden Studienteilnehmern verwendet.
Bei unauffalliger Allgemein-, und Gerinnungsanamnese ist davon auszugehen, dass in
unserem verwendeten Plasma eine normale thrombozytare Funktion sowie Konzentration
von FXII und Calcium vorlag. In vivo zeigte sich, dass polyP zusammen mit Calcium nicht
I6sliche Nanopartikel bildet (Verhoef et al., 2017), die an der Plasmamembranoberflache
der Thrombozyten verbleiben. Diese membranstandigen Calcium-polyP-Komplexe
initiieren die oben beschrieben FXII-Aktivitat. Insofern scheint in diesem Prozess auch der
Plasma-Calciumspiegel von entscheidender Bedeutung zu sein. Bei gleichbleibendem
Calciumspiegel wurde eine Zunahme der prokoagulativen Wirkung von polyP bis zu einer
Konzentration von 150 pug/ml beobachtet, die auch bei einer weiteren Steigerung auf 500
Mg/ml nicht weiter zu nahm. In vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass
nur ein kleiner Anteil der Calcium-polyP-Komplexe geldst und der gréRere Anteil an der
Plasmamembranoberflache der Thrombozyten gebunden bleibt (Verhoef et al., 2017,
Wijeyewickrema et al., 2016). Insofern ist es denkbar, dass der von uns beobachtete
prokoagulative Effekt durch die Erhéhung der Konzentration von gelésten Calcium-PolyP-
Komplexen beobachtet wurde, der Anteil der vorbestehenden membrangebundenen
Calcium-polyP-Komplexe sich jedoch nicht wesentlich geandert hat. Ob exogen
zugefiigtes polyP, so wie in unserer Versuchsreihe beschrieben (Tabelle 1, Abbildung 4),
mit Calcium Komplexe eingehen kann, um danach auf Thrombozyten binden zu kénnen,

ist bisher unklar.

Seide ist ein in der operativen Medizin vielfach eingesetztes Material, allseits bekannt als

Nahtmaterial (Moy et al., 1991). Es bietet fur den klinischen Einsatz zahlreiche Vorteile,
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birgt allerdings auch einige Nachteile (Altman et al., 2003, Wani and Veerabhadrappa,
2018). Diese sind in Abbildung 6 dargestellt. Dariber hinaus kénnen sogenannte SER/
Surgical Scaffolds, welche aus Seidenfibroin bestehen, hergestellt werden (Wdltje and
Bobel, 2017). Seiden Protein flhrt im Gegensatz zu dem in der Seide natirlich
vorkommendem Protein Sericin (Bhattacharjee et al., 2013) zu keinen relevanten
immunologischen Reaktionen (Woéltje and Bdbel, 2017). Das Seidenfibroin, aus denen
auch die in der Versuchsreihe verwendeten Seidenmembranen hergestellt wurden,
unterstitzt Gber den Signalweg NF-Kappa-B, die Wundheilung (Park et al., 2018). Neben
dem positiven Effekt auf die Wundheilung wird auch die Gerinnung aktiviert. In einer
Untersuchung an Mausen konnte dies anhand einer reduzierten Blutungszeit gezeigt
werden (Lei et al.,, 2016). Dies erklart, weshalb auch in unserer Versuchsreihe, der
Kontakt von humanem Plasma mit der unbeschichteten Seidenmembran
(Negativkontrolle) bereits eine prokoagulative Wirkung (Zunahme von ETP und peak)
zeigt. Der gerinnungsaktive Effekt der unbeschichteten Seidenmembran war flir das
endogene Thrombinpotential 2-fach sowie fir den Spitzenwert nahezu 4-fach héher, im

Vergleich zur gepufferten Plasma Probe.

Langjihrige
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Abb. 6: Vor — und Nachteile fiir die klinische Anwendung von Seidenfibroin
Eigene Darstellung, modifiziert nach Altmann et al. und Din Wani & Veerabhadrappa
(Quellen: Altman, G. H. et. al 2003. Silk-based biomaterials. Biomaterials, 24, 401-16.

Din Wani, S.U. & Veerabhadrappa, G. H. 2017. Silk Fibroin based Drug Delivery Applications: Promises and
Challenges. Curr Drug Targets, 19(10), 1177-1190.)
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Bisher konnte gezeigt werden, dass sowohl polyP als auch die Seidenmembranen einen
prokoagulativen Effekt in vitro aufweisen. Inwieweit diese Effekte sich gegenseitig
verstarken, wurde in dieser Pilot-Studie erstmalig untersucht. Die polyP-beschichtete
Seidenmembran wies gegenuber der unbeschichteten Seide hdhere Werte fur das
endogene Thrombinpotential sowie den Spitzenwert auf (um das 1,6-fache). Nicht jedoch
gegenlber der Losung mit polyP allein. Hier liegen die Werte flr eine mit polyP
beschichteten Seidenmembran der Dichte 200 yg/mm? (ETP 1525,7) und der Lésung mit
polyP mit der Konzentration 150 ug/ml (ETP 1544,3) sehr eng beieinander. Flr das in
unserer Versuchsreihe verwendete Seidenfibroin konnte gezeigt werden, dass der
prokoagulative Effekt des Polyphosphats von der Auftragsdichte abhangt und mit einem
maximalen Effekt bei eben dieser Dichte von 200 pg/mm? liegt. Leider kann keine
Aussage daruber getroffen werden, wie hoch der Anteil des Polyphosphats ist, der bei der
genannten Auftragsdichte freigesetzt wird beziehungsweise auf der Seidenmembran
verbleibt.

Fir eine spatere klinische Anwendung wirde die polyP-beschichtete Seidenmembran
allerdings den Vorteil bieten, dass das an die Membran gebundene polyP anders als frei
I6sliches polyP nicht leicht aus dem Wundbereich gespult wirde, gerade bei starkeren
Blutungen. Dies ist in der Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie von besonderer Bedeutung, da
neben Blutungen auch die Speichelsekretion sowie eine hohe mechanische Belastung
durch Kauen, Sprechen und Atmung auf den Verbleib gerinnungsaktiver Substanzen an
der Wundoberflache Einfluss nehmen. Hinzu kommt eine erhdhte Konzentration
fibrinolytisch wirksamer Substanzen im Oropharynx (Cox et al., 1969) die zu einem
vorzeitigen Auflésen eines Gerinnsels fihren kénnen. Hier erscheint das zusatzliche
Einbringen von exogenem polyP, zur Unterstitzung der polyP-FXIl-induzierten
Thrombozyten-Fibrin-Interaktion vielversprechend. Ein Halten der Substanz polyP durch
Bindung an eine Seidenmembran lasst zusatzliche benefizielle Effekte erwarten. Bedenkt
man, dass Seidenmembranen auch als Zelltrdger verwendet werden kdénnen, wie
beispielsweise flr Endothelzellen, Fibroblasten und Osteoblasten (Unger et al., 2004), so
liegt der Versuch nahe, Seidenmembranen, auf’er mit polyP auch mit Thrombozyten zu

beschichten. Somit lassen sich aus dieser Pilot-Studie weitere Hypothesen generieren.

4.1. Limitationen der Studie

Diese Studie wurde a priori als hypothesengenerierende Studie geplant und als solche
durchgefiihrt. Ein Nachweis der Machbarkeit, das heil3t das Beschichten der Seide mit
polyP und eine Evaluation der gerinnunsgaktivierenden Wirkung dieser ist auch mit der
gewahlten niedrigen Versuchsanzahl moglich, jedoch ohne eine weitreichende statistische

Analyse. Insofern beschrankt sich die Arbeit auf eine Beschreibung des Effektes auf vier
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haufig verwendete Gerinnungsparameter im Rahmen eines Thrombingenerierungs
Assays (ETP, peak, time to peak und lag time) sowie auf eine deskriptive Analyse.

Bei dem fir diese Versuchsreihe verwendetem Plasma wurde davon ausgegangen, dass
die Gerinnungsfaktoren in physiologischer Konzentration vorliegen. Hier wurde sich allein
auf die unauffallige Gerinnungsanamnese verlassen, bzw. wurden die Thrombozytenzahl
und die Calcium-Konzentration im Plasma kontrolliert und lagen im Normbereich.
Veranderungen der Calcium- und Faktorenkonzentration im Plasma wirden auf die
Wirkung von polyP und polyP-beschichteter Seidenmembranen Einfluss nehmen. In
weiterflihrenden Untersuchungen sollten daher Modifikationen dieser beiden Faktoren
sowie des pH-Wertes vorgenommen werden, da diese Informationen vor einem klinischen
Einsatz vorliegen missen.

Das verwendete Messverfahren, der Thrombingenerierungs Assay nach Hemker et al. ist
ein langjahrig etabliertes Verfahren zur Messung der Thrombinaktivitat. Insofern ist davon
auszugehen, dass die Gerinnungsparameter mit einer hohen Validitat und Reliabilitat
bestimmt wurden. Mit der gewahlten Methode liel3 sich jedoch nicht unterscheiden, wieviel
des polyP nach Beschichtung der Seide an dieser gebunden bleibt und welche genauere
Menge polyP ins Plasma Ubertritt. Zur Beantwortung dieser Frage hatten die
beschichteten Membranen im Anschluss an die Versuchsreihen nochmals auf ihre Dichte
an polyP untersucht werden mussen. Da nur schwierig zu messen ist, ob nach Entfernen
der Seide aus dem Plasma sowie nach ihrer Aufbewahrung moglicherweise weiteres

polyP verloren geht, wurde hierauf verzichtet.

Die Ergebnisse dieser Studie sind vorbehaltlich der geringen Versuchszahl zu bewerten.
Sie geben jedoch Anlass, sie in einer grofkeren Studie auf der einen Seite zu validieren
und die oben beschriebenen Einflussfaktoren (Calcium, FXII, pH, Thrombozyten) separat
zu evaluieren. Ausgehend von einer bestatigenden gréflieren in vitro Untersuchung ware
der Transfer in ein in vivo Modell durchzufiihren, wie es beispielsweise bereits in Mausen
untersucht wurde (Lei et al., 2016). Welche Bedeutung unsere Ergebnisse flir eine
zuklnftige klinische Praxis haben kdnnten, also im Sinne eines Transfers von bench-to-
bed-side, ist heute selbstverstandlich nicht beurteilbar. Wir hoffen, mit unseren
Ergebnissen einen Impuls zu weiteren in vitro und in vivo Versuchen sowie schlussendlich

Untersuchungen in der klinisch-praktischen Anwendung gegeben zu haben.
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4.2. Schlussfolgerung

In dieser Arbeit konnte erfolgreich gezeigt werden, dass Seidenmembranen bestehend
aus Fibroin mit polyP beschichtet werden kénnen und die so beschichteten Membranen
einen positiven Effekt auf die Prokoagulation in vitro haben. Die vielversprechenden
Ergebnisse regen zu weiteren experimentellen Untersuchungen an, bei denen auch
Einflussfaktoren flr die polyP-FXII und Thrombozyten-Fibrin -Interaktion berlcksichtigt
werden sollten. Die polyP-beschichteten Seidenmembranen kénnten in ferner Zukunft ein

innovativer Einsatz zur lokalen Blutstillung in der oralen Chirurgie sein.
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5. Zusammenfassung/Summary

Zusammenfassung

Post operative Hamorrhagien kénnen in schwerwiegenden Komplikationen resultieren.
Besonders Patienten und Patientinnen mit angeborenen Gerinnungsstérungen sowie
unter der Einnahme von oralen Antikoagulantien oder
Thrombozytenaggregationshemmern, sind einem erhoéhten Risiko ausgesetzt. In der
oralen Chirurgie stellen chirurgisch bedingte Risikofaktoren eine weitere Gefahr flr
Hamorrhagie bedingte Komplikationen dar, da Wunden im Oropharynx eine hohe Dichte
an BlutgefaRen aufweisen, sowie ein hoher mechanischer Stress durch die
Kaubewegungen, die Atmung sowie den Sprechakt entstehen. In diesem Kontext ist es
besonders wichtig, ein sicheres und effizientes lokales Hamostyptikum zu etablieren.
Polyphosphat ist ein anorganisches Polymer, welches fiir seine prokoagulativen
Fahigkeiten durch Faktor Xl Aktivierung im Plasma sowie weiteren Interaktionen in der
Gerinnungskaskade bekannt ist.

Das Ziel dieser in vitro Studie war es, das Potential von polyP-beschichteten
Seidenmembranen als lokales Hdmostyptikum in der oralen Chirurgie zu untersuchen.
Zur Herstellung eines Tragers fir das polyP wurde in einem ersten Schritt Seidenfibroin
aus Kokons von Seidenraupen der Gattung Bombyx mori gewonnen und aufgeldst.
Daraufhin wurden unterschiedliche Mengen von langkettigem polyP (2-2000 ug/mm?) an
die Oberflache der Seidenmembranen gebunden. Daraufhin wurde in Echtzeit mit dem
Thrombingenerierungs Assay der prokoagulative Effekt der polyP-beschichteten
Seidenmembranen in humanem Plasma analysiert. Als Positivkontrolle wurden
zunehmende Konzentrationen von polyP (0,15-500 ug/ml) in Plasma untersucht und
unbeschichtete Seidenmembranen dienten als Negativkontrolle.

Seidenfibroin Membranen konnten erfolgreich mit polyP beschichtet werden und die
Gerinnung in humanem Plasma stimulieren. Der prokoagulative Effekt war den
unbeschichteten Seidenmembranen Uberlegen. Ein polyP-dosisabhangiger Effekt der
Thrombingenerierung konnte bei einem Maximum von 200 ug/mm? (ETP: 1525,7 nM-min,
peak thrombin: 310,1 nM, time to peak: 9,8 min, lag time: 7,6 min) erreicht werden. Bei
dieser Dichte war die Thrombingenerierung der polyP-beschichteten Seidenmembranen
ahnlich wie die von purem polyP bei einer Konzentration von 150 ug/ml.

In dieser Studie zeigten Seidenmembranen, welche erfolgreich mit polyP beschichtet
wurden, einen deutlichen Effekt auf die Thrombingenerierung in vitro. Daraus lasst sich
folgern, dass polyP-beschichtete Seidenmembranen im Rahmen von lokalen Blutungen
eingesetzt werden kdnnten, wobei ihr Potential fur den klinischen Einsatz in weiteren in

vivo Studien untersucht werden muss.
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Summary

Post interventional hemorrhage can result in serious complications. Especially patients
with hemostatic disorders and patients under oral anticoagulative or antiplatelet therapy
are at higher risk. In oral surgery there is an additional risk due to surgery-specific risk
factors such as high density of blood vessels in the oropharyngeal region or mechanical
exposure of the wound in consequence of chewing, breathing, or speaking. In this context
identification of save and efficient local hemostatic agents is important. Polyphosphate, an
inorganic polymer, is known for its procoagulant ability in plasma through factor XIi
activation and interaction in the coagulation cascade. The aim of this in vitro study was to
investigate the potential of silk fibroin membranes coated with polyphosphate as a
hemostatic device in oral surgery.

To manufacture a carrier substance for polyphosphate, cocoons of the silkworm Bombyx
mori were degummed and dissolved in a first step. Afterwards varying amounts of long-
chain polyP (2-2000 pg/mm?) were adsorbed to the silk fibroin membrane surface. In the
following, analysis of the procoagulant effect of polyP-coated silk membranes was
performed using real-time thrombin generation assays in human plasma. As a positive
control, increasing concentrations of polyP (0.15-500 pg/ml) in human plasma were
analyzed. Uncoated silk fibroin membranes served as a negative control.

Silk fibroin membranes could be coated successfully with polyP and were found to trigger
coagulation in human plasma. Their procoagulative effect was superior to those of pure
silk fibroin membranes. A polyP-dose-dependent effect of thrombin generation could be
found with a maximum (ETP: 1525.7 nM-min, peak thrombin: 310.1 nM, time to peak: 9.8
min, lag time: 7.6 min.) at 200 yg/mm?. At this dose the thrombin generation of the coated
silk membranes was similar to polyP alone at a concentration of 150 ug/ml.

In this study, silk fibroin membranes, which were successfully coated with polyP, showed
clear effect on thrombin generation in vitro. Thus, polyP coated silk membranes have the

potential to manage local bleeding and deserve further investigations in vivo.
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Abkurzungsverzeichnis

CAT
ETP
FV
FXI
FXI
FXlla
NETs
OAK
PBS
polyP
PPP
PR-11I
rFVila
SD
SEM
TC
ttPeak
vWF
XPR1

Calibrated Automated Thrombin Generation Assay
endogenous thrombin potential
Faktor V

Faktor XI

Factor XIlI

activated Factor XII

neutrophil extracellular traps
orale Antikoagulation
phosophate-buffered saline
Polyphosphat

plattchenarmes Plasma
prolinreiche Doméne
recombinant factor Vlla
standard deviation

scanning electron microscopy
thrombin calibrator

time to peak
von-Willebrand-Faktor

xenotropic and polytropic retrovirus receptor 1
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