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1 EINLEITUNG

1.1 Allgemein

Zahne stellen einen wichtigen Teil unserer persénlichen Ausstrahlung dar. Sie
erméglichen uns eine deutliche Phonation, ein angenehmes Essen und
letztendlich eine ansprechende Asthetik. Diese Eigenschaften nehmen wir erst
wahr, wenn wir Zahne verloren haben oder diese mittels konventionellen
Bricken und Prothesen ersetzt wurden. Seit nunmehr tber 40 Jahren bieten uns
Zahnimplantate die Mdéglichkeit, Zdhne vollwertig und langfristig zu ersetzen. Es
kénnen einzelne oder aber auch mehrere Zdhne durch Implantate ersetzt
werden. Ausserdem bieten sie die Mdoglichkeit, Prothesen einen verbesserten
und sicheren Halt auf dem un- oder teilbezahnten Kiefer zu verleihen. Das
Implantat Gbernimmt dabei die Funktion der Zahnwurzel und bildet somit die

intraossare Verankerung bzw. den Pfeiler fur den Zahnersatz.

In einer Untersuchung von 100 zahnlosen Patienten im Alter von 35-65 Jahren
wurde herausgefunden, dass fur Parameter wie z.B. funktionelle Einschrankung,
kérperliche und psychische sowie soziale Behinderung die Ergebnisse bei
implantatgetragenen Deckprothesen besser waren als bei konventionellen
Prothesen (Awad et al. 2000, Awad et al. 2003). Dies lasst Ruckschlisse auf die

gestiegene Lebensqualitat durch dentale Implantate zu.

Nicht zuletzt durch solche positiven Erfahrungen und die steigende Erfolgsrate
von Implantaten Uber einen Zeitraum von 10 bis 20 Jahren auf zwischen 92,8 %
bis zu 100 % in den vergangenen Jahren (Misch CE et al 2008, Astrand P et al.
2008, Tang CB et al. 2007) lassen die Akzeptanz in der Bevoélkerung wachsen.
Somit wurden im Jahre 2006 bereits 650000 Implantate alleine in Deutschland

inseriert. Im Jahre 2009 soll erstmals die Millionengrenze Uberschritten werden.

Das Grundprinzip der Osseointegration und somit der dentalen Implantation
wurde durch P.l. Branemark bereits 1969 beschrieben (Branemark et al.1969).

Er definierte diesen Prozess als ,direkte strukturelle und funktionelle Verbindung
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zwischen geordnetem lebenden Knochen und der Oberflache eines belasteten
Implantates®. Heute wird als Grundvoraussetzung fir eine erfolgreiche
Osseointegration der direkte Knochen-Implantat-Kontakt ohne weichgewebliche

Einschlisse angesehen (Albrektsson et al. 1983, Davies et al. 1998).

Die Oberflachentopographie des Titanimplantates sollte daher so gestaltet
werden, dass eine optimale Inkorporation in den Knochen erfolgen kann.
Idealerweise sollte demnach die Oberflaiche bioadhasive Eigenschaften

aufweisen (Kasemo et al. 1985)

In verschiedenen Studien konnte in vitro gezeigt werden, dass die Proliferation
osteoblastenartiger Zellen auf rauen Titanoberflachen signifikant héher war als
an polierten (Ahmad et al. 1999, Bowers et al. 1992, Buser et al. 2004).
Demnach spielt die Oberflachenmikrotopographie eine essentielle Rolle bei der
Optimierung der Bioadhasion. Analog zu den in vitro gewonnen Erkenntnissen
zeigten Tierversuche deutlich héhere Abzugsmomente an rauen als an glatten

Titanimplantatoberflachen (Deporter et al. 1990).

Ausserdem konnte in mehreren préklinischen Untersuchungen gezeigt werden,
dass sandgestrahlte und saduregeatzte (SLA) Implantate signifikant mehr
Knochen-Implantat-Kontakt aufwiesen als maschinierte oder TPS-Implantate
(Buser et al. 1991, Larsson et al. 1996, Larsson et al. 1994, Piattelli et al. 1996,
Wong et al. 1995)

Die Insertion von zahnarztlichen Implantaten in ein ausreichend dimensioniertes
knéchernes Implantatlager stellt den Behandler heute vor keine allzu grossen
Probleme mehr. Jedoch muss ca. jedes finfte Implantat in ein kompromittiertes
Knochenlager inseriert werden und mit augmentativer Verfahren kombiniert
werden (Knéfler et al. 2004).

Eine retrospektive Untersuchung des Patientengutes der Poliklinik flr
Zahnéarztliche Chirurgie der Westdeutschen Kieferklinik, Heinrich-Heine

Universitat Dusseldorf ergab sogar eine Augmentationsnotwendigkeit bei 61,3 %



der inserierten Implantate. Von 212 inserierten Implantaten wurde bei 80
Implantaten in einem einzeitigen Verfahren das Implantat inseriert und simultan
der dehiszente Implantatanteil augmentiert. Bei 50 der 212 nachuntersuchten
Implantate musste primér ein Knochenaufbau gemacht werden bevor in einem
zweiten chirurgischen Eingriff dann das Implantat inseriert werden konnte (Daten

noch nicht publiziert).

Wie bereits in verschiedenen Untersuchungen gezeigt, ist die Technik der
gesteuerten Knochenregeneration (GBR) auch in der Augmentation dehiszenter
Implantate von Nutzen (Becker et al. 1990, Mayfield et al. 1998, Oh et al. 2003).

Das Grundprinzip der GBR beruht auf dem Prinzip eine Barrieremembran zu
platzieren. Diese soll das Blutkoagel, welches gegebenenfalls durch
Knochenersatzmaterialien gestitzt wird, schitzen und einen gegen
Weichgewebszellproliferation separierten Raum um den knéchernen Defekt
abgrenzen (Dahlin et al. 1988).

An Augmentationsverfahren und -materialien werden diverse in der Literatur
beschrieben. So gibt es xenogene, allogene und alloplastische Materialien. Den
Goldstandard fiur die Hartgewebsaugmentation stellt heutzutage aber noch

immer der autologe Knochen dar (Chiapasco et al. 2006).

Da die Entstehung knochenbildender Zellen direkt an kleinen Blutgefalen im
Bindegewebe beobachtet wurde, besteht die Annahme, dass die frihe
Vaskularisation des Blutkoagels eine wichtige Rolle in der GBR spielt (Long et al.
1995, Rickard et al. 1996, Reilly et al. 1998).

In der Tat zeigten bereits die Ergebnisse einer friiheren tierexperimentellen
Untersuchung, dass Barrieremembrane, welche eine transmembrandse
Angiogenese zulassen, eine bessere kndcherne Regeneration im lateralen Anteil

von Dehiszenzdefekten an Implantaten aufwiesen (Schwarz et al. 2007e).

Trotz dieser vielversprechenden Erkenntnisse und der bereits gut untersuchten

Charakteristika von Membranen, Knochenersatzmaterialien und des GBR-
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Verfahrens an sich (Schwarz et al 2007e, Park et al 2008, Lundgren et al 1997)
sind solche Therapieformen an dehiszenten Implantaten doch mit erheblich

mehr Aufwand, Kosten und Belastung fiir den Patienten verbunden.

In dieser Studie sollte nun untersucht werden, inwiefern durch eine Optimierung
der Eigenschaften der Titanoberflaiche augmentative Verfahren an dehiszenten

Implantaten umgangen werden kdnnen.

1.2 Ultrahydrophile modSLA-Implantatoberflache

Vor wenigen Jahren wurde erstmals eine chemisch modifizierte, ultra-hydrophile,
sandgestrahlte und sauregeéatzte Titanoberflache (SLActive, Straumann AG,
Basel, Schweiz) entwickelt. Die speziellen Herstellungsverfahren fihren zu einer
hydroxylierten, chemisch aktiven Oberfliche mit einem geringen Gehalt an

Kohlenwasserstoff und Kohlenstoff, aber einem erhéhten Anteil an Sauerstoff.

Man versprach sich durch die hydrophilen Oberflacheneigenschaften die

Knochenanlagerung zu verbessern bzw. zu beschleunigen.

Die Mikro- und Makrotopographie der SLA- und modSLA-Implantatoberflachen

sind identisch. Die Rauhigkeit resultiert aus Sandstrahlung und Saureatzung.

Neben der Oberflachenmikrotopographie nimmt auch die initiale Benetzbarkeit
der Titanimplantatoberflache einen entscheidenden Einfluss auf die Bioadhasion
und Osteophilizitat (Schwartz et al. 1994).

Bestimmen lasst sich die Benetzbarkeit bzw. der Grad der Hydrophilizitdt bei
Verwendung von Wasser Uber den Kontaktwinkel. Als Kontaktwinkel bezeichnet
man den Winkel, welcher zwischen Tropfenoberflache und dessen Untergrund
besteht (Abbildung 1). So lasst sich bereits mit blossem Auge beim Eintunken
der unterschiedlichen Implantate in Flussigkeit die Hydrophilie bzw. Hydrophobie

erkennen (Abbildung 2a, 2b). Wéahrend das in einer Lésung aus Natriumchlorid

10



und Stickstoff gelagerte SLActive-Implantat scheinbar unmittelbar mit Flissigkeit

benetzt ist, erscheint das SLA-Implantat férmlich die Flissigkeit abzustossen.

I oo —
M SLActive®

hydrophil )
Kontaktwinkel 0°

M SLA®

hydrophob

Kontaktwinke 140°

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Verhaltens von Wasser in Gegenwart der
hydrophoben SLA- und hydrophilen modSLA- bzw. SLActive-Oberflache

Abbildung 2a: Darstellung der Benetzbarkeit mit Wasser von hydrophoben SLA- (rechts) und
hydrophilen modSLA- bzw. SLActive-Implantaten (links).
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Abbildung 2b: Klinisches Bild der Benetzbarkeit wéhrend der Insertion eines SLA- (links) und

eines mod-SLA Implantates (rechts)

In vitro Untersuchungen zeigten verbesserte osteophile Eigenschaften der
modSLA- im Vergleich zu SLA-Oberflaichen (Masaki et al. 2005). Positiv
stimulierende Effekte der erhéhten Oberflachenenergie auf knochenbildende
Zellen wurden ebenfalls nachgewiesen. Osteoblasten auf modSLA-Oberflachen
wurden mit einen mehr differenzierten Phanotyp beobachtet (Zhao et al. 2005,
2007).

In vivo wurde in mehreren Tierstudien verschiedenster Studiendesigns eine
gesteigerte Knochenapposition wahrend friher Phasen der Wundheilung an
sub- und transmukosal einheilenden modSLA-Implantaten gezeigt (Buser et al.
2004; Ferguson et al. 2006; Bornstein et al. 2008; Schwarz et al. 2007b, 2007d,
Lai et al. 2009).

In einer vorherigen Pilotstudie zeigten die histologischen Beobachtungen einen
die Regeneration akuter Dehiszenzdefekte férdernden Einfluss der modSLA-

Oberflache bei submukosaler Einheilung ohne zuséatzlichen Einsatz von GBR-
12



Verfahren (Schwarz et al. 2007a). Eine mdgliche Erklarung fir diese positive
Knochenregeneration kdnnte jedoch auch die unterstitzende Funktion der
Implantatschulter  sein, welche einen Kollaps des angrenzenden
Mukoperiostlappens in den Wundbereich verhindert haben koénnte. Das hier
untersuchte Implantatdesign unterstitz ein primér transmukosales chirurgisches

Vorgehen.

Diese vorliegende Studie sollte nun immunhistochemisch wahrend der ersten
zwei Wochen und histomorphometrisch wahrend der ersten acht Wochen den
Einfluss von sub- bzw. transmukosaler Einheilung an dehiszenten SLA- und

modSLA-Implantaten zeigen.

1.3 Hypothese

o modSLA-Titanimplantatoberflichen unterstiitzen eine Stabilisierung des
Blutkoagulums und somit der extrazelluldren Matrix im Bereich kndcherner

Dehiszenzdefekte

. der Heilungsmodus (offen oder geschlossen) hat einen signifikanten

Einfluss auf das Ausmal der Knochenneubildung

2 MATERIAL UND METHODE
21 Implantate

Die verwendeten Implantate (Standard Plus, regular neck,
g 3,3 mm, Lange 8 mm, Institut Straumann AG, Basel,
Schweiz) waren in ihrer Form und Gré3e identisch. Die als
Kontrollgruppe dienenden SLA-Implantate sind in Mikro-

wie Makrotopographie absolut vergleichbar mit den

modSLA-Implantaten, abgesehen von den

Abbildung 3: Standard
Plus Implantat, regular
neck, Straumann AG
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unterschiedlichen Oberflacheneigenschaften. Wie bereits erldutert, weisen die
modSLA-Oberflachen im Gegensatz zu den SLA-Implantaten ultrahydrophile

Charakteristika auf. Allgemein bietet das zylindrische Implantat mit dem

enossalen Durchmesser von 3,3 mm eine flexible Lésung fur trans- und
submukosale Einheilung. Standard Plus Implantate bieten mit ihrer geringen, nur
1,8 mm maschinierten Schulterhéhe eine ideale Voraussetzung fir asthetisch

anspruchsvolle Ergebnisse und ein gutes Emergenzprofil (Abbildung 3).

2.2 Tiere

Es wurden 12 Beagle-Hunde im Alter von 12 bis 15 Monaten mit einem
durchschnittlichen Gewicht von 10,6 + 1,2 kg in dieser Studie verwendet. Initial
wiesen alle Hunde eine vollstandige, gesunde und permanente Dentition auf. Die
Wahl der Tierart, die Haltung und das experimentelle Vorgehen wurden vor
Studienbeginn von der o6rtlichen Tierversuchskommission (Bezirksregierung
Dusseldorf) genehmigt. Der experimentelle Teil dieser Studie begann nach einer

Eingewdhnungszeit von 4 Wochen.

23 Studiendesign

Der Hund als Versuchstier ist gut geeignet zur Untersuchung neuer
Modifikationen von zahnéarztlichen Implantaten. Bevorzugt werden international
Beagle- oder Foxhundrassen eingesetzt, was unter anderem auf die
vergleichsweise einfache Haltung und Zucht dieser in Rudeln lebenden Rassen
zurtckzufihren ist. Der Beagle als grosses Versuchstier verfligt Gber einen
ausreichend grof3 dimensionierten Alveolarfortsatz zur Aufnahme von ca. 4 - 6
Implantaten pro Seite im Unter- und 2 - 4 Implantaten pro Seite im Oberkiefer
(Abbildung 4). Die Art der Einheilung im Knochen ist zwischen Mensch und
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Beagle vergleichbar.

Diese Studie gliederte sich in zwei chirurgische Phasen. Wahrend der ersten
wurde in allen vier Quadranten der zweite, dritte und vierte Préamolar und erste
und zweite Molar schonend bei allen zwélf Hunden extrahiert. Nach einer drei -

monatigen Heilungsphase wurden im zweiten chirurgischen Eingriff nach

Praparation der Implantatbetten die standardisierten bukkalen Dehiszenzdefekte
im Ober- und Unterkiefer osteotomiert (n = 16 Defekte pro Tier)(Abbildung 5).

Abbildung 4: Rontgenologische Darstellung der Anatomie eines vollbezahnten Beagelunterkiefer

Somit wurden pro Tier und Quadrant jeweils 2 SLA- und 2 modSLA- Implantate
randomisiert inseriert. Einem Split-mouth Design entsprechend wurden die
Quadranten einer sub- bzw. transmukosalen Einheilung zugeteilt.

Die Zufallsordnung basierte auf einem Computerprogramm (RandList®, DatInf
GmbH, Tubingen, Deutschland).

Die Tiere wurden nach 1, 2, 4 und 8 Wochen (n = 3) Einheilzeit getétet,
anschlieBend die Proben entnommen und histologisch aufbereitet bzw.

histomorphometrisch ausgewertet.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des Dehiszenzdefektes

und der oro- vestibuldren Schnittrichtung (Schwarz et al. 2007¢)

24 Chirurgisches Vorgehen

Nach intramuskuldrer Sedierung mit 0,17 mg/kg Acepromazin (Vetranquil 1%,
Ceva Tiergesundheit, Dusseldorf) wurde mittels 21,5 mg/kg Thiopental
(Trapanal 2,5 %, Altana GmbH, Konstanz) die Allgemeinnarkose eingeleitet und
durch eine Mischung von Sauerstoff, Lachgas und Isofluran erganzt. Zusatzlich
erhielten alle Tiere eine Ringer-Lactat Infusion und intravendse
Schmerzmedikation von 0,4 mg/kg Piritramid (Dipidolor®, Janssen-Cilag GmbH,
Neuss) und 4,5 mg/kg Carprofen (Rimadyl®, Pfitzer Pharma GmbH, Karlsruhe).
Die postoperative Analgetikamedikation erfolgte mit Piritramid, welches subkutan
Uber einen Zeitraum von drei Tagen verabreicht wurde. Alle Tiere wurden intra-
und postoperativ fir zehn Tage antibiotisch mit Clindamycin (11,0 mg/kg,

Clerobe®, Pharmacia Tiergesundheit, Erlangen) abgedeckt.
16



Nach Applikation von insgesamt 1 ml Lokalanasthetikum (UDS, Sanofi-Aventis
Dt. Gmbh, Frankfurt, Germany) pro Quadrant wurde nach vertikaler Separation
mittels Lindemannfrédse der zweite und dritte Pramolar sowie der erste und
zweite Molar schonend extrahiert.

Nach einer Adaptation der Wundrander mit Einzelknopfndhten wurde
anschliefend eine zweimonatige Heilungsperiode abgewartet, bevor in einem
erneuten, ebenfalls in Intubationsnarkose durchgefiihrten operativen Eingriff die
Defekte geschaffen und Implantate inseriert wurden.

Nach crestaler Schnittflhrung und Praparation eines Mukoperiostlappens
wurden die Implantatbohrung und die Gewindeschneidung entsprechend den
Herstellerangaben des verwendeten Systems (Straumann AG, Basel, Schweiz)
unter standiger Kihlung mit 0,9 % NaCl-Lésung durchgefiihrt. Der Abstand
zwischen den einzelnen Implantaten betrug 10 mm. AnschlieRend wurden die
standartisierten bukkalen Dehiszenzdefekte mit einer Hé6he von 4 mm (von der
crestalen Knochengrenze aus gemessen), einer Tiefe von 3 mm (von der
bukkalen Knochenoberflache aus gemessen) und einer Ausdehnung von 3 mm
in mesio-distaler Richtung unter Verwendung einer spitzen Hartmetallfrése mit
Kldhlung durch 0,9 % NaCl-Lésung kreiert. Die DefektgréRen wurden mittels
Parodontalsonde (PCP12 Hu-Friedy Co., Chicago, IL, USA) auf ihre Groflie
kontrolliert und standardisiert. In diese modifizierten knéchernen Implantatbetten
wurde unter besonderer Beachtung der Priméarstabilitat die modSLA- und SLA-
Implantate inseriert. Die SLA-Implantate wurden vor Insertion mit sterilem
Wasser benetzt.

AbschlieRend wurden die Wundrénder mit einer resorbierbaren Ruckstichnaht
(Vicryl 5-0, Resorba®, Nurnberg) adaptiert und die Implantate fir einen Zeitraum

von 1, 2, 4, und 8 Wochen sub- bzw. transmukosal der Einheilung tberlassen.
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Abbildung 6a-d: Operatives Vorgehen

18

Nach der Praparation des Implantatbettes
wurden die standartisierten
Dehiszenzdefekte in den bukkalen Knochen
osteotomiert. Die Hohe von der crestalen
Knochenkante aus gemessen betrug 4 mm
und 3 mm in mesio-distaler Ausdehnung.
Die Insertionstiefe in den Knochen erfolgte
bis zum Ubergang des transmukosalen,
maschinierten 1,8 mm langen Anteils zum

ctrul-turiartan intrancciran Antail

In der okklusalen Aufsicht ist der
regelmiaflige 10 mm grofie Abstand jeweils
zwischen den Implantaten zu erkennen.
Desweiteren ist die Defekttiefe von 3 mm
ersichtlich. Verschlossen wurden die
Implantate mit Standardverschlussschrauben
des verwendeten Systems (Straumann AG,
Basel, Schweiz).

Analog der Gruppenzugehorigkeit heilte die
Halfte der inserierten Implantate
transmukosal ein.

Der Mukoperiostlappen wurde mittels
Einzelknopfnaht mesial und distal eines
jeden Implantates adaptiert. Es wurde
darauf geachtet, dass keines der fiir
transmukosale Einheilung vorgesehenen
Implantate unabsichtlich durch Schleimhaut
bedeckt wurde.

Der Nahtverschluss der submukosal
einheilenden Implantate erfolgte mittels
fortlaufender Riickstichnaht.

Die sich etwas aufstellende Naht garantiert
einen maglichst speicheldichten Verschluss.
Das resorbierbare Nahtmaterial war Vicryl

in der Starke 5-0 (Resorba®, Niirnberg).




25 Toétung der Tiere und Probenentnahme

Nach einer Heilungsperiode von 1, 2, 4, und 8 Wochen wurden die Tiere nach
i.v. Gabe von 50 000 i.E. Heparin durch eine Uberdosis an 3 % Pentobarbital
(200 mg/kg i.v.) getétet. Nach beidseitiger Praparation und Katheterisierung der
Carotiden wurden die Tiere decapitiert und der Kopf des Tieres mit 1000 ml 10
%igem Formaldehyd intra-arteriell fixiert. AnschlieRend wurden die
entsprechenden Kieferabschnitte im Block mit Schleimhaut reseziert und fir eine

Woche in 4 %igem Formaldehyd gelagert.

2.6 Probenaufbereitung und —einbettung

Die fixierten Proben dehydrierten in einer aufsteigenden Alkoholreihe, bevor sie
mit speziellem Methacrylat-Monomer (Technovit 9100, Heraeus Kulzer,
Wehrheim) infiltriert und in Methacrylat (Technovit 9100, Heraeus Kulzer,
Wehrheim) zur Erstellung nicht entkalkter Hartgewebsschnitte eingebettet
wurden. Um jegliche Art negativer Einflisse von Polimerisationshitze zu
vermeiden erfolgte diese in kontrollierter Atmosphére von -4°C. Zum Erreichen
einer vollstandigen Polymerisation nach 20 Stunden wurden die Proben absolut
luftdicht verschlossen. Dies wurde in speziell zu diesem Zweck hergestellten

Kunstoffzylinder gewahrleistet.

2.7 Hartgewebshistologie

AnschlieBend wurden die Proben mit einer diamantierten Bandsage (Exaki®,
Apparatebau, Norderstedt) entsprechend der Implantatachse in bukko-oraler
Richtung aufgesagt. Von jeder Probe wurden in hartgewebshistologischer
Standardtechnik nach Donath (Donath 1985), vier aufeinander folgende Schnitte

in bukko-oraler Richtung entprechend der Achse des Implantates durch den
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Dehiszenzdefekt angefertigt. Die primare Schnittdicke betrug ca. 300 ym. Diese
mit Acryl-Zement (Technovit 7210 VLC, Heraeus Kulzer) auf silanisierte
Glasobjekttrager (Super Frost, Menzel GmbH, Braunschweig) geklebten Proben
wurden unter Verwendung eines Tellerschleifgerdtes (Exakt®, Apparatebau,
Norderstedt) mit aufsteigender Kérnungszahl bis zur finalen Dicke von ca. 40 um
geschliffen und poliert. Zeigten die Praparate einen Teil der inneren
Schraubenwindung des Implantates, wurde der Schnitt zur Beurteilung des
zentralen Defektbereichs genutzt und bei Nichtvorhandensein als ein lateraler

angesehen.

2.8 Toluidin-blau-Farbung
Die final polierten Schliffe wurden mittels Aqua dest. und Luftdruck von
samtlichen Schleifriickstdnden befreit und getrocknet.

Das Procedere der Toluidin-blau-Farbung lief nach folgendem Protokoll ab:
- 10 Minuten Bad in 10 %igem H>0,

- Abspilen mit H,O

- 30 Sekunden Bad in 4 %iger Ameisensaure

- Abspilen mit H,O

- 7 Minuten Bad in Toluidin-blau-Féarbelésung |

- Abspilen mit H,O

- 7 Minuten Bad in Toluidin-blau-Féarbelésung Il

- Abspilen mit Aqua dest.

- Trocknen mittels Papiertuch

- Eindecken mittels Eukitt
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Die in Toluidin-blau geférbten Schnitte dienten der histomorphometrischen

Auswertung. Durch den hdheren Proteingehalt wird jingerer Knochen starker

blau angefarbt als alterer Knochen (Schenk et al. 1984).

2.9

Masson-Goldner-Farbung

Die final polierten Schliffe wurden mittels Aqua dest. und Luftdruck von

samtlichen Schleifriickstdnden befreit und getrocknet.

Bevor die Préparate der eigentlichen Farbung unterzogen werden konnten,

mussten die Schliffe entplastet werden. Dies verlief nach folgendem Protokoll:

20 Minuten Bad in Xylol
20 Minuten Bad in Methoxylethylacetat
15 Minuten Bad in Aceton |

15 Minuten Bad in Aceton Il

Die Masson-Goldner-Farbung wurde wie folgt durchgefiihrt:

3 Minuten Bad in Aqua dest.

5 Minuten Bad in Haemalaun

5 Minuten Bad in H,O

17 Minuten Bad in Ponceau de S&urefuchsin
Abspulen mit 1 %iger Essigsaure

7 Minuten Bad in Orange G

Abspllen mit 1 %iger Essigsaure

8 Minuten Bad in Lichtgrin

1 Minute Bad in 1 %iger Essigsaure
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- 1 Minute Bad in 1 %iger Essigsaure (wg. besserer Differenzierung)
- 1 Minute Bad in Aqua dest.

- 1 Minute Bad in 70 %igem Alkohol

- 1 Minute Bad in 99,5 %igem Alkohol

- 1 Minute Bad in Xylol |

- 2 Minuten Bad in Xylol Il

Da es sich um eine spezielle Bindegewebsfarbung handelt, zeigt die Masson-
Goldner-Farbung besonders gut kollagene Strukturen. Dies lasst Rickschlisse
auf die weichgewebliche Integration des Implanates besonders im

transmukosalen Anteil zu.

210 Histomorphometrie

Alle Auswertungen wurden ohne Kenntnis der Gruppenzugehdrigkeit und
Heilungsdauer durchgefuhrt. Die histologische Bewertung erfolgte im
Durchlichtmikroskop (BX50, Olympus, Hamburg). Fur die histomorphometrische
Auswertung wurden jeweils zentrale Schnitte bei einer VergréRerung von 4x,
12,5x und 20x digital photographiert (SIS Color View3, Soft Imaging System
GmbH, Munster).

Unter Verwendung einer speziellen Software (SIS analySIS Auto Software 3.2,
Soft imaging System GmbH, Munster) wurden nachfolgende Punkte markiert

und daraus resultierend folgende Strecken und Flachen vermessen.

22



BTB (borderline between the transmucosal and bony part of the implant) zeigt
den 1,8 mm unterhalb der Implantatschulter liegenden Ubergang des
transmukosalen- zum intraosséaren Anteil des Implantates.

BD (bottom of bone defect) markiert den knéchernen Defektboden.

CBI-b/-o (most coronal level of bone in contact with the implant) ist der Punkt, an
dem die coronalste knécherne Ausdehnung des Knochen-Implantat-Kontaktes
besteht, bukkal wie oral.

Die Defektlange (DL, defect length) wurde gemessen von BTB zu BD (in mm).
Die neue Knochenhéhe (NBH, new bone hight) entsprach der Strecke von BD zu
CBI-b (in mm).

Die prozentuale Defektauffullung (PLF, per cent linear fill) wurde definiert als
NBH dividiert durch DL.

Der Knochen-Implantat-Kontakt im Dehiszenzdefekt (BIC-D, percentage of bone
to implant contact within the defect) wurde analog der Defektlange prozentual
von BD zu BTB vermessen.

Der Unterschied der bukkalen und oralen (CBI-b — CBI-0) Ausdehnung des
Knochens nach crestal wurde ebenfalls in mm als D-CBI (difference in buccal
and oral dimension of CBI) bestimmt.

AuBerdem wurde die Flache des neuen Knochens (BF, area of new bone fill) in

mm? von BD nach CBI-b histomorphometrisch in allen Praparaten vermessen.
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Abbildung 7: Darstellung der zu bestimmenden Punkte (BTB, BD, CBI-b/-0) an einer
reprasentativen Histologie (modSLA, 2 Wochen, Unterkiefer, submukosale

Einheilung, TB-Farbung, 25-fache VergréRerung).

2.1 Statistik

Zur statistischen Auswertung diente das Statistikprogramm SPSS (SPSS 15.0,
SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Mittelwerte und Standardabweichungen zwischen
den Tieren wurden fir alle Parameter und Gruppen berechnet. Nach
Uberpriifung einer Normalverteilung mittels Kolmogorov-Smirnov-
Abweichungstest fand fur die induktive Analyse innerhalb der Gruppen (z.B. sub-
bzw. transmukosale Einheilung) der gepaarte T-Test Verwendung. Fur den

Vergleich zwischen den Gruppen (z.B. zentraler oder lateraler Aspekt) wurde der
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ungepaarte T-Test verwendet. Beobachtete Unterschiede wurden ab einem

Signifikanzniveaul von P < 0.05 als statistisch signifikant definiert.

212 Immunhistochemie

Fur die immunhistochemische Anféarbung mussten die final polierten Schliffe
ebenfalls von sémtlichen Schleifriickstdnden befreit und getrocknet werden.
Bevor die Préparate der eigentlichen Farbung unterzogen werden konnten,
mussten die Schliffe entplastet werden.

Folgendes Protokoll fand Anwendung:

- 20 Minuten Bad in Xylol

- 20 Minuten Bad in Metyoxylethylacetat
- 15 Minuten Bad in Aceton |

- 15 Minuten Bad in Aceton Il

Die entplasteten Schliffe wurden anschlieBend fur 4 Minuten in PBS hydriert,
bevor das eigentliche Procedere der Immunhistochemie begann.

-Demaskierung des Antigens durch 15 Minuten Bad in 0,05 %igem Trypsin

- 4 Minuten Bad in PBS

- Markierung mittels Dako-Pen

- 10 Minuten Block der endogenen Peroxidase mittels 3 %igem H,0, (PBS)
- 3 x 5 Minuten Bad in PBS

- 15 Minuten Protein-Block bei Raumtemperatur

- Inkubation mit primaren monoklonalen Maus Antikdrpern gegen

Transglutaminase Il (1:40, Labvisio Fremont CA, USA) bzw. Osteocalcin

25



(1:40, Acris Antikérper GmbH, Hiddenhausen, Germany) tGber Nacht bei
8°Celsius (unspezifische Antikdrper respektive).
- 3 x 5 Minuten Bad in PBS

- zweiter Antikdrper: Anti-Goat, Mouse, Rabbit, biotinilliert DAKO E 0453
- 3 x 5 Minuten Bad in PBS

- Streptavidin-Peroxidase Lésung fir 30 Minuten

- 3 x 5 Minuten Bad in PBS

- Inkubation mit 3-amino-9-ethylcarbazole als Chromogen unter
mikroskopischer Kontrolle

- Abwaschen mittels Aqua dest.

- Eindeckeln in Crystall Mount Aqueous Mounting Medium

Osteocalcin wird wahrend der Differenzierung der Mesenchymzelle hin zum
Osteoblasten und im Zuge der Mineralisation extrazellularer Matrix zu Knochen
exprimiert. Deshalb dient ein positiver Osteocalcin-Nachweis als ein Zeichen flr
Mineralisation bzw. Knochenneubildung (Gallop et al. 1980; Hauschka et al.
1989; Hopyan et al. 1999; Raymond et al. 1999).

Transglutaminase Il wird von Endothelzellen exprimiert (Haroon et al. 1999).
Insofern kann ein positiver Transglutaminase-Nachweis stellvertretend fir

Angiogenese bzw. als Angiogenesemarker angesehen werden.

3 ERGEBNISSE

31 Histomorphometrische Ergebnisse

Die postoperative Wundheilung verlief ohne besondere Zwischenfélle. Es
wurden weder Infektionen noch Wunddehiszenzen oder Expositionen des
Implantatkdrpers der submukosal einheilenden SLA- und modSLA-Implantate

beobachtet.
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Die Defektlange (DL) war analog zum Protokoll in allen Gruppen zu allen
Zeitpunkten 4 mm (£0,3 mm). Damit lagen keine signifikanten Unterschiede
innerhalb der Gruppen und Zeitpunkte vor (P>0,05; unpaired t-test).

Soweit signifikante Unterschiede in den Ergebnissen zwischen modSLA- und
SLA-Implantaten zu den jeweiligen Zeitpunkten bestanden, werden diese im
Anschluss an die Tabellen beschrieben.

Nach einer Woche der Einheilung waren einige kleine Areale der Mineralisation
am Defektboden in allen Gruppen zu sehen (Abbildung 8). Abgesehen von
diesen ersten Anzeichen der knéchernen Regeneration des Dehiszenzdefektes
waren noch keine Werte fir NBH, PLF, BIC-D und BF feststellbar (Abbildung 12,
18). D-CBI, der Unterschied der oralen und vestibuldren crestalsten knéchernen
Ausdehnung lag analog der Defekttiefe bei 4,0£0,2 mm.

Nach zwei Wochen waren am Defektboden neu gebildete Knochenbélkchen in
Form von Geflechtknochen zu sehen. Diese ersten Mineralisationen entstanden
aus offenen Knochenmarksrdumen und dehnten sich in lateraler und coronaler
Richtung in den Defektbereich hinein aus. In den modSLA-Gruppen lagerte sich
der neu gebildete Knochen unmittelbar an der Oberflache (D-BIC) an (Abbildung
9, 13, 14, 24, 25), wahrend an den SLA-Implantaten in vielen Fallen der neu
gebildete Knochen durch eine diinne Schicht nicht mineralisierten Gewebes
separiert wurde (Abbildung 15, 16, 23). Das Ausmall der Knochenbildung
variierte innerhalb (Abbildung 9, 10) und zwischen den Gruppen erheblich.
Insgesamt aber waren an den modSLA-Implantaten signifikant héhere Werte fir
NBH, PLF, BIC-D und BF festzustellen. Wahrend diese Ergebnisse fir den
lateralen Aspekt vergleichbar fir sub- und transmukosale Heilung waren, wichen
die Resultate des zentralen Aspektes deutlich zwischen den sub- und
transmukosal einheilenden Implantaten ab. Diesbezliglich erschien die
geschlossene Heilung férderlich fir die knbécherne Regeneration von
Dehiszenzdefekten zu sein. Insbesondere galt dies fur die in den
Oberkieferknochen inserierten Implantate (Tabelle 1-4). Im Oberkiefer waren

innerhalb der modSLA-Gruppe alle zentralen Parameter bei den submukosal
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einheilenden Implantaten signifikant besser. NBH und BIC-D mit P<0,05 und
PLF und BF mit P<0,01. Die SLA-Gruppen im Oberkiefer zeigten untereinander
nur im lateralen Anteil bei BF mit P<0,05 einen signifikanten Unterschied zu
Gunsten der submukosalen Einheilung. Im Unterkiefer lagen innerhalb der
modSLA-Gruppen Unterschiede mit P<0.05 im lateralen Bereich fir NBH, PLF,
BIC-D und D-CBI vor. Zentrale Signifikanzen (P<0,01) ergaben sich nur fur BF.
Bei den SLA-Implantaten war einzig D-CBI lateral mit P<0,05 bei der
submukosalen Heilung signifikant besser.

Die Wundheilung nach vier Wochen war hauptséachlich durch ein Fortschreiten
der Knochenneubildung charakterisiert. Allgemein Uberbrickte der neue
Geflechtknochen den Defekt in coronaler und lateraler Richtung. Priméar wurde
aber ein Knochenwachstum entlang beider Implantatoberflachen beobachtet.
Wiederum wiesen die hdchsten Werte mit signifikanten Unterschieden die
modSLA-Implantate im Ober- und Unterkiefer, bei offener und geschlossener
Heilung und im lateralen wie zentralen Anteil fir NBH, PLF, BIC-D und BF auf
(Tabelle 1-4). Erneut zeigten im zentralen Bereich die submukosal einheilenden
modSLA-Implantate im Oberkiefer signifikante Vorteile (P<0,05) bei NBH, PLF,
BIC-D und dementsprechend niedrigeren Werten flir D-CBI gegeniber den
Transmukosalen auf. Lateral lag nur fur BF mit P<0,01 eine Signifikanz vor.
Diese Unterschiede kénnten auf folgende histologische Beobachtung
zurtckzufihren sein. Es wurde an den transmukosal heilenden Implantaten ein
partieller Kollaps des Mukoperiostlappens in den Defektbereich festgestellt.
Somit war die von lateral beginnende Regeneration des Defektbereichs in
Richtung zentral behindert und unterbunden (Abbildung 19, 26). An den SLA-
Implantaten zeigte sich ein dhnliches Bild der Wundheilung. Sowohl bei den sub-
als auch bei den transmukosal einheilenden Implantaten war ein in den
Dehiszenzdefekt kollabierter Mukoperiostlappen zu erkennen. Dieser filllte den
Defekt nahezu aus und behinderte somit die von den Defektwadnden bzw. vom
Defektboden ausgehende knécherne Regeneration (Abbildung 20, 27).

Das histologische Bild nach acht Wochen der Wundheilung war gekennzeichnet
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durch eine Verdichtung der Knochentrabekel in allen Gruppen. Es bildete sich
ein organisierter, parallelfaseriger Geflechtknochen aus. Erste Anzeichen der
Remodellation des neu gebildeten Knochens hin zu priméren und sekundéren
Osteonen war zu beobachten. Wiederum variierte der Grad der knéchernen
Regeneration und Remodellation innerhalb und zwischen den Gruppen und
Kiefern betrachtlich. Erneut waren es aber die modSLA-Implantate in allen
Gruppen, welche die signifikant héchsten Werte fiur NBH, PLF, BIC-D und BF im
zentralen (Abbildung 17) und lateralen Anteil aufzeigten (Tabelle 1-4). Einige
dieser Implantate wiesen eine Regeneration der bukkalen Knochenausdehnung
nach crestal auf, die das urspringliche Niveau nahezu erreichten. Somit war
nach acht Wochen Regeneration kaum ein Unterschied zwischen der oralen und
vestibuldaren Knochenausdehnung nach crestal (D-CBI) in Gegenwart der
modSLA-Implantate festzustellen. Innerhalb der modSLA-Gruppen waren es
wieder die submukosal einheilenden Implantate, welche die héchsten Werte fir
BF hatten (Tabelle 1-4). Dies galt besonders fir den zentralen Bereich der
Defekte (OK: P<0,01; UK: P<0,05). Im lateralen Anteil waren die Unterschiede
nicht so ausgeprégt (OK und UK: P<0,05), was die Vermutung aufkommen I&sst,
dass die submukosale Einheilung besonders ein Kollabieren des
Mukoperiostlappens im zentralen Bereich der Dehiszenzdefekte vermindert
(Abbildung 21, 28, 29). Im Gegensatz dazu zeigten die SLA-Implantate in keiner
der Gruppen einen suffizienten Erhalt des Defektbereiches ohne Kollaps des
Mukoperiostlappens. Dieses Einsinken des Weichgewebes verhinderte die

kndcherne Regeneration der Dehiszenz (Abbildung 22, 30).

3141 Oberkiefer-transmukosale Einheilung

In Tabelle 1 sind die histomorphometrische Ergebnisse der transmukosal
eingeheilten Implantate im Oberkiefer fir DL, NBH, PLF, BIC-D und BF zu allen
Zeitpunkten (1, 2, 4, 8 Wochen) dargestellt.
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Tabelle 1:

Transmukosale Einheilung im Oberkiefer

DL (mm)
1 Woche

2 Wochen
4 Wochen
8 Wochen

NBH (mm)
1 Woche

2 Wochen
4 Wochen
8 Wochen

PLF (%)
1 Woche
2 Wochen
4 Wochen
8 Wochen

BIC-D (%)
1 Woche

2 Wochen
4 Wochen
8 Wochen

BF (mm?)
1 Woche

2 Wochen
4 Wochen
8 Wochen

D-CBI (mm)
1 Woche

2 Wochen

4 Wochen

8 Wochen

modSLA

zentral lateral
4,0+0,2 4,1+0,3
4,1+0,1 4,2+0,1
4,0+0,1 4,1+0,2
4,0+0,1 4,1+0,1
0,0+0,0 0,0+£0,0
1,1+0,3 2,7%£0,7
2,6%0,2 3,2%0,3
4,3+0,1 3,2+0,9
0,0£0,0 0,0£0,0
27,848,0 64,3+15,7
66,2+7,0 77,0+3,3
107,2+4,7 77,9+21,2
0,0+0,0 0,0£0,0
27,6x7,3 68,0+18,3
60,8+2,0 77,4+3,2
78,8+11,0 70,4+7,8
0,0+0,0 0,0+0,0
1,8+0,2 5,5+1,5
45+1,1 10,9+1,7
2,9+1,0 3,3%1,7
4,2+0,2 3,9+0,5
2,9+0,4 1,2+0,4
1,9+0,7 0,7+0,1
0,2+0,1 0,6£0,3

SLA
zentral lateral
4,2+0,1 4,1+0,1
4,1+0,1 4,1+0,2
4,2+0,1 4,2+0,1
4,0+0,1 4,0+0,1
0,0+0,0 0,0+0,0
0,7+0,7 1,0+0,8
1,5+0,3 2,0+1,4
1,8+1,7 1,9+1,2
0,0+0,0 0,0£0,0
18,3+18,3 23,6x18,8
35,9+7,2 46,3+32,9
43,8+41,2 45,8+30,5
0,0+0,0 0,0+0,0
12,5+12,5 24,2+19,4
28,4+29 40,6%+28,4
35,2+34,0 45,2+30,2
0,0+0,0 0,0+0,0
1,1+1,1 1,5+1,1
1,9+0,1 5,8%5,6
2,2+1,8 1,3+0,9
4,1+0,1 4,2+0,4
3,4%0,8 3,0+1,8
2,7+0,3 2,1+1,2
2,5%1,2 1,9+1,3

P value
zentral lateral
n.s. n.s.
n.s. n.s.
n.s. n.s.
n.s. n.s.
n.s. n.s.

n.s. P<0,05
n.s. P<0,05
P<0,01 P<0,05
n.s. n.s.
n.s. P<0,05
P<0,05 P<0,05
P<0,01 P<0,05
n.s. n.s.
n.s. P<0,05
P<0,05 P<0,05
P<0,05 P<0,05
n.s. n.s.
n.s. P<0,01
P<0,05 P<0,01
n.s. P<0,05
n.s. n.s.
n.s. P<0,05
P<0,01 P<0,05
P<0,05 n.s.
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Abbildung 8:

2 Wochen:

modSLA, 1 Woche, transmukosale Einheilung, Oberkiefer, zentraler Aspekt,

Toluidin-blau, 400fache VergréRerung

NBH war nach zwei Wochen an den modSLA-Implantaten im
lateralen Anteil mit 2,7+0,7 mm signifikant (P<0,05) gréf3er als an
den SLA-Implantaten mit 1,0£0,8 mm. PLF war auch an den
modSLA-Implantaten im lateralen Anteil mit 64,3+£15,7 % signifikant
(P<0,05) groéRer als an den SLA-Implantaten mit 23,6+£18,8 %.
Dementsprechend waren auch BF (P<0,01) und D-CBI (P<0,05) zu
Gunsten der modSLA-Implantate jeweils im lateralen Anteil

signifikant unterschiedlich.
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Abbildung 9: modSLA, 2 Wochen, transmukosale Einheilung, Oberkiefer, lateraler Aspekt,
Toluidin-blau, 25fache VergréRerung
5
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Abbildung 10: SLA, 2 Wochen, transmukosale Einheilung, Oberkiefer, zentraler Aspekt,

Toluidin-blau, 25fache VergréRerung
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4 Wochen: Nach vier Wochen lagen im lateralen Anteil bei allen zu
bestimmenden Parameter signifikante Unterschiede zwischen den
modSLA- und SLA-Implantaten vor. Und auch im zentralen Anteil
waren abgesehen von der neuen Knochenhéhe (NBH) signifikant
bessere Werte fir die modSLA-Gruppen zu beobachten.
Signifikanzen von p<0,01 zeigten sich im lateralen Anteil bei der

Flache des neu gebildeten Knochens.

8 Wochen: Die Ergebnisse nach acht Wochen bestatigten die Tendenz,
welche zu friheren Zeitpunkten feststellbar waren. Auler fir BF im

zentralen- und D-CBI im lateralen Anteil waren alle Werte fir die

modSLA-Implantate besser. Insbesondere bei PLF und NBH mit

107,2+4,7 % zu 43,8+41,2 % und 4,3+20,1 mm zu 1,8+1,7 mm im

zentralen Bereich der Defekte waren die Unterschiede besonders
deutlich (P<0,01).

Abbildung 11: modSLA, 8 Wochen, transmukosale Einheilung, Oberkiefer, zentraler Aspekt,
Toluidin-blau, 25fache VergréRerung
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3.1.2 Oberkiefer-submukosale Einheilung
Tabelle 2: Submukosale Einheilung im Oberkiefer
modSLA SLA P value

Zentral lateral zentral lateral zentral lateral
DL (mm)
1 Woche 4,0+0,2 4,1+0,2 4,1+0,1 4,2+0,2 n.s. n.s.
2 Wochen 4,1+0,1 3,9+0,1 4,2+0,1 4,2+0,2 n.s. n.s.
4 Wochen 4,2+0,1 4,1+0,2 4,1+0,2 4,3+0,2 n.s. n.s.
8 Wochen 4,1+0,2 4,1+0,1 4,1+0,1 4,2+0,1 n.s. n.s.
NBH (mm)
1 Woche 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 n.s. n.s.
2 Wochen 3,3%0,5 3,0£0,7 1,4+1,2 1,5+1,3 P<0,05 P<0,05
4 Wochen 4,0+0,1 3,5+0,4 2,0+£1,2 2,0+£1,8 P<0,05 In.s.
8 Wochen 3,7+0,1 3,6+0,8 1,4+1,0 1,9+1,2 P<0,05 P<0,05
PLF (%)
1 Woche 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 n.s. n.s.
2 Wochen 79,4+13,0 76,1+15,6 29,1+249 36,5+31,7 P<0,01 P<0,01
4 Wochen 96,1+3,2 84,1+10,9 49,1+29,7 47,6x42,2 P<0,01 P<0,05
8 Wochen 91,2+1,9 87,8418,4 34,5+24,55 46,0+28,5 P<0,01 P<0,05
BIC-D (%)
1 Woche 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 n.s. n.s.
2 Wochen 67,6112,0 61,3+x14,2 30,9+30,2 36,8433,5 P<0,05 P<0,05
4 Wochen 98,0+11,1 82,2+10,1 40,5+21,6 45,0+38,2 P<0,01 P<0,01
8 Wochen 81,4+12,6 75,1+x223 34,4+20,7 44,2+24,6 P<0,01 P<0,05
BF (mm?)
1 Woche 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 n.s. In.s.
2 Wochen 10,5+0,5 8,4+3,8 1,9+1,0 4,3+1,1 P<0,01 P<0,05
4 Wochen 4,5+1,0 6,4+2,9 1,5+0,8 3,4+2,0 P<0,05 P<0,01
8 Wochen 6,6+0,9 6,7+1,1 2,6+0,6 2,3+0,7 P<0,01 P<0,01
D-CBI (mm)
1 Woche 4,0+0,3 4,0£0,1 3,9+0,2 4,3+0,2 n.s. n.s.
2 Wochen 1,0+0,5 1,2+0,7 3,0+1,3 2,6+1,3 n.s. P<0,05
4 Wochen 0,2+0,1 0,4+0,2 2,0+1,2 2,5+1,5 P<0,05 P<0,05
8 Wochen 0,4+0,1 0,3+0,2 2,5%0,7 2,1+1,1 P<0,05 P<0,05
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In Tabelle 2 sind die histomorphometrische Ergebnisse der submukosal
eingeheilten Implantate im Oberkiefer fir DL, NBH, PLF, BIC-D und BF zu allen
Zeitpunkten (1, 2, 4, 8 Wochen) dargestellt.

Abbildung 12: SLA, 1 Wochen, submukosale Einheilung, Oberkiefer, lateraler Aspekt, Toluidin-
blau, 25fache VergréRerung

2 Wochen: NBH und BIC-D waren signifikant (P<0,05) unterschiedlich zu
Gunsten der modSLA Implantate. PLF war mit einem
Signifikanzniveau von P<0,01 abweichend. BF war im zentralen-
(p<0,01) und im lateralen (p<0,05) Bereich an den SLA-
Oberflachen geringer. Der Unterschied der oralen und vestibularen
crestalsten Ausdehnung des Knochens (D-CBI) war im zentralen
Anteil nicht signifikant. Im lateralen Aspekt lag eine Signifikanz von
P<0,05 mit Werten von 1,2+0,7 mm an den modSLA und 2,6+1,3

mm an den SLA Implantaten vor.
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Abbildung 13: modSLA, 2 Wochen, submukosale Einheilung, Oberkiefer, lateraler Aspekt,

Toluidin-blau, 25fache VergréRerung

Abbildung 14: modSLA, 2 Wochen, submukosale Einheilung, Oberkiefer, zentraler Aspekt,

Toluidin-blau, 25fache VergrofRerung
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Abbildung 15: SLA, 2 Wochen, submukosale Einheilung, Oberkiefer, lateraler Aspekt,

Toluidin-blau, 25fache VergréRerung

Abbildung 16: SLA, 2 Wochen, submukosale Einheilung, Oberkiefer, zentraler Aspekt,

Toluidin-blau, 25fache VergrofRerung
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4 Wochen:

8 Wochen:

Die neue Knochenhéhe (NBH) war zentral mit P<0,05 signifikant an
den modSLA-Implantaten héher. Im lateralen Anteil des Defektes
lieRen sich keine signifikanten Unterschiede feststellen. PLF war
zentral und lateral mit Signifikanzniveau P<0,01 und P<0,05
ebenfalls bei den modSLA-Gruppen gréRer. Der Knochen-
Implantat-Kontakt im Defekt (BIC-D) war mit p<0,01 sehr deutlich
geringer an den SLA-Oberflachen. BF und D-CBI waren auch in
Gegenwart der modSLA-Gruppen signifikant glnstiger verandert.
Das Areal des neu gebildeten Knochens (BF) war zentral 4,5
mm?t1 zu 1,5 mm?10,8 (P<0,05) und im lateralen Bereich 6,4
mm?+2,9 zu 3,4 mm?+2(P<0,01).

Nach acht Wochen der submukosalen Einheilung im Oberkiefer
war die neu gebildete Knochenhéhe (NBH) im Defekt an den
modSLA-Implantaten mit 3,7+0,1 mm zentral und 3,6+0,8 mm
lateral, jeweils signifikant (P<0,05) héher als an den SLA-
Implantaten mit 1,4+1,0 mm und 1,9+1,2 mm. Dementsprechend
waren auch die Werte fur D-CBI jeweils mit einer Signifikanz
(P<0,05) unterschiedlich. BF war sowohl lateral wie zentral, sogar
mit P<0,01 zu Gunsten der modSLA-Oberflache abweichend. Fir
PLF und BIC-D lagen zentral signifikante Differenzen mit P<0,01
und lateral solche mit P<0,05 vor. Die prozentualen Abweichungen
besonders zentral waren ziemlich grof3. Bei PLF 91,2+1,9 % zu
34,5+24,5 % und bei BIC-D 81,41£12,6 % zu 34,4120,7 %. Dies
ergibt einen Unterschied des Mittelwertes von 56,7 % fiur PLF und
47,0 % fur BIC-D zum Nachteil der konventionellen, hydrophoben
SLA-Oberflache.
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Abbildung 17: modSLA, 8 Wochen, submukosale Einheilung, Oberkiefer, zentraler Aspekt,

Toluidin-blau, 25fache VergréRerung

313 Unterkiefer-transmukosale Einheilung

In Tabelle 3 sind die histomorphometrische Ergebnisse der transmukosal
eingeheilten Implantate im Unterkiefer fir DL, NBH, PLF, BIC-D und BF zu allen
Zeitpunkten (1, 2, 4, 8 Wochen) dargestellt.
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Tabelle 3:

Transmukosale Einheilung im Unterkiefer

DL (mm)
1 Woche

2 Wochen
4 Wochen
8 Wochen

NBH (mm)
1 Woche

2 Wochen
4 Wochen
8 Wochen

PLF (%)
1 Woche
2 Wochen
4 Wochen
8 Wochen

BIC-D (%)
1 Woche

2 Wochen
4 Wochen
8 Wochen

BF (mm?)
1 Woche

2 Wochen
4 Wochen
8 Wochen

D-CBI (mm)
1 Woche

2 Wochen

4 Wochen

8 Wochen

modSLA

zentral lateral
4,1+0,2 4,2+0,1
4,0+0,2 4,2+0,1
4,1+0,1 4,2+0,1
4,1+0,1 4,1+0,1
0,0+0,0 0,0+0,0
1,5+0,5 2,0+0,7
2,7+0,9 3,2+0,7
3,1+1,1 2,6+0,8
0,0£0,0 0,0£0,0
36,6+x11,6 48,9+17,1
65,2+20,6 77,7171
75,8+28,3 64,2+19,4
0,0+0,0 0,0+0,0
38,2+8,8 41,7+12,9
70,0+x15,0 77,0+14,8
71,2+20,3 67,5+18,8
0,0+0,0 0,0+0,0
1,8+0,8 3,7+0,8
4,7+1,1 8,4+4,2
4,3+1,5 3,9+1,6
3,810,4 4,0+0,3
2,6+0,4 1,9+0,8
1,2+1,2 0,9+0,7
0,6%0,4 1,3+0,7

SLA

zentral lateral
4,0+0,2 4,2+0,3
4,2+0,1 4,1+0,2
4,1+0,1 4,2+0,1
4,0+0,1 4,0+0,1
0,0+0,0 0,0+0,0
0,3+0,2 0,4+0,3
1,5+0,7 1,6+1,1
1,1+0,8 1,7+1,6
0,0£0,0 0,0£0,0
10,3+7,6  10,8%8,6
37,9+18,2 37,8+27,0
27,7£20,3 42,1+39,7
0,0+0,0 0,0+0,0
7,4+4,5 5,0%+3,5
27,7+x11,9 37,3+25,6
29,1+17,1 39,0+38,4
0,0+0,0 0,0+0,0
0,7+0,7 0,8+0,5
2,9+1,4 4,8+2,6
1,9+1,1 3,4+2,8
4,2+0,2 4,0+0,2
3,8%0,4 4,1+0,2
2,5+0,7 2,5+1,0
2,3%0,9 2,7+1,2

P value*
zentral lateral
n.s. n.s.
n.s. n.s.
n.s. n.s.
n.s. n.s.
n.s. n.s.

n.Ss. P<0,05
P<0,05 P<0,05
P<0,05 n.s.
n.s. n.s.
P<0,05 P<0,01
P<0,05 P<0,05
P<0,01 P<0,05
n.s. n.s.
P<0,01 P<0,01
P<0,01 P<0,05
P<0,01 P<0,05
n.s. n.s.
n.s. P<0,01
P<0,05 P<0,05
P<0,01 n.s.
n.s. n.s.
n.s. P<0,05
P<0,05 P<0,05
P<0,05 P<0,05
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Abbildung 18: modSLA, 1 Wochen, transmukosale Einheilung, Unterkiefer, zentraler Aspekt,
Toluidin-blau, 25fache VergréfRerung

2 Wochen: Im zentralen Aspekt gab es aulder bei PLF (p<0,05) und BIC-D
(P<0,01) keine signifikanten Unterschiede. Im lateralen Anteil
wiesen PLF, BIC-D und BF Unterschiede mit Signifikanzniveau von
P<0,01 auf. NBH und D-CBI unterschieden sich mit P<0.05 zum
Nachteil der SLA-Oberflache.

4 Wochen: Nach vier Wochen der transmukosalen Heilung im Unterkiefer lag
fur alle Messwerte ein signifikanter (P<0,05) Unterschied zu
Gunsten der modSLA-Implantate vor. Nur BIC-D war mit P<0,01 an

den SLA-Oberflachen geringer.
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Abbildung 19: modSLA, 4 Wochen, transmukosale Einheilung, Unterkiefer, zentraler Aspekt,

Toluidin-blau, 25fache VergréRerung

Abbildung 20: SLA, 4 Wochen, transmukosale Einheilung, Unterkiefer, zentraler Aspekt,

Toluidin-blau, 25fache VergréfRerung
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8 Wochen: Im lateralen Bereich der Dehiszenz ergab sich bei NBH und BF
keine Signifikanz. Jedoch war trotzdem die modSLA-Oberflache mit
2,6£0,8 mm zu 1,7+1,6 mm fir NBH und 3,9+1,6 mm? zu 3,4+2,8
mm? bevorteilt. Die anderen Parameter (PLF, BIC-D und D-CBI)
waren im lateralen Anteil in den modSLA-Gruppen signifikant
(P<0,05) besser. Der zentrale Aspekt war bei PLF, BIC-D und BF in
der SLA-Gruppe signifikant (P<0,01) geringer. Die Unterschiede

der neuen Knochenhéhe (NBH) und der Differenz der oralen und

vestibuldren crestalsten Knochenausdehnung (D-CBI) waren mit
P<0,05 abweichend. Die Werte waren fir modSLA 3,1+1,1 mm zu
SLA 1,1£0,8 mm (NBH) und modSLA 0,6+0,4 mm zu SLA 2,3+0,9
mm (D-CBI).

Abbildung 21: modSLA, 8 Wochen, transmukosale Einheilung, Unterkiefer, zentraler Aspekt,

Toluidin-blau, 25fache VergréRerung
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Abbildung 22: SLA, 8 Wochen, transmukosale Einheilung, Unterkiefer, zentraler Aspekt,

Toluidin-blau, 25fache VergréRRerung

314 Unterkiefer-submukosale Einheilung

In Tabelle 4 sind die histomorphometrische Ergebnisse der submukosal
eingeheilten Implantate im Unterkiefer fur DL, NBH, PLF, BIC-D und BF zu allen
Zeitpunkten (1, 2, 4, 8 Wochen) dargestellt.
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Tabelle 4:

Submukosale Einheilung im Unterkiefer

DL (mm)
1 Woche

2 Wochen
4 Wochen
8 Wochen

NBH (mm)
1 Woche

2 Wochen
4 Wochen
8 Wochen

PLF (%)
1 Woche
2 Wochen
4 Wochen
8 Wochen

BIC-D (%)
1 Woche

2 Wochen
4 Wochen
8 Wochen

BF (mm?)
1 Woche

2 Wochen
4 Wochen
8 Wochen

D-CBI (mm)
1 Woche

2 Wochen

4 Wochen

8 Wochen

modSLA

zentral lateral
4,2+0,2 4,1+0,2
4,3+0,1 4,1+0,1
4,1+0,1 4,2+0,1
4,2+0,2 4,1+0,1
0,0+0,0 0,0+0,0
1,8+0,6 3,4+1,1
2,8%1,2 3,8+0,5
3,7+0,1 3,6%0,3
0,0£0,0 0,0+£0,0
41,5+14,4 82,627,
69,5+29,8 91,9+12,7
92,4+2,4 88,3%+6,7
0,0+0,0 0,0+0,0
39,7+12,0 75,9+14,7
67,1+26,4 89,4+10,6
82,1+14,8 71,0+20,3
0,0+0,0 0,0+0,0
5,2+2,9 7,6%2,5
5,2+0,8 6,9%+2,3
6,4+0,7 5,4+1,2
4,2+0,4 4,1+0,2
2,5+0,6 0,6+0,4
1,3+1,1 0,3%0,2
0,3%0,2 0,5%0,3

SLA

zentral lateral
4,1+0,3 4,2+0,1
4,2+0,1 4,2+0,2
4,2+0,1 4,1+0,1
4,0+0,2 4,1+0,2
0,0+£0,0 0,0+0,0
0,8+0,7 1,6+1,2
1,3+0,4 1,9+1,0
1,2+0,6 1,7+0,5
0,0£0,0 0,0£0,0
18,3+15,2 37,8+29,2
32,0+10,7 46,6+24,3
28,9+15,1 40,8+12,0
0,0+£0,0 0,0+0,0
8,6+7,3 35,6%24,8
32,0£10,7 46,6243
26,8+10,4 46,2+16,2
0,0+0,0 0,0+0,0
1,7+0,9 3,5+1,9
2,3%2,0 3,3+2,4
1,9+0,3 2,6%0,7
4,2+0,2 4,0+0,4
3,61£0,9 2,6+1,3
2,910,6 2,2+1,1
2,610,8 1,9+0,3

P value®
zentral Lateral
n.s. n.s.
n.s. n.s.
n.s. n.s.
n.s. n.s.
n.s. n.s.

n.s. P<0,05
P<0,05 P<0,05
P<0,05 P<0,05

n.s. n.s.
P<0,05 P<0,01
P<0,05 P<0,05
P<0,01 P<0,01

n.s. n.s.
P<0,01 P<0,05
P<0,05 P<0,01
P<0,01 P<0,05

n.s. n.s.
P<0,05 P<0,05
P<0,01 P<0,05
P<0,01 P<0,01

n.s. n.s.

n.s. P<0,05
P<0,05 P<0,05
P<0,05 P<0,05
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2 Wochen: NBH und D-CBI waren lateral mit P<0,05 besser an der modSLA-
Oberflache regeneriert. Auch PLF und BIC-D zeigten groRere
prozentuale Fortschritte bezlglich der Regeneration. Zentral PLF
mit P<0.05, lateral mit P<0,01. Umgekehrt verhielt es sich mit BIC-
D, hier war zentral der Knochen mit P<0,01 und lateral mit P<0,05
prozentual mehr an der modSLA-Oberflache vertreten. Fir BF
wurden folgende Flachen vermessen. Zentral 5,242,9 mm? zu

1,7£0,9 mm? und lateral 7,6£2,5 mm? zu 3,5+1,9 mm?2. Damit lag

jeweils P<0,05 zu Gunsten der modSLA-Implantate vor.

Abbildung 23: SLA, 2 Wochen, submukosale Einheilung, Unterkiefer, zentraler Aspekt, Toluidin-
blau, 25fache Vergré3erung
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Abbildung 24: modSLA, 2 Wochen, submukosale Einheilung, Unterkiefer, zentraler Aspekt,
Toluidin-blau, 25fache VergréfRerung

BD - B

Abbildung 25: modSLA, 2 Wochen, submukosale Einheilung, Unterkiefer, lateraler Aspekt,

Toluidin-blau, 25fache VergréRerung
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4 Wochen: NBH, PLF und D-CBI waren auch nach vier Wochen der geschlos-
senen Einheilung im Unterkiefer mit P<0,05 zentral und lateral an
den SLA-Implantaten schlechter. Bei BIC-D und BF lagen ebenso
Signifikanzen vor. Bei BIC-D lateral P<0,01 und zentral P<0,05. Die
Flache des neuen Knochens im Defekt (BF) war an den modSLA-

Implantaten zentral mit P<0,01 und lateral mit P<0,05 gréRer.

Abbildung 26: modSLA, 4 Wochen, submukosale Einheilung, Unterkiefer, zentraler Aspekt,

Toluidin-blau, 25fache VergréRRerung
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Abbildung 27: SLA, 4 Wochen, submukosale Einheilung, Unterkiefer, zentraler Aspekt,

8 Wochen:

Toluidin-blau, 25fache VergréfRerung

NBH und D-CBI waren erneut nach acht Wochen mit P<0,05 in
allen Bereichen in Gegenwart der hydrophilen modSLA-Oberflache
besser regeneriert. Die Abweichung der Ergebnisse bei PLF und
BF waren sogar zentral wie lateral mit P<0,01 different. Und auch
der prozentuale Knochen-Implantat-Kontakt war zentral mit P<0,01
und lateral mit P<0,05 an den SLA-Oberflachen geringer.
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Abbildung 28: modSLA, 8 Wochen, submukosale Einheilung, Unterkiefer, lateraler Aspekt,

Toluidin-blau, 25fache VergréRerung

Abbildung 29: modSLA, 8 Wochen, submukosale Einheilung, Unterkiefer, zentraler Aspekt,

Toluidin-blau, 25fache VergréRerung
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Abbildung 30: SLA, 8 Wochen, submukosale Einheilung, Unterkiefer, zentraler Aspekt,

Toluidin-blau, 25fache VergréRerung

3.2 Masson-Goldner Farbung
Nach einer Woche war in Gegenwart der modSLA-Oberflache ein homogen
stabilisiertes Blutkoagel ersichtlich. Diese Beobachtung wurde in allen modSLA-

Gruppen sowohl im lateralen wie im zentralen Aspekt gemacht (Abbildung 31).
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Masson-Goldner, 100fache VergréRerung

Insbesondere die transmukosal einheilenden modSLA-Implantate wiesen eine
besonders dinne fibrinbedeckte Zone im coronalen Anteil der Defekte auf
(Abbildung 32).
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Abbildung 32: modSLA, 1 Wochen, transmukosale Einheilung, Unterkiefer, zentraler Aspekt,

Masson-Goldner, 100fache VergréRerung

Nach einer Woche lie} sich an vielen der trans- und submukosal einheilenden
SLA-Implantate sowohl im Ober- als auch im Unterkiefer ein vollstdndiger oder
teilweiser Zerfall des Blutkoagels beobachten (Abbildung 33).
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Abbildung 33: modSLA, 1 Wochen, submukosale Einheilung, Unterkiefer, zentraler Aspekt,

Masson-Goldner, 100fache VergroéfRerung

3.3 Immunhistochemische Ergebnisse

3.31 1 Woche

Nach einer Woche der Heilung konnte die ausgepréagteste Osteocalcin
Antigenreaktivitat im basalen Bereich der Dehiszenzdefekte beobachtet werden
(Abbildung 34). Insbesondere vom Defektboden ausgehend, entlang kleiner

gedffneter Knochenmarkrdaume, schien die kndécherne Regeneration zu
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beginnen. In allen Gruppen konnte in diesem Bereich ein primares Geflecht von
kleinen BlutgeféaRen beobachtet werden. In Abbildung 34 ist dies durch Pfeile
markiert.

Abbildung 34: SLA, 1 Woche, submukosale Einheilung, Oberkiefer, zentraler Aspekt,

Immunhistochemie - Osteocalcin, 400fache VergréRerung

Im lateralen Anteil der Defekte wurde durch Vermessen der Flache der
angeschnittenen BlutgefédRe gezeigt, dass es in Gegenwart der modSLA-

Oberflache zu einer signifikant beschleunigten Organisation des Defektbereichs
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kommt. Unabhé&ngig von der Art der Einheilung waren die Werte fiir die SLA-
Implantate geringer. Im Oberkiefer unterschieden sich die Flachen 0,64-0,97
mm? fir modSLA zu 0,19-0,24mm? fur die SLA-Gruppen. Im Unterkiefer zeigte
sich ein ahnliches Bild. Auch hier konnte eine Signifikanz von P<0,01 zwischen
den Oberflachen festgestellt werden. Die Werte waren fir modSLA 0,61-0,80
mm? zu 0,22-0,26 mm? fir SLA. Das Bindegewebe direkt um die Blutgefalie bzw.
in der ndheren Peripherie war ebenfalls gekennzeichnet durch eine deutliche

Osteocalcin-Antigenreaktivitat.

Abbildung 35: modSLA, 1 Woche, submukosale Einheilung, Unterkiefer, zentraler Aspekt,

Immunhistochemie — Transglutaminase Il, 400fache VergréRerung
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Analog zu diesen Beobachtungen wurden in der Toluidin-blau Farbung unter
anderem in diesen Arealen erste Anzeichen einer primaren Mineralisation

nachgewiesen (Abbildung 7).

Auch im zentralen Anteil der Defekte, sowohl bei den sub- als auch
transmukosal einheilenden modSLA-Implantaten, konnten signifikant (P<0,01)
grélere Fléachen der angeschnittenen neuen Blutgefalle gemessen werden
(Oberkiefer: 0,29-0,34 mm?, Unterkiefer: 0,19-0,37 mm?)(Abbildung 35 - Pfeile).
Die Flache in den entsprechenden SLA-Gruppen belief sich im Oberkiefer auf
0,07-0,12 mm? und im Unterkiefer auf 0,06-0,09 mm?.

3.3.2 2 Wochen

Die immunhistochemische Analyse der Proben nach zwei Wochen zeigte
wiederum eine deutlich stérkere Osteocalcin-Antigenreaktivitat in Gegenwart der
modSLA-Implantate. In den Abbildungen 36 und 37 lasst sich sehr schén der
ausgepragte Osteocalcinnachweis im organisierten Bindegewebe innerhalb der
Defekte beobachten.

Abbildung 36 zeigt eine Mineralisation bzw. Geflechtknochenneubildung in
direktem Kontakt zur modSLA-Oberflache. AuRerdem lassen sich auch kleine,

neu gebildete Blutgefalde unmittelbar am Implantat feststellen.
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Abbildung 36: modSLA, 2 Wochen, transmukosale Einheilung, Unterkiefer, zentraler Aspekt,

Immunhistochemie — Transglutaminase Il, 200fache Vergré3erung

Vor allem in Abbildung 36 ist eindeutig das verstarkte immunhistochemische
Signal hin zur modSLA-Oberflache und vom Knochen ausgehend zu sehen. Die
Demarkationslinie, der Defektboden (BD), ist vollstdndig durch ein deutliches

Signal gekennzeichnet.

In Abbildung 37 zeigen die Pfeile Bindegewebe oberhalb des crestalsten
Knochen-Implantat-Kontakts (CBI), welches an der hydrophilen Oberflache sehr
deutlich Osteocalcin-Antigenreaktivitdt aufweist. Insgesamt erscheint der Defekt

sehr gut organisiert und im Begriff der Regeneration zu sein.
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Abbildung 37: modSLA, 2 Wochen, transmukosale Einheilung, Unterkiefer, zentraler Aspekt,

Immunhistochemie — Osteocalcin, 200fache Vergréerung

Ein teilweiser, aber zum Teil auch vollstandiger Kollaps des Mukoperiostlappens
in den Defektbereich wurde an einigen der sub- und transmukosal einheilenden
SLA-Implantate festgestellt. Aber auch einige der transmukosal einheilenden

modSLA-Implantate wiesen diese Kompromittierung auf.

In Abbildung 38 ist ein SLA-Implantat in der transmukosalen Gruppe im
Unterkiefer in Osteocalcinfarbung dargestellt. Es ist der partielle Kollaps des
Mukoperiostlappens und kein Anzeichen flr Knochenregeneration bzw.

Osteocalcinnachweis im Defekt zu erkennen.
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Abbildung 38: SLA, 2 Wochen, transmukosale Einheilung, Unterkiefer, zentraler Aspekt,

Immunhistochemie — Osteocalcin, 100fache VergréRerung

4 DISKUSSION

Das Ziel der vorliegenden Studie war es, histomorphometrisch und
immunhistochemisch die Regeneration von knéchernen Dehiszenzdefekten an
sub- und transmukosal einheilenden chemisch  modifizierten und
konventionellen SLA-Titanimplantaten im Beagle-Hund zu untersuchen.

Dass die Implantatoberflache einer der Hauptfaktoren flir eine vorhersehbar
suffizient verlaufende Osseointegration des Implantates darstellt, wurde bereits
1981 beschreiben (Albrektsson et al 1981).
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Als wichtigste  Oberflachencharakteristika werden die Mikro- bzw.
Makrotopographie, die chemischen Eigenschaften, die Oberflachenladung und
die Benetzbarkeit genannt (Ratner et al 1996).

So zeigten in den letzten 20 Jahren verschiedene in vivo Untersuchungen den
Einfluss der Implantatoberflache auf die knécherne Wundheilung. Es wurde
unter anderem der positive Einfluss einer rauen gegeniber einer polierten bzw.
maschinierten Oberflachen herausgearbeitet (Buser et al. 1991; Gotfredsen et
al. 1992; Wennerberg et al. 1995; Voroés et al. 2001).

Die in dieser Untersuchung verwendete chemische Modifikation (mod-SLA) der
konventionellen SLA-Implantatoberflache ist patentrechtlich durch die Firma
Straumann (Institut Straumann AG, Basel, Schweiz) geschitzt. Allgemein
werden SLA- und modSLA-Implantate durch Sandstrahlung und Saureéatzung
gleichermal3en mit einer identischen Mikro- und Makrostruktur der Oberfléache
hergestellt. Wasserkontakt erzeugt auf beiden Oberflachen eine hydroxylierte
Schicht mit hydrophilen Eigenschaften (Healy et al. 1992). Die anschliessende
Lufttrocknung erzeugt auf den konventionellen SLA-Oberflachen eine passive
Kohlenwasserstoffschicht und somit hydrophobe Eigenschaften. Die
modifizierte Aufbereitung in Stickstoffatmosphéare der modSLA-Implantate und
die anschliessende Lagerung in steriler Kochsalzldsung ermdglicht den Erhalt
der chemischen Aktivitat und Hydrophilie.

So konnte mittels Réntgen-Fotoemissions-Spektroskopie auch eine
unterschiedliche = chemische  Zusammensetzung der  Titanoxidschicht
nachgewiesen werden. Far SLA-Oberflachen wurde folgende
Zusammensetzung festgestellt: O - 50,2 % (£2,6), Ti — 14,3 % (x1,4), N-1,3 %
(20,3), C — 34,2 % (x2,0). Fur die modSLA-Oberflachen: O — 60,1 % (x0,7), Ti —
23,0 % (£1,1), N - 0,7 % (£0,2), C — 14,9 % (+0,9) (Zhao et al. 2005).
Verschiedene experimentelle  Zellkulturuntersuchungen  bestétigten  die
verbesserten osteophilen Eigenschaften der modSLA- im Vergleich zu SLA-
Oberflachen (Masaki et al. 2005; Zhao et al. 2005).

Das chirurgische Prozedere in wissenschaftlichen Untersuchungen, welche die
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Osseointegration von zahnarztlichen Implantaten und oder Knochenneubildung
bzw. —regeneration zum Gegenstand haben, ist oft sehr dhnlich. So wird fast
immer nach Préparation eines Mukoperiostlappens unter sterilen Kautelen das
Implantatlager entsprechend den Herstellerangaben osteotomiert.
AnschlieRend wird nach Implantatinsertion und/oder Augmentation ein
speicheldichter Wundverschluss angebracht (Behneke A. et al. 1997; Buser et
al. 2004; Grassi et al. 2006).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde festgestellt, dass die Knochenneubildung
mafgeblich durch die Hydrophilizitdt der Implantatoberflache und zusatzlich
durch den Einheilmodus beeinflusst wurde. Im Einzelnen bedeutet das, dass
nach 2, 4 und 8 Wochen der Heilungsdauer die modSLA-Gruppen signifikant
héhere Werte fir NBH, PLF, BIC-D, BF und dementsprechend niedrigere Werte
fur D-CBI als die konventionellen SLA-Implantate zu verzeichnen hatten. Im
Detail zeigte sich folgende Entwicklung der einzelnen zu bestimmenden
Parameter.

Die Defektlange (DL) war analog zum Protokoll in allen Gruppen zu allen
Zeitpunkten 4 mm (£0,3 mm). Damit lagen keine signifikanten Unterschiede
innerhalb der Gruppen und Zeitpunkte vor.

Die neue Knochenhéhe (NBH) stieg in allen Gruppen innerhalb der ersten vier
Wochen sowohl lateral als auch zentral an. Die Werte variierten zwar zwischen
den Gruppen und Einheilverfahren, jedoch war initial eine verstarkte
Knochenneubildung im lateralen Defektbereich zu beobachten. Da die
Knochenregeneration grundsatzlich vom angrenzenden Knochen ausgenht,
haben die zentralen Werte der neuen Knochenhéhe mehr Aussagekraft als die
lateralen Werte. Der laterale Anteil unterliegt eher einer Spontanregeneration
und die Implantatoberfliche hat weniger Einfluss. In Gegenwart der
hydrophoben  SLA-Oberflaiche  stagnierte nach vier Wochen die
Knochenneubildung und war zum Teil sogar leicht rickldufig. Im Gegensatz
dazu war auch nach vier Wochen noch Regenerationspotential an den modSLA-

Implantaten erkennbar. Die submukosale Einheilung hatte signifikante Vorteile
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hinsichtlich der neuen Knochenhéhe an den modSLA-Implantaten nach 2 und 4
Wochen im Ober- bzw. nach 2 Wochen im Unterkiefer.

Der prozentuale Knochen-Flachen-Besatz (PLF) stellte die neue Knochenhéhe
in Abh&ngigkeit zur Defektldnge dar. Wie bereits beschrieben, wies die
Defektlange keine signifikanten Unterschiede auf. Dementsprechend verhielt
sich der prozentuale Knochen-Fldchen-Besatz analog zur neuen Knochenhéhe
im Defekt. Die Werte rangierten zentral an den modSLA-Implantaten nach acht
Wochen zwischen 75,8 % (£28,3) bei transmukosaler Einheilung im Unterkiefer
und 107,2 % (x4,7) bei ebenfalls transmukosaler Einheilung im Oberkiefer. Die
SLA-Implantate wiesen nach gleicher Einheilzeit zentrale Werte zwischen 27,7
% (£20,3) im Unterkiefer und 43,8 % (£41,2) bei jeweils transmukosaler
Einheilung im Oberkiefer auf.

Der Knochen-Implantat-Kontakt innerhalb des Defektes (BIC-D) verhielt sich
ahnlich wie NBH und PLF. Da der Knochen—Implantat-Kontakt in der gesamten
Defektlange vermessen wurde, beeinflusste NBH die Werte mal3geblich. Man
hatte in dieser Untersuchung auch separat die BIC-Rate innerhalb der jeweiligen
NBH bestimmen kénnen. Dies hatte ggf. noch detaillierte Informationen auf den
Knochen-Implantat-Kontakt der jeweiligen Implantat-Oberflaiche zugelassen.
Diesbezigliche Vorteile der modSLA-Oberflache wurden bereits in
verschiedenen Untersuchungen gezeigt (Buser et al. 2004; Schwarz et al.
2007d).

Die Fléache des neugebildeten Knochens (BF) wurde von BD bis CBIl im
Dehiszenzdefekt vermessen. Insgesamt waren die modSLA-Implantate
wiederum den SLA-Implantaten deutlich Uberlegen, insbesondere bei
submukosaler Einheilung. Auffallend erschien jedoch, dass bei transmukosaler
Heilung in allen Gruppen die gréfte Flache nach 4 Wochen vermessen wurde.
Wahrscheinlich wurde im Rahmen der knéchernen Remodellation in den
zweiten vier Wochen der funktionell unbelastete Knochen wieder abgebaut. Bei
der submukosalen Einheilung waren die gré3ten Fldchen nach zwei Wochen zu

verzeichnen. Der Grund hierfur dirfte in der divergierenden Implantatschulter
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liegen. Der 1,8 mm suprakrestale Anteil bewirkt bei submukosaler Einheilung
die Schaffung eines sich mit Blut fillenden Raums. Dieser mineralisiert initial,
und wird dann ebenfalls im Rahmen der Remo-dellation unter funktioneller
Nichtbelastung teilweise atrophiert (Abbildung 11).

Der Unterschied der bukkalen und oralen (CBI-b — CBI-0) Ausdehnung des
Knochens nach crestal wurde ebenfalls in mm als D-CBI bestimmt. Die Werte fur
D-CBI sind ungefahr antiproportional zu NBH. Die minimalen Abweichungen
resultieren mdglicherweise aus geringfligigen Resorptionen des Alveolarcrests
oral nach Praparation eines Mukoperiostlappens (Pihlstrom et al. 1983) und
leichten Abweichungen des Knochenniveaus, oral zu bukkal, am Implantat bei

Insertion.

Das hier verwendete Studiendesign der akuten standartisierten bukkalen
Dehiszenzdefekte im Hund ist ein etabliertes und verbreitetes Modell zur
Evaluation der Knochenregeneration an dentalen Titanimplantaten (Becker et al.
1990; Zablotsky et al. 1991; Casati et al. 2002; Oh et al. 2003; Schwarz et al.
2007a, 2007c, 2007e).

In einer Tierstudie unserer Arbeitsgruppe wurde an 6 Beagle-Hunden untersucht,
inwiefern die Regeneration bukkaler Dehiszenzdefekte an modSLA-Implantaten
durch zwei verschiedene Knochenersatzmaterialien beeinflusst werden konnte.
Zum einen wurde der Dehiszenzdefekt mittels BoneCeramic®, einer Mischung
aus Hydroxylappatit (60 %) und B-Tricalciumphosphat (40 %) und zum anderen
mittels eines natlrlichen Knochenminerals + 10 % porkines Kollagen
(BioOssCollagen®) augmentiert. Abgedeckt wurden beide Augmentate analog
zum GBR-Verfahren mit einer Kollagen-Membran (BioGide®). Beide Gruppen
zeigten nach 4 und 9 Wochen einen signifikanten Riickgang der verbleibenden
Defektlange. Die verbleibenden Knochenersatzmaterial-Granula  waren
vollstdndig knéchern integriert, wobei an keinem eine osteoklastare Aktivitat an
der Oberflache der Granula nachgewiesen werden konnte. Die Autoren

schlussfolgerten fir beide Gruppen in Gegenwart der modSLA-Implantate ein
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positives Potential fir die knoécherne Regeneration von bukkalen
Dehiszenzdefekten (Schwarz et al. 2007c).

Akute Dehiszenzdefekte haben ein gewisses Potenzial zur spontanen
Regeneration. Es sollte dementsprechend bei der Interpretation der
beschriebenen Ergebnisse nicht vergessen werden, dass ein gewisser Anteil der
Regeneration, insbesondere in Defektwand- bzw. Defektbodenndhe, spontan
ablauft. In der Tat zeigten die immunhistochemischen Beobachtungen ein
vergleichbares Muster der knéchernen Wundheilung im lateralen Anteil der
Defekte, sowohl in den SLA- als auch den modSLA-Gruppen. Im Detail konnte
nachgewiesen werden, dass Angiogenese, Osteocalcinsynthese und somit in
der Toluidin-blau-Férbung auch erste Areale der Mineralisation aus
angeschnittenen bzw. gedéffneten Knochenmarksrdumen hervorgeht. Solche
Beobachtungen wurden an allen knéchernen Grenzen der Defekte gemacht,
sowohl am Defektboden als auch an den Defektwénden. Dies erkléart die initiale
bessere Wundheilung im lateralen Aspekt in allen Gruppen.

Im Gegensatz zu den konventionellen hydrophoben SLA-Implantaten wurde in
Gegenwart der hydrophilen modSLA-Oberfliche auch im angrenzenden
Bindegewebe eine intensive Osteocalcin-Antigenreaktivitdt nachgewiesen.
Seitdem bekannt ist, dass Osteocalcin eines der am haufigst vorkommenden
nicht kollagenen Proteine der Knochenmatrix ist und ausschlieRlich von
Osteoblasten, Odontoblasten und hypertrophen Chondrozyten syntetisiert wird
(Gallop et al. 1980; Hauschka et al. 1989; Hopyan et al. 1999; Raymond et al.
1999), ist anzunehmen, dass die osteoblastare Differenzierung innerhalb der
ersten Woche und hauptsachlich an den kndchernen Defektgrenzen bzw.
entlang der modSLA-Oberflache lokalisiert ist.

Zudem zeigte nach einer Woche der Wundheilung die immunhistochemischen
Analyse eine deutlich ausgepragtere Proliferation von Blutgefaf3en in direkter
Beziehung zu den modSLA-Implantaten. Zum Teil reichte die beginnende

Neovaskularisation bereits bis zur Defektmitte. Im Gegensatz dazu war an den
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SLA-Implantaten das erste Geflecht vaskuldrer Strukturen hauptsachlich am
Defektboden und im lateralen Anteil lokalisiert.

In fruheren Untersuchungen wurde beobachtet, dass knochenbildende Zellen
aus Perizyten entlang kleiner BlutgefaRe im Bindegewebe entstehen (Long et al.
1995; Rickard et al. 1996; Reilly et al. 1998). Diese Erkenntnis erklart letztlich die
gesteigerte Knochenregeneration an den modSLA-Implantaten.

Die gesteigerte bzw. verbesserte Angiogenese ist wahrscheinlich auf die
hydrophilen Oberflacheneigenschaften und die daraus resultierende bessere
Benetzbarkeit der modSLA-Oberflache zuriickzufiihren (Rupp et al. 2006).

Bei der klinischen Insertion in das praparierte Knochenlager ist bereits mit
bloRem Auge die verbesserte Benetzbarkeit der hydrophilen Oberflache zu
erkennen (Abbildung 2b). Das Blut zieht sich férmlich am Implantat entlang nach
oben und bietet somit bessere Mdglichkeiten der Blutkoagelstabilsierung.

Die Masson-Goldner-Farbung zeigte nach einer Woche ein suffizient
stabilisiertes Blutkoagel in direktem Kontakt zu der hydrophilen modSLA-
Implantatoberflache. Dies beglinstigte das Einsprielen neuer Blutgefalie aus
dem angrenzenden Alveolarknochen. Im Gegensatz dazu schien das Blutkoagel
an den SLA-Implantaten teilweise, aber auch &fter komplett kollabiert zu sein.
Diese Beobachtung, dass das Blutkoagel deutlich besser an den hydrophilen
modSLA-Oberflachen stabilisiert werden kann, insbesondere zu frihen
Zeitpunkten der Osseointegration, wurde bereits in mehreren vorangegangenen
Studien gemacht (Schwarz et al. 2007b, 2007d). Die untersuchten Zeitpunkte in
diesen Studien wurden absichtlich besonders kurz gewahlt (1, 4, 7, 14, (28)
Tage), um die initiale Integration der SLA- und modSLA-Oberflachen ins Weich-
und Hartgewebe zu untersuchen. Wiederum stellten die Autoren schlussfolgernd
fest, dass die Integration der untersuchten SLA- und modSLA-Implantate primar
durch die Hydrophilizitdt und nicht durch die Oberflachenmikrotopographie
beeinflusst wird (Schwarz et al. 2007b). AuRerdem bewdhrte sich die

kombinierte Untersuchung mittels konventioneller und immunhistochemischer
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Histologie zur Evaluierung der weich- und hartgeweblichen Integration dentaler
Implantate (Schwarz et al. 2007d).

Grundsétzlich fungiert ein Blutkoagel als Platzhalter und provisorische Matrix. Es
induziert und férdert die Migration, Proliferation und Differenzierung von
Endothelzellen und somit die Angiogenese (Liu et al. 1990).

Auf Grund dieser Erkenntnisse ist die kompromittierte Knochenregeneration
sowohl an den sub- wie auch an den transmukosalen SLA-Implantaten zu
erklaren. Das Unvermdgen der hydrophoben SLA-Oberflache, das Blutkoagel
suffizient zu stabilisieren und dessen Zerfall zu verhindern, ist verantwortlich flr
den partiellen, aber auch zum Teil vollstdndigen Kollaps des Mukoperiostlappens
in den Defektbereich. Diese Annahme wird gestiitzt durch die Erkenntnis, dass
submukosal einheilende SLA-Implantate eine etwas bessere
Knochenregeneration aufweisen als transmukosale. Der Grund fir dieses
Ergebnis liegt in der Implantatschulter. Sie unterstitzt den Halt der originéren
Position des Mukoperiostlappens. Analog dazu wurde die gleiche Tendenz bei
den submukosal einheilenden modSLA-Implantaten festgestellt. Auch hier
wiesen sie im Vergleich zu den transmukosal eingeheilten Implantaten signifikant
héhere Werte flr BF auf. So zeigten auch die transmukosalen modSLA-Gruppen
dunnere bzw. schmalere Blutkoagel als die submukosalen. Dies galt besonders
fur den coronalen Anteil.

Eine andere mogliche Erklarung fur die verbesserte knécherne Regeneration in
Gegenwart der modSLA-Implantate kénnte auf positiv stimulierende Effekte der
hohen Oberflachenenergie auf knochenbildende Zellen zurlckzufiihren sein.
Wie bereits beschrieben, zeigten die Ergebnisse verschiedener Zellkultur-
Studien, dass Osteoblasten, welche auf modSLA-Oberfldchen wuchsen, einen
mehr differenzierten Phanotyp aufwiesen als solche, die auf SLA-Oberflachen
kultiviert wurden. Gekennzeichnet war dies durch eine gesteigerte bzw.
verminderte ALP-Aktivitdt, hdhere Osteocalcin-Synthese und durch eine
verstarkte Produktion von PGE2 und TGF — beta1 (Zhao et al. 2005, 2007).
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Tatsachlich haben mehrere Tierstudien in der jiingsten Vergangenheit bereits mit
deutlicher Evidenz gezeigt, dass modSLA-Oberflaichen eine gesteigerte
Knochenapposition wahrend friher Phasen der Wundheilung an sub- und
transmukosal einheilenden Implantaten unterstitzen bzw. férdern (Buser et al.
2004; Ferguson et al. 2006; Bornstein et al. 2008; Schwarz et al. 2007b, 2007d,
Lai et al. 2009).

Im Einzelnen bedeutet dies:

Das Studiendesign der Untersuchung von Buser et al. beinhaltete 6
ausgewachsene Miniaturschweine, bei denen zunéchst die anterioren Zahne im
Oberkiefer extrahiert wurden. Nach einer Heilungsphase von 6 Monaten
erhielten die Schweine dann jeweils 6-8 Implantate entsprechend des
Platzangebotes. Es wurde wie in dieser Studie SLA- und modSLA-Implantate
verwendet. Die Einheilzeitrdume waren 2, 4 und 8 Wochen. Neben einer exakten
Charakterisierung der Oberflachen wurde der Knochen-Implantat Kontakt (BIC)
bestimmt. Nach 2 und 4 Wochen waren die modSLA-Oberflachen mit signifikant
mehr Knochen besetzt als die SLA-Oberflachen. Nach 8 Wochen né&herten sich
die Werte an, und es bestand keine Signifikanz mehr (2 Wochen: modSLA -
49,3% + 7,4; SLA — 29,4% + 7,5; 4 Wochen: modSLA — 81,9% + 3,5; SLA —
66,5% + 8,1; (8 Wochen: modSLA —78,4% + 11,1; SLA - 75,4% + 7,6) (Buser et
al. 2004).

Ferguson et al. bediente sich desselben Studiendesigns, ebenfalls SLA- und
modSLA-Implantaten und den identischen Einheilzeitrdumen. Sie integrierten 27
Miniaturschweine mit jeweils 6 Implantaten in ihre Untersuchung. Als
Auswertungsparameter bestimmten sie den Ausdrehmoment. Die Ergebnisse
waren vergleichbar mit denen von Buser et al.. Wiederum verzeichneten die
modSLA-Implantate die hdéheren Ausdrehmomente. Die Werte fir modSLA
waren 1,485 NM nach 2 Wochen, 1,709 NM nach 4 Wochen und 1,345 NM nach
8 Wochen wahrend die SLA-Gruppe nur 1,231 NM, 1,585 NM und 1,143 NM als

Ausdrehmoment aufwiesen. Somit hatten die modSLA-Oberflachen zwischen 8
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— 21% hoéhere Werte. Dies lasst Rickschlisse auf einen besseren Knochen-
Implantat-Verbund zu (Fergusen et al. 2006).

Eine Tierstudie mit 5 Foxhunden wurde von Bornstein et al. durchgefihrt, um die
Knochenapposition um SLA- und modSLA-Implantate zu beurteilen. Neben
histologischen Beobachtungen wurde histomorphometrisch der BIC nach 2 und
4 Wochen bestimmt. Wiederum wurde in Gegenwart der modSLA-Oberflachen
nach 2 Wochen signifikant mehr Kontaktfldche zwischen Knochen und Implantat
festgestellt. Der Unterschied relativierte sich erneut nach 4 Wochen. Aulierdem
wurde wie in dieser Untersuchung beobachtet, dass die neue Mineralisation sich
primar vom ortsstandigen Knochen ausgehend und in direkter Nachbarschaft zu
kleinen BlutgefalRen zeigte. Sekundér etablierte sich der Knochen entlang der
Implantatoberflache (Bornstein et al. 2008).

Lai et al. untersuchten in einem radidren Defektmodell am Beagle-Hund
ebenfalls SLA- und modSLA-Implantate. Der zu uUberbriickende Spaltraum
variierte zwischen 0,5 und 1 mm. Nach 2 und 4 Wochen waren die modSLA-
Implantate signifikant besser eingeheilt. Nach 8 Wochen lag wie bereits

mehrfach beschrieben keine Signifikanz mehr vor (Lai et al. 2009).

Im Allgemeinen ist der Umfang der knéchernen Regeneration an den SLA-
Implantaten aber vergleichbar mit beschriebenen Ergebnissen von
unbehandelten Kontrolldefekten in der Literatur. Auch dort waren im Falle der
knéchernen Exposition von Implantatwindungen diese meist nur von locker
anliegendem Bindegewebe bedeckt. BIC und NBH waren in diesen Féllen nur
marginal verandert (Dahlin et al. 1989; Becker et al. 1990; Oh et al. 2003).

Die Beobachtung, dass submukosal eingeheilte modSLA-Implantate eine
kndcherne Regeneration bukkaler Dehiszenzdefekte ohne Anwendung von
GBR-Verfahren férdern, stimmt mit einigen Ergebnissen einer praklinischen
tierexperimentellen Pilotstudie im Beagle Uberein (Schwarz et al. 2007a). Im
Einzelnen war die Wundheilung an den SLA-Implanataten lberwiegend durch
die Ausbildung eines dichten Bindegewebes nach 2 und 12 Wochen
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charakterisiert. Es wurden keine signifikanten Veradnderungen der Werte fir
NBH, PLF, BIC-D oder BF festgestellt. Im Gegensatz dazu waren nach 12
Wochen die Defekte an den modSLA Imlantaten nahezu vollstédndig regeneriert.
Nach 2 und 12 Wochen zeigten die Ergebnisse fur die SLA-Oberflachen
signifikant schlechtere Werte fir NBH (0 mm; 0.3 — 0.4 mm), PLF (0%; 7 — 10%),
BIC-D (0%; 4 — 5%), BF (0 mm?; 0.07 — 0.08 mm?), and D-CBI (3.1 — 3.4 mm;
3.8 — 4.3 mm) als im Vergleich die modSLA-Implantate [NBH (1.1 — 2.6 mm; 3.3
— 3.2 mm), PLF (34 — 80%; 97 — 98%), BIC-D (27 — 61%; 80 — 85%), BF (0.4 —
1.8 mm% 2.3 — 2.4 mm?), und D-CBI (0.6 — 2.1 mm; 0.1 — 0.2 mm)]. Allerdings
sind die beschriebenen Ergebnisse fir BF in beiden Gruppen niedriger als in den
submukosal einheilenden Gruppen der hier vorgestellten Untersuchung. Jedoch
muss in dem Zusammenhang berlcksichtigt werden, dass mdglicherweise die
Unterschiede auf eine geringere Anzahl (n=4) differierende Einheilzeitrdume und
ein héheres Alter (20-24 Monate) der Tiere zurlckzufihren sind. AuRerdem lag
eine geringere Defekthéhe von nur 3 mm vor (Schwarz et al. 2007a).

Ein ahnliches Heilungsmuster und Potential der Knochenregeneration wurde fir
modSLA-Implantate unter Verwendung von unterschiedlichen Membranen
und/oder in Kombination mit unterschiedlichen Knochenersatzmaterialien
beobachtet (Schwarz et al. 2007c, 2007e). Erneut wiesen diese Studien die
bereits beschriebene Abfolge der Regeneration auf: Blutgefale, erste
Mineralisation, Geflechtknochen. Diese verlief vom knéchernen Defektboden in
coronaler Richtung entlang der modSLA-Oberflache. Nach 12 Wochen der
Wundheilung variierte der Zuwachs an Knochenflaiche im akuten
Dehiszenzdefekt zwischen 1.2+0.3 mm? (Kontrollgruppe: naturliches
Knochenmineral - BDX) und 3.71£0.9 mm? (BDX + quervernetzte
Kollagenmembran) (Schwarz et al. 2007e).

Unter Bericksichtigung dieser Daten und in Kombination mit denen in der
vorliegenden Studie gewonnenen Erkenntnissen scheint es, als ob die modSLA-
Oberflache  die knécherne Regeneration  von  akuten bukkalen
Dehiszenzdefekten férdert. Das Regenerationspotential scheint vergleichbar,
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wenn nicht sogar gré3er zu sein, als unter Verwendung von GBR-Verfahren mit
verschieden Knochenersatzmaterialien und Membranen.

Bereits publizierte Untersuchungen haben gezeigt, dass das Auffullen von
Defektraumen mittels nicht oder nur langsam resorbierbaren
Knochenerstzmaterialien die Knochenneubildung behindern oder verlangsamen
kann (Trombelli et al. 1999; Stavropoulos et al. 2001).

So wurde auch festgestellt, dass die klassischen Anforderungen an GBR/GTR
Verfahren kritisch zu bewerten sind. Die einst geforderte Zellokklusivitdt von
Barrieremembranen konnten anhand von makroporésen experimentellen
Membranen widerlegt werden, da durch deren Einsatz eine vergleichbare
knécherne Regeneration im Defektbereich erzielt wurde (Wikesj6 et al. 2003).
Letztendlich sollte beim Versuch der Interpretation und ggf. der Ubertragung der
gewonnen Erkenntnisse auf den klinischen Alltag aber immer bertcksichtigt
werden, dass es sich hier um eine praklinische Tierstudie im Beagle-Hund
handelt. Bekanntermal3en liegt die Turnover-Rate bezlglich der kndchernen
Regeneration beim Hund ungeféhr viermal héher als die beim Menschen (Draper
1994).

Aulerdem spielt es eine malRgebliche Rolle, ob die zu regenerierenden Defekte
chronisch oder akut sind.

Desweiteren spiegelt die in dieser Untersuchung gewéhlte Defektmorphologie
nicht wirklich die klinische Situation wieder. Hier handelte es sich um relativ
grof¥flachige, 3-wandig begrenzte Defekte mit weit eréffneten Markraumen. Die
typischen knéchernen Dehiszenzen am Patienten resultieren meist aus einer
physiologischen Atrophie der vestibuldren Knochenlamelle nach Zahnextraktion,
(Araujo et al. 2005) und einer daraus entstehenden nach bukkal abfallenden
Flache des Alveolarfortsatzes. Somit ist der Defekt oft kaum wandig begrenzt
und eigentlich immer mit kortikaler Knochenstruktur, ohne eréffnete Markrdume,
gekennzeichnet. Deshalb therapiert man klinisch meist solche Dehiszenzen

mittels lateraler Augmentation unter Verwendung von GBR-Verfahren.
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Insofern bedarf es weiterer Untersuchungen mit mehr an die klinische Situation
angepassten bzw. chronischen Defekten, um bei Implantatinsertion knéchern
exponierte Implantatwindungen nicht zu augmentieren und sich selbst der
Regeneration zu Uberlassen.

Trotzdem spiegeln sich einige Erkenntnisse der beschriebenen Tierversuche in
klinischen Untersuchungen wieder.

So wurde die beschleunigte Osseointegration der hydrophilen Oberflache in
einer klinisch kontrollierten Studie an 31 Patienten mittels Resonanz-Frequenz-
Analyse bestatigt. Jeder Patient erhielt jeweils ein Implantat mit SLA- und
modSLA-Oberflacheneigenschaften. AnschlieRend wurde wdéchentlich Uber
einen Zeitraum von 6 Wochen die Stabilitat bestimmt. Alle Implantate heilten
komplikationslos ein. In der modSLA-Gruppe war ein Wechsel von sinkender zu
ansteigender Stabilitédt bereits nach 2 Wochen zu verzeichnen, wahrend an den
SLA-Implantaten dies erst nach 4 Wochen zu beobachten war. Dieser
Unterschied lag mit einem Signifikanzniveau von P > 0,01 vor (Oates et al.
2007).

In einer aktuellen klinischen Multi-Center-Studie wurde untersucht, inwieweit
modSLA-Implantate geeignet sind, sofort bzw. frih, d. h. nach einer Einheilzeit
von 28 bis 34 Tagen, prothetisch versorgt zu werden: primar durch ein ausser
Okklusion geschliffenes Provisorium und definitiv nach 20 bis 23 Wochen durch
festsitzenden Zahnersatz. Es nahmen 19 Kliniken aus insgesamt 10
verschiedenen Landern an dieser Untersuchung teil. Die
Patienteneinschlusskriterien waren: é&lter als 18 Jahre, mindestens einen
fehlenden Seitenzahn (l&nger als 4 Monate), ausreichendes Knochenangebot
und —qualitdt und einen natlrlichen Zahn bzw. festsitzenden Zahnersatz als
Antagonisten. Ausschlusskriterien waren: Einnahme von Antibiotika bzw.
Steroiden, HIV-Infektion, Alkohol- bzw. Drogenabusus, Niereninsuffizienz,
Hormonfunktionsstérung, Zigarettenkonsum (>10 pro Tag), Kautabakkonsum,
intraorale Infektionen, Gingivitiden oder Knochenstoffwechsel-
funktionsstérungen. Die Behandler wiesen alle 10 bis 25 Jahre Kklinische
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Erfahrung auf. Die Auswertungskriterien waren neben dem klinischen Erfolg der
durch standardisierte radiologische Zahnfilmaufnahmen evaluierte Verlauf des
Knochenniveaus. Insgesamt wurden 266 Patienten mit 383 Implantaten in die
Studie inkludiert. Davon wurden 197 sofort und 186 Implantate frih prothetisch
versorgt. Am Tag der definitiven prothetischen Versorgung, ca. 5 Monate nach
Implantatinsertion bzw. provisorischer prothetischer Versorgung, waren 10
Implantate verloren gegangen: 4 Implantate aus der sofort versorgten und 6
Implantate aus der friih versorgten Gruppe. Diese Ergebnisse stellen eine
Erfolgsquote von 98 % bzw. 97 % dar. Die Veranderung des Knochenniveaus
betrug in der Sofort-Gruppe 0.82 mm + 0,89 und 0,56 mm + 0,73 in der Frih-
Gruppe. Der Durchschnitt lag bei 0,70 mm + 0,83. Diese Ergebnisse sind absolut
vergleichbar mit denen bei konventionellen und langeren Einheilzeiten.

Deshalb sprachen die Autoren den modSLA-Implantaten eine Eignung fir die
sofortige bzw. frilhe prothetische Versorgung zu (Zéliner et al. 2008).

In einer weiteren Publikation der Ergebnisse dieser Untersuchung Uber einen
Zeitraum von 12 Monaten wurden die positiven 5-Monatsergebnisse bestétigt.
Es ging kein weiteres Implantat verloren und die Verdnderung des
Knochenniveaus war unerheblich. In der sofort versorgten Gruppe 0,90 mm +
0,90 und 0,63 mm + 0,95 in der frthen Gruppe. Auf Grund der vergleichbaren
Ergebnisse mit konventionellen Therapieverfahren (Einheilzeiten von bis zu 6
Monaten) sahen die Autoren wiederum die modSLA-Implantate als absolut
geeignet fir diese Art der verkirzten Behandlungsdauer an (Ganeles et al.
2008).

73



5 SCHLUSSFOLGERUNG

Im Rahmen dieser Studie konnte festgestellt werden, dass die kndcherne
Regeneration von akuten bukkalen Dehiszenzdefekten im Beagle-Hund priméar
von der Hydrophilizitat und desweiteren von der Art der Einheilung beeinflusst
wird. Dabei zeigte sich, dass ein submukosales Einheilverfahren férderlich fir
die Regeneration ist. So wurden die Defekte an den modSLA-Implantaten und
besonders bei submukosaler Einheilung nahezu vollstéandig tberbriickt (Schwarz
et al. 2008).
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Immunhistochemie — Transglutaminase Il, 200fache VergréRerung 58
modSLA, 2 Wochen, transmukosale Einheilung, Unterkiefer, zentraler Aspekt,
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Immunhistochemie — Osteocalcin, 200fache Vergréerung

Abbildung 38: SLA, 2 Wochen, transmukosale Einheilung, Unterkiefer, zentraler Aspekt,

Immunhistochemie — Osteocalcin, 100fache Vergréerung
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9 ZUSAMMENFASSUNG

Das Ziel der vorliegenden Studie war, die kndcherne Regeneration von
Dehiszenzdefekten an sub- und transmukosal einheilenden chemisch
modifizierten (mod) und konventionellen SLA-Titanimplantaten (SLA) zu

untersuchen.

Hierzu wurden akute standardisierte vestibuldre Dehiszenzdefekte nach der
Implantatbettpraparation sowohl im Ober- als auch im Unterkiefer bei 12 Beagle-
Hunden osteotomiert. Beide Implantattypen wurden randomisiert entweder zur
sub- oder transmukosalen Einheilung inseriert. Nach einer Einheilungszeit von 1,
2, 4, und 8 Wochen wurden die Tiere getoétet, die entsprechenden Kieferblécke
entnommen und hartgewebshistologisch aufbereitet. Histomorphometrisch
wurde die neue Knochenhdéhe (NBH), die prozentuale Defektauffillung (PLF),
der Knochen-Implantat-Kontakt (BIC-D) und die Flache des neu gebildeten
Knochens (BF) innerhalb der Defekte bestimmt. Zudem wurde

immunhistochemisch die Knochenregeneration untersucht.

Wie sich nach 8 Wochen zeigte, waren sowohl bei den sub- als auch bei den
transmukosal eingeheilten SLA-Implantaten signifikant geringere Werte fur NBH
(1,1+0,8-1,9+1,2mm), PLF (27,7 £ 20,3 — 46,0 + 28,5%), BIC-D (26,8 + 10,4 -
46,2 + 16,2%) und BF (1,3 £ 0,9 — 3,4 £+ 2,8mm?) als im Vergleich bei den
modSLA-Implantaten NBH (2,6 + 0,8 — 4,3 + 0,1mm), PLF (64,2 + 19,4 — 107,2 £
4,7%), BIC-D (67,5 + 18,8 — 82,1 + 14,8%) und BF (2,9 + 1,0 - 6,7 £ 1,1mm?) zu
finden. Die signifikant héchsten Werte fir BF wurden an den modSLA-

Implantaten mit submukosaler Einheilung gemessen.

Schlussfolgernd wurde festgestellt, dass modSLA-strukturierte Titanimplantate
die knécherne Regeneration in akuten Dehiszenzdefekten férdern und dass eine
submukosale Einheilung die Regeneration positiv beeinflusst.
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10 Summary

The aim of the present study was to evaluate bone regeneration in acute
dehiscence-type defects at nonsubmerged and submerged titanium implants
with chemically modified (mod) and conventional sandblasted and acid-etched
(SLA) surfaces.

Therefore standardized buccal dehiscence defects were surgically created
following implant site preparation in both upper and lower jaws of twelve beagle
dogs. Both types of implants were randomly assigned to either a nonsubmerged
or submerged healing procedure. After 1, 2, 4, and 8 weeks, dissected blocks
were processed for histomorphometrical and immunohistochemical analysis.
Histomorphometrical the new bone height (NBH), the percent linear fill (PLF), the
percent of bone to implant contact (BIC-D) and the area of new bone fill (BF)

were evaluated.

Concerning the results at 8 weeks, nonsubmerged and submerged SLA implants
revealed significantly lower mean NBH (1.1£0.8mm to 1.9+1.2mm), PLF
(27.7420.3% to 46.0+28.5%), BIC-D (26.8+10.4% to 46.2+16.2%), and BF
(1.3J_r0.9mm2 to 3.412.8mm2) values than respective modSLA implants (NBH
(2.6£0.8mm to 4.3+0.1mm), PLF (64.2+19.4% to 107.2+4.7%), BIC-D
(67.5+18.8% to 82.1+14.8%), BF (2.9+1.0mm? to 6.7+1.1mm?)). Within modSLA

groups, significantly highest BF values were observed at submerged implants.
It was concluded that modSLA titanium surfaces promoted bone regeneration in

acute-type buccal dehiscence defects, and a submerged healing procedure
improved the outcome of healing additionally.
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Abstract

Objectives: The aim of the present study was to evaluate bone regeneration in
dehiscence-type defects at non-submerged and submerged titanium implants with
chemically modified (mod) and conventional sandblasted/acid-etched (SLA) surfaces.
Material and Methods: Standardized buccal dehiscence defects were surgically
created following implant site preparation in both the upper and lower jaws of
12 beagle dogs. Both types of implants were randomly assigned to either a
non-submerged or a submerged healing procedure. After 1, 2, 4, and 8 weeks,
dissected blocks were processed for histomorphometrical [e.g. new bone height
(NBH), per cent linear fill (PLF), percentage of bone to implant contact (BIC-D),
area of new bone fill (BF)] and immunohistochemical analysis.

Results: At 8 weeks, non-submerged and submerged SLA implants revealed
significantly lower mean NBH (1.1 &+ 0.8-1.9 & 1.2mm), PLF (27.7 & 20.3—
46.0 £ 28.5%), BIC-D (26.8 & 10.4-46.2 + 16.2%), and BF (1.3 = 0.9—
34+£28 mmz) values than respective modSLA implants [NBH (2.6 £+ 0.8—

4.3 £ 0.1 mm), PLF (64.2 + 19.4-107.2 &+ 4.7%), BIC-D (67.5 £ 18.8-82.1 &+

14.8%), BF (2.9 + 1.0-6.7 + 1.1 mm?)]. Within modSLA groups, significantly Key words: animal study: bone regeneration:

highest BF values were observed at submerged implants.
Conclusion: It was concluded that (i) modSLA titanium surfaces promoted bone
regeneration in acute-type buccal dehiscence defects and (ii) a submerged healing
procedure improved the outcome of healing additionally.

dehiscence-type defect; hydrophilic titanium
surface; immunohistochemistry
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Nowadays, there is considerable evi-
dence supporting the view that the tech-
nique of guided bone regeneration
(GBR) may also predictably support
bone augmentation at dehisced dental
implants (Becker et al. 1990, Mayfield
et al. 1998, Oh et al. 2003). The basic
concept originally described for GBR
involves the placement of a barrier
membrane to protect the blood clot and
create a secluded space around the bone
defect, thus enabling access for bone-
forming cells without competition from
other tissues (Dahlin et al. 1988).
Because osteogenic cells have also
been observed to arise from pericytes
adjacent to small blood vessels in con-
nective tissue, it was hypothesized that
early vascularization of the wound area
may also play a crucial role in GBR
(Long et al. 1995, Rickard et al. 1996,
Reilly et al. 1998). Indeed, the results
from a recent animal study have indi-
cated that barrier membranes supporting
an early transmembraneous angiogen-
esis exhibited an enhanced bone regen-
eration in a peripheral compartment of
dehiscence-type defects (Schwarz et al.
2007e). Recently, the specific surface
properties noted for a chemically mod-
ified sandblasted, large grit, and acid-
etched (modSLA) titanium surface have
also been shown to enhance angiogen-
esis during very early stages of osseoin-
tegration (Schwarz et al. 2007a,d). In
particular, it was observed that within
24 h the stabilized blood clot adjacent to
hydroxylated/hydrated modSLA sur-
faces was organized by proliferating
blood vessels, and homogeneously
substituted by a well-organized col-
lagen-rich connective tissue at day 4.
In contrast, conventional SLA surfaces
revealed a partial collapse of the blood
clot at day 1, resulting in a delayed
vascularization and mainly formation
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of an undifferentiated granulation tissue
(Schwarz et al. 2007a,d). Accordingly,
modSLA surfaces exhibited a signifi-
cantly higher mean percentage of bone
to implant contact (BIC) as compared
with conventional SLA surfaces at 7,
14, and 28 days of both non-submerged
and submerged healing (Buser et al.
2004, Bornstein et al. 2007, Schwarz
et al. 2007a,d). These observations
might be explained by the higher sur-
face free energy and increased wettabil-
ity (initial advancing water contact
angle of 0°) of hydrophilic modSLA
surfaces (Rupp et al. 2006). The specific
production process used for modSLA
surfaces (i.e. rinsing the titanium sur-
face after the etching process under N,
protection and continuous storage in an
isotonic NaCl solution) has been
reported to retain the high surface
energy of the uncontaminated TiO, sur-
face by preventing the adsorption of
potential contaminants from the atmo-
sphere (e.g. hydrocarbons and carbo-
nates) (Zhao et al. 2005). Recent
studies have shown that osteoblasts
grown on modSLA surfaces exhibited
a more differentiated phenotype charac-
terized by increased alkaline phospha-
tase activity and osteocalcin (OC) and
generated an osteogenic microenviron-
ment through higher production of
PGE2 and TGF-fi1 (Zhao et al. 2005,
2007). Based on these findings, it was
hypothesized that the hydrophilic sur-
face properties noted for modSLA
implants might also support bone for-
mation at deficient jaw bone sites.
Indeed, most recent histological data
have demonstrated that modSLA
titanium surfaces promoted bone re-
generation in acute-type buccal dehis-
cence defects at submerged implants
without the additional use of GBR. In
contrast, wound healing at SLA
implants was predominantly character-
ized by the formation of a dense con-
nective tissue, without any signs of bone
regeneration (Schwarz et al. 2007¢c). So
far, however, it remains unknown to
what extent a submerged healing proce-
dure might have prevented a collapse of
the mucoperiosteal flap into the defect
area and subsequently influenced bone
regeneration.

Therefore, the aim of the present
study was to immunohistochemically
evaluate bone regeneration in dehis-
cence-type defects at either non-
submerged or submerged modSLA
and SLA titanium implants in a dog
model.

© 2007 The Authors. Journal compilation © 2007 Blackwell Munksgaard

Material and Methods
Animals

Twelve beagle dogs (age 12—15 months,
mean weight 10.6 & 1.2kg) were used
in the study. All animals exhibited a
fully erupted permanent dentition. Dur-
ing the experiment, the dogs were fed
once per day with soft-food diet and
water. Animal selection, management,
and surgery protocol were approved by
the Animal Care and Use Committee of
the Heinrich Heine University and the
Bezirksregierung  Diisseldorf.  The
experimental segment of the study
started after an adaption period of
4 weeks.

Study design

The study was performed in two surgi-
cal phases. In the first phase, extraction
of the mandibular and maxillary second,
third, fourth pre-molar as well as the
first and second molar (P2-M2) was
performed bilaterally in all dogs. After
3 months of healing, standardized buc-
cal dehiscence defects were surgically
created following implant site prepara-
tion in both the upper (n = 8 defects per
animal) and the lower jaws (n=38
defects per animal). Subsequently, a
total of two modSLA and two SLA
implants were randomly placed in each
quadrant of both the upper and lower
jaws. According to a split-mouth design,
the quadrants were randomly allocated
to either a submerged or a non-sub-
merged healing procedure (total n =16
implants per animal).

Randomization was based on a com-
puter-generated list (RandList™, DatInf
GmbH, Tiibingen, Germany). The ani-
mals were sacrificed after 1, 2, 4, and
8 weeks of healing, including three
animals each.

Surgical procedure

Following intra-muscular sedation with
0.17 mg/kg acepromazine (Vetranquil
1%, Ceva Tiergesundheit, Diisseldorf,
Germany), anaesthesia was initiated
using 21.5mg/kg thiopental-sodium
(Trapanal  2.5%, Altana GmbH,
Konstanz, Germany). During all the
surgical procedures, inhalation anaes-
thesia was performed using oxygen
and nitrous oxide and isoflurane. To
maintain hydration, all animals received
a constant-rate infusion of lactated
Ringer’s solution while anaesthetized.
Intra-operative analgesia was performed
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by an intravenous injection of 0.4 mg/kg
piritramid  (Dipidolor®™, Janssen-Cilag
GmbH, Neuss, Germany) and 4.5
mg/kg carprofene (Rimadyl®™, Pfitzer
Pharma GmbH, Karlsruhe, Germany).
For post-operative treatment, piritramid
and carprofene were applied subcuta-
neously for 3 days at the same dose as
described above.

In the first surgery, P2-M2 were
carefully removed bilaterally in both
jaws after reflection of mucoperiosteal

Fig. 1. (a) Following implant site prepara-
tion, four standardized dehiscence-type
defects, approximately 4mm in height
from the crestal bone, and 3mm in width
mesiodistally, were created in each quadrant
of both upper and lower jaws. Both modSLA
and SLA implants were inserted in a way so
that the borderline between the transmucosal
(1.8mm) and bony part of the implant
(BTB) coincided with the bone crest. (b)
All defects revealed a depth of 3mm, as
measured from the surface of the buccal
bone. The mucoperiosteal flaps were either
repositioned, or advanced to allow for a non-
submerged (c) or submerged (d) healing
procedure, respectively. SLA, sandblasted/
acid-etched; modSLA, modified SLA.

flaps and tooth separation. After wound
closure by means of mattress sutures,
the sites were allowed to heal for
3 months. Prophylactic administration
of clindamycine (11.0mg/kg body
weight, Cleorobe®™, Pharmacia Tierge-
sundheit, Erlangen, Germany) was per-
formed intra- and post-operatively for
10 days.

In the second surgery, midcrestal
incisions were made and full-thickness
mucoperiosteal flaps were reflected to
expose the respective sites for implant
insertion in both the upper and lower
jaws. Surgical implant sites were pre-
pared bilaterally, at a distance 10 mm
apart, using a low-trauma surgical tech-
nique under copious irrigation with ster-
ile 0.9% physiological saline (surgery
protocol by Institut Straumann AG,
Basel, Switzerland).

Following implant site preparation,
standardized dehiscence-type defects,
approximately 4 mm in height from the
crestal bone, 3mm in depth from the
surface of the buccal bone, and 3 mm in
width mesiodistally, were created with a
straight fissure carbide bur. The osteot-
omy procedures were performed under
copious irrigation with sterile 0.9% phy-
siological saline. The defect sizes were
standardized using a periodontal probe
(PCP12, Hu-Friedy Co., Chicago, IL,
USA). Thereafter, both modSLA and
SLA implants (Standard Plus, regular
neck, 3.3mm, length 8 mm, Institut

Straumann AG, Basel, Switzerland,
commercial name of modSLA is
SLActive®™) were inserted with good
primary stability (i.e. lack of clinical
implant mobility) in such a way that
the borderline between the transmucosal
(1.8mm) and the bony part of the
implant (BTB) coincided with the bone
crest (Fig. 1a and b). In case of SLA, the
implants were thoroughly rinsed with
sterile saline before insertion. Following
irrigation, the mucoperiosteal flaps were
either repositioned, or advanced to
allow for either a non-submerged or
a submerged healing procedure,
respectively. In both groups, wound
closure was achieved with resorbable
5.0 polyglygolic acid mattress sutures
(Resorba™, Niirnberg, Germany)
(Fig. 1c and d). All surgical procedures
were performed by the same experi-
enced operator.

Animal sacrifice and retrieval of
specimens

The animals were killed (overdose of
sodium pentobarbital 3%) after a heal-
ing period of 1, 2, 4, and 8 weeks
including three animals each, respec-
tively, and the oral tissues were fixed
by perfusion with 10% buffered forma-
lin administered through the carotid
arteries. The jaws were dissected and
blocks containing the experimental spe-
cimens were obtained. All specimens

Fig.2. Landmarks for histomorphometrical analysis: borderline between the transmucosal
and bony part of the implant (BTB), the bottom of the bone defect (BD), the most coronal
level of bone in contact with the implant at both buccal and oral sites (CBI-b/0). (modSLA, 2
weeks, submerged, lower jaw, central aspect, TB stain, original magnification x 25).
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Table 1. Histomorphometrical results (£ SD) of non-submerged implants in the upper jaw at 1,

2, 4, and 8 weeks (n =12 dogs)

modSLA SLA p value®
central lateral central lateral central lateral

DL (mm)

1 weeks 4.0+0.2 41+£03 42 +0.1 4.1+0.1 NS NS

2 week 4.1+£0.1 42 +£0.1 4.1 +£0.1 41+02 NS NS

4 weeks 4.0 £0.1 41+02 42 +0.1 42 +0.1 NS NS

8 weeks 4.0+0.1 4.1+£0.1 4.0 £0.1 4.0 £0.1 NS NS
NBH (mm)

1 week 0.0 £0.0 0.0 £0.0 0.0 £0.0 0.0 £ 0.0 NS NS

2 weeks 1.1+03" 2.74+0.7 0.7 +0.7 1.0 £ 0.8 NS p<0.05

4 weeks 2.6 +02° 32+03 1.5+03 20+ 14 NS p<0.05

8 weeks 43 +0.1 32+09 1.8+ 1.7 19+12 p<0.01 p<0.05
PLF (%)

1 week 0.0 £0.0 0.0 £ 0.0 0.0 £ 0.0 0.0 £0.0 NS NS

2 weeks 27.8 £8.0° 643 +157 183 +183 23.6+ 188 NS p<0.05

4 weeks 662 +7.0° 77.0+33 359+72 463 +329 p<0.05 p<0.05

8 weeks 1072 +4.7 779 £21.2 438 +£412 458 +£30.5 p<001 p<0.05
BIC-D (%)

1 week 0.0 £0.0 0.0 £0.0 0.0 £ 0.0 0.0 £0.0 NS NS

2 weeks 276 +737  680+183 125+125 242+194 NS p<0.05

4 weeks 60.8 +£2.0° 77.4+32 284 +29 40.6 £ 284 p<0.05 p<0.05

8 weeks 788 £ 11.0 704 +738 352+340 452 +302 p<0.05 p<0.05
BF (mm?)

1 week 0.0 £0.0 0.0 £0.0 0.0 £ 0.0 0.0 £0.0 NS NS

2 weeks 1.8 + 0.2¢ 55+ 1.5 1.1 +£1.1 15+1.1° NS p<0.01

4 weeks 45+ 1.1 109 + 1.74 1.9 +0.1 58+5.6 p<0.05 p<0.01

8 weeks 29+ 100 33+17° 22418 13+09 NS p<0.05
D-CBI (mm)

1 week 42402 39405 4.1 +0.1 42+ 04 NS NS

2 weeks 29 + 04 1.2 +04 34 +0.8 30+ 1.8 NS p<0.05

4 weeks 1.9 +0.7° 0.7 £0.1 2.7+0.3 21+12 p<0.01 p<0.05

8 weeks 0.2 £0.1 0.6 £0.3 25+1.2 19+13 p<0.05 NS

*Comparisons between groups (unpaired #-test).

Comparisons within (non-submerged to submerged) groups (paired -test):

p<0.05, }p<0.01.

SLA, sandblasted/acid-etched; modSLA, modified SLA; DL, defect length; NBH, new bone height;
PLF, per cent linear fill; BIC-D, percentage of bone to implant contact; BF, area of new bone fill; D-
CBI, difference in buccal and oral dimension of CBI.

were fixed in 10% neutral-buffered for-
malin solution for 4-7 days.

Histological preparation

The specimens were dehydrated using
ascending grades of alcohol and xylene,
infiltrated, and embedded in methyl-
methacrylate (Technovit 9100 NEU,
Heraeus Kulzer, Wehrheim, Germany)
for non-decalcified sectioning. During
this procedure, any negative influence
of polymerization heat was avoided due
to a controlled polymerization in a cold
atmosphere (—4°C). After 20h, the
specimens were completely polymer-
ized. Each implant site was cut in the
bucco-oral direction along with the long
axis of the implant using a diamond wire
saw (Exakt™, Apparatebau, Norder-
stedt, Germany). Serial sections were
prepared from the respective defect
areas, resulting in four sections approxi-

mately 300um in thickness each
(Donath 1985). In particular, implant
sections showing an inner thread were
chosen for the evaluation of central
defect areas, while respective sections
showing no inner thread of the implant
were chosen for the evaluation of lateral
defect areas. Subsequently, all speci-
mens were glued with acrylic cement
(Technovit 7210 VLC, Heraeus Kulzer)
to silanized glass slides (Super
Frost, Menzel GmbH, Braunschweig,
Germany) and ground to a final thick-
ness of approximately 40 um. One part
of the sections was scheduled for histo-
morphometrical analysis and stained
with toluidine blue (TB) to evaluate
new bone formation. With this techni-
que, old bone stains light blue, whereas
newly formed bone stains dark blue
because of its higher protein content
(Schenk et al. 1984). The other part of
the sections was prepared for immuno-
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histochemical labelling. Additionally,
sections obtained at 1 week were stained
with Masson—Goldner trichrome (MG).

Immunohistochemical labelling

For immunohistochemistry, all tissue
section were deplasted in xylol
(2 x 30 min.) followed by a treatment
in 2-methoxyethylacetate (2 x 20 min.)
and acetone (2 x 5 min.). After rehydra-
tion in phosphate-buffered saline (PBS),
antigen unmasking was performed by
incubating the slides for 15min. in
trypsin (0.05% in PBS, PAA Labora-
tories GmbH, Pasching, Austria) at
37°C. After washing with PBS, the
activity of endogenous peroxidase was
quenched with 0.9% hydrogen peroxide
in PBS for 10 min. at room temperature,
the specimens were washed, and non-
specific binding sites were blocked with
a blocking solution for 30 min. (Dako-
Cytomation, Hamburg, Germany). The
primary mouse monoclonal antibody to
transglutaminase II (angiogenesis) (1:40
dilution, Labvision, Fremont, CA, USA)
as well as OC (1:40 dilution, Acris
Antibodies GmbH, Hiddenhausen,
Germany) and corresponding unspecific
antibodies (mouse IgG;) (DakoCytoma-
tion), respectively, as negative control
were applied to tissue sections in a
humidified chamber and incubated over-
night at 8°C. The slides were washed in
PBS, and incubated with secondary bio-
tinylated anti-mouse antibody (1:50
dilution, DakoCytomation) for 90 min.
at room temperature. After washing in
PBS, the presence of antibody—antigen
complexes was visualized using a
streptavidin-peroxidase solution (1:250
dilution, DakoCytomation) and AEC
(3-amino-9-ethylcarbazole) as the chro-
mogen (DakoCytomation).

Histomorphometrical analysis

Histomorphometrical analyses as well
as microscopic observations were per-
formed by one experienced investigator
masked to the specific experimental
conditions. For image acquisition, a
colour CCD camera (Color View III,
Olympus, Hamburg, Germany) was
mounted on a binocular light micro-
scope (Olympus BXS50, Olympus).
Digital images (original magnification
x 200) were evaluated using a software
program (analySIS FIVE docu®, Soft
Imaging System, Miinster, Germany).
The following landmarks were iden-
tified in the stained sections: BTB by
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drawing a perpendicular line of 1.8 mm
from the implant shoulder in the apical
direction parallel to the long axis of the
implant, the bottom of the bone defect
(BD), the most coronal level of bone in
contact with the implant at both buccal
and oral sites (CBI-b/o). Defect length
(DL) was measured from BTB to BD
(mm), new bone height (NBH) was
measured from BD to CBI-b (mm), per
cent linear fill (PLF) was defined as
NBH divided by DL, the amount of
new BIC in the defect area was mea-
sured as the percentage of the distance
from BD to BTB (BIC-D), and the
difference in buccal and oral dimension
of CBI (D-CBI) was defined as CBI-
0 — CBI-b (mm). Additionally, the area
(mm?) of new bone fill (BF) was mea-
sured from BD to CBI-b (Fig. 2).

Statistical analysis

The statistical analysis was performed
using a commercially available software
program (SPSS 15.0, SPSS Inc., Chicago,
IL, USA). The mean values and standard
deviations among animals were calcu-
lated for each variable and group. The
data rows were examined with the
Kolmogorow—Smirnow test for normal
distribution. For the statistical evaluation
of the changes within groups (i.e. non-
submerged to submerged), the paired
t-test was used. For comparisons between
groups (i.e. either central or lateral
aspects), the unpaired r-test was used.
The o error was set at 0.05.

Results

The post-operative healing was unevent-
ful in all dogs. There were no signs of
any wound dehiscence or exposure of
the transmucosal part of the implant
body in respective submerged modSLA
and SLA groups.

Histological observations/
histomorphometrical analysis

The mean values and percentages of
DL, NBH, PLF, BIC-D, BF, and
D-CBI for each group at 1, 2, 4, and
8 weeks are presented in Tables 1-4. In
general, there were no significant differ-
ences in the mean DL values between
non-submerged and submerged implants
in different groups over time (p>0.05;
unpaired #-test, respectively).

At 1 week, histomorphometrical ana-
lysis failed to reveal any increases in

mean NBH, PLF, BIC-D, or BF values
in all groups. MG stain demonstrated a
homogeneous stabilization of the blood
clot at the both central and lateral
aspects of modSLA implants (Fig. 3a).
The area of stained fibrin, however, was
thinner at the coronal aspect of the
defect area. This was particularly true
for non-submerged modSLA implants
(Fig. 3b). In contrast, a partial or even
full collapse of the blood clot was
commonly observed at both non-sub-
merged and submerged SLA implants
(Fig. 3c). Immunohistochemical obser-
vation exhibited a pronounced OC anti-
gen reactivity mainly along BD. In the
basal compartment of the defect area, all
groups demonstrated a primary sponge-
work of newly formed blood vessels
obviously originating from open mar-
row spaces at BD. However, the mean
cross- and longitudinal sectional area of
blood vessels at the lateral aspect of the

defect area was significantly highest
at non-submerged and submerged
modSLA implants (upper jaw: 0.64—
0.97 mmz; lower jaw: 0.61—0.80mm2),
compared  with  the  respective
SLA groups (upper jaw: 0.19-
0.24 mm?; lower jaw: 0.22-0.26 mm?)
(»<0.01; unpaired t-test, respectively).
The connective tissue surrounding the
vascular structures was also demarcated
by an intense OC staining (Fig. 3d). In
these areas, TB stain revealed some tiny
spots of mineralization (Fig. 3e). In both
non-submerged and submerged mod-
SLA groups, the formation of vascular
structures was also observed within the
central compartment of the wound area
(upper jaw: 0.29-0.34 mm?; lower jaw:
0.19-0.37mm?), mainly along the
implant surface (Fig. 3f). In contrast,
SLA implants revealed a significantly
lower mean cross- and longitudinal sec-
tional area of blood vessels at the central

Table 2. Histomorphometrical results (&= SD) of non-submerged implants in the lower jaw at 1,

2, 4, and 8 weeks (n =12 dogs)

modSLA SLA p value®
central lateral central lateral central lateral

DL (mm)

1 week 4.1+£0.2 42 +0.1 4.0+0.2 42 +0.3 NS NS

2 weeks 4.0+0.2 42 +0.1 42 +0.1 4.1+0.2 NS NS

4 weeks 4.1 £0.1 42 +0.1 4.1 £0.1 42 +0.1 NS NS

8 weeks 4.1+0.1 4.1 +0.1 4.0+£0.1 4.0 £ 0.1 NS NS
NBH (mm)

1 week 0.0 £0.0 0.0 £ 0.0 0.0 £0.0 0.0 £ 0.0 NS NS

2 weeks 1.5+0.5 20+07 0.3+£0.2 04 +0.3 NS p<0.05

4 weeks 2.7+ 0.9 32+0.7 1.5+0.7 1.6 £ 1.1 p<0.05 p<0.05

8 weeks 3.1+ 1.1 2.6 £0.8 1.1 £0.8 1.7+1.6 p<0.05 NS
PLF (%)

1 week 0.0 £0.0 0.0 £ 0.0 0.0 £0.0 0.0 £ 0.0 NS NS

2 weeks 36.6+11.6 489=+17.17 103 +76 10.8 £ 8.6 p<0.05 p<0.01

4 weeks 652 £20.6 77.7+17.1 379+ 182 378 +£27.0 p<0.05 p<0.05

8 weeks 75.8 £283 642+ 194 27.7+£203 42.1+£397 p<00l p<0.05
BIC-D (%)

1 week 0.0 £0.0 0.0 £ 0.0 0.0 £0.0 0.0 £0.0 NS NS

2 weeks 38.2 + 8.8 417 + 1297 74 +45 50+3.5 p<0.01 p<0.01

4 weeks 70.0 £ 15.0 77.0 + 14.8 277 £ 119 3734+256 p<001 p<0.05

8 weeks 71.2 £203 67.5 £+ 18.8 29.1 £17.1 39.0+ 384 p<0.01 p<0.05
BF (mm?)

1 week 0.0 £0.0 0.0 £ 0.0 0.0 £0.0 0.0 £ 0.0 NS NS

2 weeks 1.8 + 0.8 3.7+ 0.8 0.7 £0.7 0.8 +£0.5 NS p<0.01

4 weeks 47 £ 1.1 84 +42 29+ 14 48 £2.6 p<0.05 p<0.05

8 weeks 43+ 15" 39+ 1.6 19+ 1.1 34+28 p<0.01 NS
D-CBI (mm)

1 week 38+04 40+03 42 +£0.2 40+0.2 NS NS

2 weeks 26+04 1.9 +0.8° 38+04 4.1 +02° NS p<0.05

4 weeks 12+1.2 09 +0.7 25+0.7 25+1.0 p<0.05 p<0.05

8 weeks 0.6 £04 1.3+£0.7 23+ 0.9 27+12 p<0.05 p<0.05

*Comparisons between groups (unpaired #-test).
Comparisons within (non-submerged to submerged) groups (paired #-test):
p<0.05, Ip<0.01.
SLA, sandblasted/acid-etched; modSLA, modified SLA; DL, defect length; NBH, new bone height;
PLF, per cent linear fill; BIC-D, percentage of bone to implant contact; BF, area of new bone fill;
D-CBI, difference in buccal and oral dimension of CBI.
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Table 3. Histomorphometrical results (= SD) of submerged implants in the upper jaw at 1, 2, 4,

and 8 weeks (n =12 dogs)

modSLA SLA p value®
central lateral central lateral central lateral

DL (mm)

1 week 4.0+02 4.1+02 4.1 +0.1 424+02 NS NS

2 weeks 4.1 +£0.1 39+0.1 42+ 0.1 42 4+02 NS NS

4 weeks 42+ 0.1 4.1+02 4.1+02 434+02 NS NS

8 weeks 4.1+02 4.1 +0.1 4.1 +£0.1 42+ 0.1 NS NS
NBH (mm)

1 week 0.0 + 0.0 0.0 +£0.0 0.0 + 0.0 0.0 + 0.0 NS NS

2 weeks 33405 3.0+0.7 14+12 1.5+13 p<0.05 p<0.05

4 weeks 40+0.17 35+04 20+1.2 20+ 1.8 p<0.05 NS

8 weeks 3.7+0.1 3.6 £0.8 14+1.0 19+1.2 p<0.05 p<0.05
PLF (%)

1 week 0.0 +£0.0 0.0 £ 0.0 0.0 £ 0.0 0.0 £ 0.0 NS NS

2 weeks  79.4 & 13.0°  76.1 £15.6 29.14+249 365+31.7 p<001 p<0.01

4 weeks  96.1 +3.2° 84.1 £109 49.1+£29.7 476+422 p<001 p<0.05

8 weeks 91.2 £ 1.9 87.8 £ 184 345+245 4604285 p<001 p<0.05
BIC-D (%)

1 week 0.0 £0.0 0.0 £ 0.0 0.0 £0.0 0.0 £0.0 NS NS

2 weeks  67.6+ 1207 613+ 142 309+302 3684335 p<005 p<0.05

4 weeks 98.0 =+ 11.17 822+10.1 4054216 450+382 p<00l p<0.01

8 weeks 814+ 126 758 £223 3444207 442+246 p<001 p<0.05
BF (mm?)

1 week 0.0 £ 0.0 0.0 £ 0.0 0.0 £0.0 0.0 £0.0 NS NS

2 weeks  10.5 + 0.5 84 +£38 1.9+ 1.0 43+ 1.17 p<001 p<0.05

4 weeks 45+ 1.0 6.4 + 2.9 1.5+ 0.8 344+20 p<0.05 p<0.01

8 weeks 6.6 + 0.9} 67+117  26+06 23407 p<001 p<001
D-CBI (mm)

1 week 40+03 4.0 + 0.1 39402 43402 NS NS

2 weeks 1.0 + 0.5% 12 4+0.7 30+ 1.3 26+1.3 NS p<0.05

4 weeks 02+0.17 04 +0.2 20+1.2 25+ 1.5 p<0.05 p<0.05

8 weeks 0.4 £0.1 03+0.2 25+0.7 2.1+ 1.1 p<0.05 p<0.05

*Comparisons between groups (unpaired #-test).

Comparisons within (non-submerged to submerged) groups (paired -test):

p<0.05, }p<0.01.

SLA, sandblasted/acid-etched; modSLA, modified SLA; DL, defect length; NBH, new bone height;
PLF, per cent linear fill; BIC-D, percentage of bone to implant contact; BF, area of new bone fill;
D-CBI, difference in buccal and oral dimension of CBI.

aspect of the defect area (upper jaw:
0.07—0.12mm2; lower jaw: 0.06-0.09
mmz) (»p<0.01; unpaired t-test,
respectively).

At 2 weeks, newly formed trabeculae
of woven bone, arising from open mar-
row spaces at BD, invaded the defect
area in coronal and lateral directions.
While this trabecular bone established
a close BIC in the modSLA groups
(Fig. 4a and b), the respective SLA
groups frequently revealed a layer of
non-mineralized tissue separating the
implant surface in the regenerated area
(Fig. 4c and d). Immunohistochemical
analysis revealed a pronounced OC anti-
gen reactivity mainly within the con-
nective tissue adjacent to modSLA
implants (Fig. 5a and b). A partial
collapse of the mucoperiosteal flap with-
in the defect area was commonly
observed for non-submerged SLA and

modSLA as well as submerged SLA
implants (Fig. 5c). The extent of bone
formation varied considerably within
and between groups. In particular, sig-
nificantly the highest mean NBH, PLF,
BIC-D, and BF values were observed at
the central and lateral aspects of mod-
SLA implants in both the upper and
lower jaws. While at the lateral aspect,
these values appeared to be comparable
for non-submerged and submerged
implants, the central aspect exhibited
significantly higher mean NBH, PLF,
BIC-D, BF, and subsequently lower
D-CBI values for submerged implants.
This was particularly true for modSLA
implants placed in the upper jaws
(Tables 1-4).

At 4 weeks, wound healing was
mainly characterized by an ongoing
bone formation in all groups. In general,
the subsequently formed primary spon-
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gework of woven bone covered the
defect area in coronal and lateral direc-
tions, primarily along and in close
contact to both implant surfaces. Sig-
nificantly highest mean NBH, PLF,
BIC-D, and BF values were observed
at the central and lateral aspects of
modSLA implants in both the upper
and lower jaws (Tables 1-4). However,
in the upper jaw, submerged healing of
modSLA implants resulted in signifi-
cantly higher NBH, PLF, BIC-D, and
subsequently lower D-CBI values than
the respective non-submerged healing
procedure. In particular, histological
observation revealed a partial collapse
of the mucoperiosteal flap at the central
aspect of the defect area at non-
submerged modSLA implants, thus
compromising the space for bone regen-
eration in the lateral direction (Fig. 6a
and b). A similar pattern of wound
healing was also observed for non-sub-
merged as well as submerged SLA
implants, because in both groups, the
mucoperiosteal flap had completely
occupied the central compartment of
the defect areas (Fig. 6¢c and d).

At 8 weeks, histological observation
revealed a continuous filling of the inter-
trabecular spaces in all groups and sub-
sequently a transformation into a firmly
attached mature, parallel-fibred woven
bone. Early signs of remodelling, repla-
cing the primary bone by secondary
osteons, were apparent. Again, the
amount of bone regeneration varied
considerably within and between
groups. In particular, modSLA implants
revealed significantly highest NBH,
PLF, BIC-D, and BF values at both the
central and lateral aspects of non-sub-
merged and submerged implants (Tables
1-4). Commonly, the newly formed
buccal aspects of the alveolar bone
even reached the level of the respective
oral aspects. However, submerged heal-
ing of modSLA implants resulted in
significantly higher BF values at both
central and lateral aspects than the
respective  non-submerged  healing
approach (Tables 1-4). This difference
was more pronounced at the central
aspect of the defect area, indicating
that a submerged healing procedure
supported space maintenance in this
area (Fig. 7a and b). In contrast, non-
submerged and submerged SLA
implants commonly exhibited a collapse
of the mucoperiosteal flap at the central
aspect of the defect area, thus compro-
mising the space for bone regeneration
(Fig. 7c and d).
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Table 4. Histomorphometrical results (== SD) of submerged implants in the lower jaw at 1, 2, 4,
and 8 weeks (n =12 dogs)

ModSLA SLA p value®
central lateral central lateral central lateral

DL (mm)

1 week 424+02 4.1+02 4.1+03 42 +0.1 NS NS

2 weeks 43+ 0.1 4.1 +£0.1 42+ 0.1 42+02 NS NS

4 weeks 4.1 £0.1 42+ 0.1 42+ 0.1 4.1 £0.1 NS NS

8 weeks 42402 4.1 +£0.1 4.0+02 4.1+02 NS NS
NBH (mm)

1 week 0.0 + 0.0 0.0 + 0.0 0.0 + 0.0 0.0 + 0.0 NS NS

2 weeks 1.8 £ 0.6 344117 0.8 +0.7 1.6 +12 NS p<0.05

4 weeks 28+1.2 38+0.5 1.3+04 19+1.0 p<0.05 p<0.05

8 weeks 3.7+0.1 36+0.3 1.2+0.6 1.7+ 0.5 p<0.05 p<0.05
PLF (%)

1 week 0.0 £ 0.0 0.0 £ 0.0 0.0 £ 0.0 0.0 £ 0.0 NS NS

2 weeks 4154 144 826+2797 183 +152 3784292 p<005 p<0.0l1

4 weeks  69.5+29.8 919 £+ 12.7 32.0 £ 10.7 46.6 £243 p<0.05 p<0.05

8 weeks 924 +24 88.3 £ 6.7 289+ 15.1 408 £12.0 p<0.01 p<0.01
BIC-D (%)

1 week 0.0 £0.0 0.0 £0.0 0.0 £0.0 0.0 £0.0 NS NS

2 weeks 3974+ 120 759 + 14.7° 8.6+73 356 £248 p<00l p<0.05

4 weeks  67.1 264 89.4 + 10.6 320+ 107 46.6 £243 p<005 p<0.01

8 weeks 82.1 +14.8 71.0 £20.3 26.8 + 104 462 +162 p<00l p<0.05
BF (mm?)

1 week 0.0 £ 0.0 0.0 £0.0 0.0 £0.0 0.0 £0.0 NS NS

2 weeks 5.2+ 2.9 7.6 +25 1.7+ 09 35+£19 p<0.05 p<0.05

4 weeks 52408 6.9 +23 23+20 33+24 p<0.01 p<0.05

8 weeks 64 +07" 54+ 12F 1.9+03 26+07 p<001 p<001
D-CBI (mm)

1 week 42+ 04 4.14+02 42 +0.2 40+ 04 NS NS

2 weeks 25406 0.6 + 04" 36+09 2.6+ 13" NS p<0.05

4 weeks 1.3+ 1.1 0.3 +£0.2 29+ 0.6 22+ 1.1 p<0.05 p<0.05

8 weeks 03+£0.2 0.5+0.3 2.6 +£0.8 1.9+03 p<0.05 p<0.05

*Comparisons between groups (unpaired #-test).

Comparisons within (non-submerged to submerged) groups (paired -test):

p<0.05, }p<0.01.

SLA, sandblasted/acid-etched; modSLA, modified SLA; DL, defect length; NBH, new bone height;
PLF, per cent linear fill; BIC-D, percentage of bone to implant contact; BF, area of new bone fill;
D-CBI, difference in buccal and oral dimension of CBI.

Discussion

The present study was designed to his-
tomorphometrically  evaluate  bone
regeneration in acute-type buccal dehis-
cence defects at either non-submerged
or submerged modSLA and SLA tita-
nium implants in a dog model. Within
its limits, it was observed that new bone
formation was mainly influenced by
surface hydrophilicity in addition to
microtopography. In particular, at 2, 4,
and 8 weeks of healing, modSLA
implants exhibited significantly higher
mean NBH, PLF, BIC-D, BF, and sub-
sequently lower D-CBI values than con-
ventional SLA implants. In this context,
it must be emphasized that the surgical
creation of standardized buccal dehis-
cence-type defects in dogs is a com-
monly used model to evaluate bone
regeneration at titanium implants
(Becker et al. 1990, Zablotsky et al.

1991, Casati et al. 2002, Oh et al.
2003, Schwarz et al. 2007b, c,e). When
interpreting the present results, how-
ever, one must keep in mind that
acute-type defects have a certain ten-
dency towards spontaneous healing,
thus supporting bone regeneration in
all groups investigated. Indeed, immu-
nohistochemical analysis revealed a
similar pattern of wound healing at the
lateral aspects of the defect area in both
modSLA and SLA groups. In particular,
it was observed that angiogenesis, OC
synthesis, and subsequently the forma-
tion of localized spots of mineralization
mainly arose from open marrow spaces
at the defect borders, thus explaining the
improved bone regeneration at the lat-
eral aspect of the wound area in all
groups. However, in contrast to conven-
tional SLA implants, an intense OC
antigen reactivity was also commonly
observed within the newly formed con-

nective tissue along modSLA surfaces.
Because OC is one of the most abundant
non-collageneous proteins of the bone
matrix that is exclusively synthesized by
osteoblasts, odontoblasts, and hyper-
trophic chondrocytes (Gallop et al.
1980, Hauschka et al. 1989, Hopyan et
al. 1999, Raymond et al. 1999), it might
be supposed that osteoblastic differen-
tiation was initiated within 1 week and
mainly localized to the defect borders
and along modSLA surfaces. Further-
more, after 1 week of healing, immuno-
histochemical analysis revealed a
pronounced proliferation of blood
vessels adjacent to modSLA surfaces,
even reaching the central compartment
of the defect area. In contrast, at SLA
implants, the primary spongework of
newly formed vascular structures was
mainly localized to BD and the lateral
aspects of the defect area. In this con-
text, it must be emphasized that osteo-
genic cells have also been observed to
arise from pericytes adjacent to small
blood vessels in connective tissue (Long
et al. 1995, Rickard et al. 1996, Reilly
et al. 1998), thus explaining, at least in
part, the pronounced bone regeneration
at modSLA implants. The improved
pattern of angiogenesis might be
explained by the hydrophilic surface
properties noted for hydroxylated/
hydrated modSLA surfaces, resulting
in a higher wettability when compared
with conventional SLA surfaces (Rupp
et al. 2006). Indeed, MG stain revealed a
close adhesion of the blood clot to the
hydrophilic modSLA implant surfaces
at 1 week, thus promoting the ingrowth
of new blood vessels from the adjacent
alveolar bone. In contrast, the blood clot
appeared to be partially or even fully
collapsed at SLA implants. This obser-
vation is in agreement with previous
studies, indicating an improved stabili-
zation of the blood clot at hydrophilic
modSLA surfaces during the initial
stages of osseointegration (Schwarz
et al. 2007a,d). Basically, the blood
clot acts as a physical matrix that
induces and amplifies the migration,
proliferation, and differentiation of
endothelial cells, subsequently leading
to improved angiogenesis (Liu et al.
1990). Accordingly, the compro-
mised bone regeneration at both non-
submerged and submerged SLA
implants might be explained by a partial
or even full a destabilization of the
blood clot, thus allowing a collapse
of the mucoperiosteal flap within
the wound area. This might also be
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Fig.3. (a) modSLA implants revealed a homogeneous stabilization of the blood clot at both central and lateral aspects of the defect area
(1 week, submerged, lower jaw, central aspect, MG stain, original magnification x 100). (b) The area of stained fibrin was thinner at the
coronal aspect of the defect (1 week, non-submerged, lower jaw, central aspect, MG stain, original magnification x 100). (c) Both non-
submerged and submerged SLA implants commonly revealed a partial or even full collapse of the blood clot (1 week, submerged, lower jaw,
central aspect, MG stain, original magnification x 100). (d) Pronounced OC antigen reactivity along to open marrow spaces at BD
(arrowheads) and within the connective tissue surrounding a spongework of newly formed blood vessels (arrows) (SLA, 1 week, submerged,
upper jaw, central aspect, original magnification x 400). (e) Some tiny spots of mineralization were mainly localized at the basal
compartment of the defect area (modSLA, 1 week, non-submerged, upper jaw, central aspect, TB stain, original magnification x 400). (f)
Non-submerged and submerged modSLA implants also revealed the formation of vascular structures (arrows) within the central compartment
of the defect area (1 week, submerged, lower jaw, central aspect, TG antigen reactivity, original magnification x 400).

supported by the observation that sub-
merged SLA implants revealed a
slightly improved bone regeneration,
suggesting that the implant shoulder
supported the mucoperiosteal flap pre-
serving its original position. Similar
results were also observed in the mod-
SLA  group, because submerged
implants exhibited significantly higher
BF values than the non-submerged
group. Indeed, histological analysis
revealed a slight collapse of the muco-

periosteal flap and subsequently a thin-
ner blood clot particularly at the coronal
aspect of non-submerged modSLA
implants. Another possible explanation
for the improved bone regeneration at
modSLA implants might be in part due
to the stimulatory effects of high surface
energy on osteogenic cells. As described
above, recent results from an in vitro
study have shown that osteoblasts
grown on modSLA surfaces exhibited
a more differentiated phenotype charac-
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terized by increased ALP activity and
OC synthesis and generated an osteo-
genic microenvironment through higher
production of PGE2 and TGF-fj1 (Zhao
et al. 2005, 2007). Indeed, recent animal
studies provide clear evidence that mod-
SLA surfaces enhanced bone apposition
during early stages of wound healing at
both non-submerged and submerged
implant sites (Buser et al. 2004, Fergu-
son et al. 2006, Bornstein et al. 2007,
Schwarz et al. 2007a, d). In general, the
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amount of bone regeneration at SLA
implants, as observed in the present
study, is in agreement with most of the
results obtained at untreated control
defects, because exposed implant threads
were mainly covered by a loosely adher-
ent connective tissue and only minute
amounts of NBH and BIC (Dahlin et al.

1989, Becker et al. 1990, Oh et al. 2003).
The observation that submerged mod-
SLA implants promoted bone regenera-
tion in acute-type buccal dehiscence
defects without the additional use of
GBR or bone augmentation procedures
is in agreement with recent results
from a pilot study in dogs (Schwarz

Fig. 4. Representative histological views of wound healing in different groups at 2 weeks.
Bone regeneration in close contact to the implant surface was most pronounced at the lateral

aspect of modSLA implants (upper jaws, TB stain, original magnification

x 25).

(a) modSLA, submerged, lateral aspect. (b) modSLA, submerged, central aspect. (c) SLA,
submerged, lateral aspect. (d) SLA, submerged, central aspect.

et al. 2007¢). In particular, wound heal-
ing at SLA implants was predominantly
characterized by the formation of a
dense connective tissue at 2 and 12
weeks, without significant increases in
mean NBH, PLF, BIC-D, or BF values.
In contrast, modSLA implants exhibited
a complete defect fill at 12 weeks fol-
lowing implant placement. At 2 and 12
weeks, SLA implants revealed signifi-
cantly lower mean NBH (O mm; 0.3—
0.4mm), PLF (0%; 7-10%), BIC-D
(0%; 4-5%), BF (Omm?* 0.07-
0.08 mmz), and D-CBI (3.1-3.4 mm;

3.8-43mm) values than modSLA
implants [NBH (1.1-2.6mm; 3.3—
32mm), PLF (34-80%; 97-98%),

BIC-D (27-61%; 80-85%), BF (0.4—
1.8 mmz; 2.3—2.4mm2), and D-CBI
(0.6-2.1 mm; 0.1-0.2mm)]. However,
the amount of BF reported in both
groups appeared to be lower than the
respective values obtained in the sub-
merged healing groups of the present
study. In this context, however, it must
be emphasized that potential differences
might be related to a smaller number
(n=4) and the higher age (20-24
months) of the animals as well as the
reduced defect height of 3 mm (Schwarz
et al. 2007c). A similar pattern and
amount of bone regeneration was also
observed when modSLA implants were
combined with different types of barrier
membranes or bone  substitutes
(Schwarz et al. 2007b, e). In particular,
blood vessels and the subsequently

.
.

Fig. 5. (a) Bone regeneration in close contact to a modSLA surface. Newly formed blood vessels and trabecular bone appeared to be tightly
interconnected (2 weeks, non-submerged, lower jaw, central aspect, TG antigen reactivity, original magnification x 200). (b) The OC antigen
reactivity (arrows) was most pronounced within the connective tissue adjacent to modSLA implants (2 weeks, non-submerged, lower jaw,
central aspect, original magnification x 200). (c) Partial collapse of the mucoperiosteal flap at the central aspect of the defect area. There
were no signs of any bone regeneration (SLA, 2 weeks, non-submerged, lower jaw, central aspect, original magnification x 100).
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formed primary spongework of woven
bone invaded the defect area in the
coronal direction, primarily along the
surface of modSLA implants. After 12
weeks of healing, the amount of bone
regeneration at acute-type buccal dehis-
cence defects varied between 1.2 &
0.3mm? (control group: natural bone
mineral —BDX) and 3.7 £+ 0.9 mm?>
(BDX+cross-linked collagen mem-
brane) (Schwarz et al. 2007¢). All these
data, taken together with the results
from the present study, seem to indicate
that modSLA titanium implants might
promote bone regeneration in dehis-
cence-type defects to a similar or even
a higher level than GBR procedures
using various types of bone grafts or
barrier membranes. Indeed, previous
studies revealed that the obturation of
the space underneath a barrier device by
slow or non-resorbable bone graft sub-
stitutes may delay bone formation
Fig. 6. Representative histological views of wound healing in different groups at 4 weeks. ~(Trombelli et al. 1999, Stavropoulos
A primary spongework of woven bone covered the defect area in coronal and lateral et al. 2001). Moreover, from a clinical
directions. However, the extent of bone formation varied considerably within and between point of view, the present results corro-
groups (lower jaws, TB stain, original magnification x 25). (a) modSLA, non-submerged,  horate recent data indicating that space
central aspect. (b) modSLA, submerged, central aspect. (c) SLA, non-submerged, central provision seems to be a critical factor

aspect. (d) SLA, submerged, central aspect. influencing the outcome of bone regen-
eration (Polimeni et al. 2004, Schwarz
et al. 2007e). When interpreting the
present study, however, it must be quer-
ied whether data obtained from a pre-
clinical study performed in dogs can be
applied to the clinical situation, because
the turnover rate of bone remodelling in
dogs has been reported to be approxi-
mately four times faster than the human
turnover rate (Draper 1994).

Within the limits of the present study,
it was concluded that (i) modSLA tita-
nium surfaces promoted bone regenera-
tion in acute-type buccal dehiscence
defects and (ii) a submerged healing
procedure improved the outcome of
healing additionally.
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Fig. 7. Representative histological views of wound healing in different groups at 8 weeks.

A partial collapse of the mucoperiosteal flap compromised bone regeneration at the central
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Clinical Relevance

Scientific rationale for the study:
Recent histological data have
demonstrated that submerged mod-
SLA titanium implants promote bone
regeneration in acute-type buccal
dehiscence defects without the addi-
tional use of GBR or bone augmen-
tation procedures. However, the
impact of the healing procedure (i.e.

non-submerged or submerged) on
bone regeneration at modSLA
implants is unknown.

Principal findings: At 2, 4, and 8
weeks of healing, both non-sub-
merged and submerged modSLA
implants revealed significantly high-
er mean values of NBH, PLF, BIC-
D, and BF than corresponding con-
ventional SLA surfaces. In both

groups, the submerged healing pro-
cedure promoted bone regeneration
additionally, even reaching statistical
significance in the modSLA group.
Practical implications: The most
predictable outcome of bone regen-
eration in acute-type buccal dehis-
cence defects might be expected for
submerged =~ modSLA titanium
implants.
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