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1. Einleitung
1.1 Allgemein

Seit Alters her wird ein strahlendes Laicheln mit einem gesunden, attraktiven Korper assoziiert.
»Mens sana in corpore sano* (Zitat Juvenal) - ein gesunder Geist in einem gesundem Korper.
Im Bezug auf die demografische Entwicklung in Deutschland steigen jedoch die Anspriiche in
der Alterszahnmedizin dhnlich wie bei der durch die Medien verwdhnten jiingeren Generation
an. Das makellos strahlende ,,Hollywoodldcheln* wird als Standard vorausgesetzt. Umso wich-
tiger ist es insbesondere nach traumatisch oder bakteriell bedingtem Zahnverlust eine anspre-
chende und jugendliche Rot-WeiB-Asthetik zu erreichen. Der Ersatz von Zihnen kann sowohl
durch herausnehmbaren, bedingt-herausnehmbaren als auch durch festsitzenden Zahnersatz
erfolgen. Es stellt sich somit die Frage nach Zahn bzw. Gingiva gestiitztem oder Implantat ge-
tragenem Zahnersatz. Diese Entscheidung liegt nicht allein in der Hand des Patienten. Implan-
tate erfordern eine strenge Indikationsstellung. Neben vielen anderen Aspekten stellen die
Knochenhohe und Breite des Kieferkamms einen entscheidenden Einflussfaktor dar. Mit dem
Zuwachs an Implantatinsertionen pro Jahr gewinnen augmentative Verfahren zunehmend an
Bedeutung. Laut der Deutschen Gesellschaft fiir Implantologie (DGI) wurden im Jahr 2009
rund eine Millionen Implantate gesetzt. Um Implantate unter Beriicksichtigung der spiteren
Prothetik, Asthetik und Funktion zu setzten, sind Knochenrekonstruktionen hiiufig unumging-
lich. Neben Rekonstruktionen des Hartgewebes vor, wahrend oder nach Implantationen kdnnen
auch in der Parodontalchirurgie Knochendefekte versorgt werden. Das Feld der Knochener-

satzmaterialen impliziert ein breites Anwendungsspektrum.

1.2 Kieferkammdefekte

Defekte des Alveolarfortsatzes konnen verschiedene Ursachen haben. Ausgehend von einer
traumatischen Extraktion besteht die Mdglichkeit, dass begrenzende Knochenlamellen - vor
allem die bukkalen Knochenanteile - frakturieren oder zur Entfernung eines Zahnfragmentes
osteotomiert werden miissen. Desweiteren kann durch den traumatischen Verlust eines Zahnes
wie z.B. bei Frontzahntraumata die bukkale Knochenlamelle beeintrachtigt werden. latrogen
konnen Kieferkammdefekte bei der Implantation verursacht werden. Entziindliche Reaktionen
im Sinne einer Periimplantitis nach primér erfolgreicher Implantation konnen laterale Kiefer-
kammdefekte bedingen. Auch Erkrankungen des Zahnhalteapparates gehen ent-
ziindungsbedingt mit einem vertikalen bzw. horizontalen Knochenverlust einher. Im Weiteren
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wird auf die Inaktivitdtsatrophie nach Zahnextraktion als Ursache fiir Knochenverlust ndher

eingegangen.

Die Atrophie (altgriechisch: atpogia - Verkiimmerung) verlduft im Ober- und im Unterkiefer
auf Grund der unterschiedlichen Knochenstruktur und der spezifischen Form nach einem je-
weils charakteristischen Muster. Die Riickbildung des Knochens ist multikausalen Ursprungs;
im Kiefer entsteht sie u. a. durch Druck, Uberbelastung, Inaktivitit oder im Sinne einer Alters-

involution.

,»Die Resorption der Kieferkdimme ist ein komplexer biophysikalischer Prozess. An dieser Stel-
le kann man sich eines Vergleiches zwischen Knochen und Eis bedienen. Wenn ein abgemes-
senes Gewicht auf ein abgemessenes Stiick Eis fiir eine bestimmte Zeit bei einer bestimmten
Temperatur unter einem bestimmten atmosphérischen Druck gegeben wird, wird ein vorher-

sagbarer Grad an Schmelzung des Eises auftreten (Zitat Atwood D.A. et al. 1962).

Bereits im 19ten Jahrhundert formulierte Wolff das gleichnamige Gesetz, welches besagt, dass
die Knochenanatomie und -dichte der jeweiligen Knochenbeanspruchung folgen. Weiterhin
postulierte er, dass die trabekulédre Struktur des belasteten Knochens sich nach der Richtung der
einwirkenden Krifte orientiert (Wolff, J. 1892). H. Frost ergédnzte, dass der Knochenumbau
durch sein Elastizitdtsmodul determiniert wird, sodass dieser zu einer mathematisch reprodu-

zierbaren GrofBe wird.

In welchem Malle die Resorption des Knochens voranschreitet und mit welcher Geschwindig-
keit dies ablduft, ist nicht nur zwischen zwei Menschen unterschiedlich sondern auch bei jedem
Menschen selbst. Eine Erklarung fiir diese Abweichungen ist nicht monokausalen Ursprungs.
Entsprechend der Klinik sollten vier Komplexe beriicksichtigt werden (Atwood D.A. et al.
1962). Anatomische Gegebenheiten wie beispielsweise die Auspragung, Hohe und Form des
Kieferkammes sowie die Knochenqualitit geben wichtige Hinweise fiir die Auspragung der
spéateren Inaktivitdtsatrophie nach Zahnverlust. Die Anatomie des Knochens wird durch die
Physiologie und Beanspruchung des gesamten Kausystems beeinflusst, so spielt auch die Mus-
kelaktivitit und das Erndhrungsverhalten des Menschen eine entscheidende Rolle fiir die Re-
sorption. Die Physiologie ist dementsprechend der zweite Komplex. Sie ist eng mit dem dritten
Komplex verbunden dem Stoffwechsel des Menschen. Der letzte iatrogen zugefiihrte Komplex
ist die Versorgung der Zdhne durch den Zahnarzt. Fehlbelastungen oder unphysiologische Ge-
staltungen des Zahnersatzes konnen eine Resorption des Kiefers implizieren. Die Komplexe

sind keine Einheiten ohne Beriihrungspunkte, sie gehen vielmehr ineinander iiber. Der Kno-



chen im gesamten Organismus des Menschen ist keine stillstehende Matrix, sobald sie einmal
gebildet wurde, sondern passt sich entsprechend den oben erlduterten Komplexen den jeweili-

gen Gegebenheiten durch Knochenapposition und —resorption stets an. (Atwood D.A. et al.

1962).

In klinischen Studien wurde nachgewiesen, dass sich bereits in den ersten 12 Monaten nach
Extraktion der Alveolarknochen um ca. die Hélfte reduziert (Schropp L. et al 2003).
M.G.Araujo fiihrte 2005 préiklinische Studien zum Alveolarkammverlust nach Zahnextraktio-
nen durch. Er stellte fest, dass sich die Resorption des Kieferkammes nicht nur je nach Kno-
chenwunde unterschiedet, sondern an einer Extraktionsalveole selbst entsprechend des histolo-
gischen Aufbaus der Knochenwinde. Grundsitzlich inseriert das parodontale Ligament eines
Zahnes in den umliegenden Biindelknochen. Wie bereits oben erwédhnt, wird Knochen ohne
Funktion umgebaut. Ist nun nach Zahnextraktion die Beanspruchung des Knochens durch den
Zahn nicht mehr gegeben, so wird der Biindelknochen abgebaut. (Araujo et al 2005). In der
hier genannten Studie wurde beobachtet, dass die krestalen Anteile der Alveolen bukkal aus-
schlieBlich aus Biindelknochen bestehen gegeniiber der lingualen Alveolarwand, welche sich
histologisch aus Biindel- und Lamellenknochen aufbaut. In der aufgefiihrten Studie konnte der
Biindelknochen nach zwei Wochen der Wundheilung histologisch erfasst werden. Nach einer
Wundheilungszeit von ein bis zwei Monaten war kein Biindelknochen mehr sichtbar (Aratjo et
al 2005). Auf Grund des histologischen Aufbaus der Knochenwénde zeigt sich, warum im
Oberkiefer die Resorption in zentripetaler Richtung verlauft, wihrend sie im Unterkiefer in
zentrifugaler Richtung voranschreitet (Neukam et al. 1989). Fiir den Prothetiker besteht die
Herausforderung darin, aus einer durch den Knochenumbau entstandenen Pseudoprogenie eine

orthognathe Verzahnung mit dsthetisch ansprechendem Gesichtsprofil zu erzielen.

Die Resorptionsklassen der Kiefer wurden von Cawood und Howell eingeteilt:

1 Physiologisch voll ausgeformter, bezahnter Kiefer

2 Zustand direkt post extractionem

3 Massiver Kieferkamm mit ausreichender Hohe und Breite

4 Rasierklingendhnliche Kammform mit ausreichender Hohe aber unzu-
reichender Breite

5 Flacher Kieferkamm mit geringer Hohe und Breite

6 Stark atrophierte Kieferkammform mit teilweise negativer Ausrichtung

Tabelle 1 (modifiziert nach Cawood & Howell 1988)



Aufschluss tliber dieses Resorptionsmuster gibt der histologische Auf- und Umbau des Kno-

chens im Ober- bzw. im Unterkiefer vor und nach Zahnverlust.

1.3 Heilung der Extraktionsalveole

Grundsitzlich gilt die Wundheilung als komplexer, physiologischer Prozess einhergehend mit
Inflammation, Proliferation und Migration basierend auf Angiogenese und Gewebesynthese

(Clark et al. 1985).

Nach Zahnextraktion folgt die Wundheilung der Alveole einem konstanten Schema:

* Ein Blutkoagulum bildet sich und wird am Rand durch inflammatorische Zellen, v.a. neutrophile
Granulozyten durchsetzt.
* Quantitativ sind die Blutzellen dhnlich wie im zirkulierenden Blutkreislauf anzutreffen.
* Das Fibrin bildet ein mit Blutzellen durchsetztes Gitter.
* Das angrenzende parodontale Ligament enthdlt multiple mesenchymale Zellen und eine Zahl an
groBBen, scheinbar dilatierten Gefdlen. Die Hauptfasern ( auch Sharpeysche Fasern ) sind in
zentraler Richtung in direktem Kontakt mit dem Blutkoagulum der Wunde.

einige Zeit nach
Extraktion:

* Blutzellen und Fibrin werden durch Granulationsgewebe infiltriert und teilweise ersetzt.

* Granulationsgewebe, neues Bindegewebe, Blutkoagel und Fibrin sind vorhanden.
* Die Epithelialisierung beginnt.
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* Im Wundareal sind nun zu finden: Granulationsgewebe, Bindegewebe, Osteoid, Epithel,
neugeformten Blutgeféfen, unreife mesenchymalen Zellen, verschiedene Leukozytenarten und
Kollagenfibrillen

* Parodontale Fasern sowie Reste des Blutgewebes werden ersetzt

* Zentral der ausheilenden Alveole befindet sich noch Granulationsgewebe

* Umrandend bildet sich bereits Bindegewebe und Osteoid.

—

* Die Epithelialisierung ist nicht vollstindig abgeschlossen.

* Der Geflechtknochen wichst ausgehend von den angrenzenden Knochenwénden hin zum zentralen
Areal der Wunde.

N R

* Bindegewebe und Knochen unterliegen weiterhin Umbauvorgédngen innerhalb des Defektes.

* Die Epithelschicht ist vollstindig verschlossen.

» Weite Teile der Extraktionsalveole sind mit neu gebildetem Knochen gefiillt. Dieser Knochen
enthdlt eine Vielzahl an primédren Osteonen und wird kontinuirlich in den bestehenden Knochen
umgebaut.

*Der neu gebildete Geflechtknochen frennt die Mukosa vom Wundareal.
¢ Der darunter liegende Geflechtknochen im apikalen Bereich der Wunde wird durch Knochenmark
ersetzt.
» Das Knochenmark enthilt groe Blutgefdfle, Entziindungszellen und Adipozyten.
« In manchen Bereichen kann um dem 90. Tag ein Ersatz des Geflechtknochens durch
60-90 Tage: Lamellenknochen beobachtet vyerden. Neben Qem neugebildeten Knochen unterliegt auch der
Knochen der Alveolenwinde einer Remodelation

—

* Die Hartgewebsbriicke wird durch Schichten von lamelldren Knochen, welcher sich auf dem
Geflechtknochen angelagert hat, verstirkt. Begleitend inserieren Kollagenfibrillen der Mukosa in
die neu geformte Kortikalis und folglich bildet sich eine periostidhnliche Struktur.

*Nach 180 Tagen wird die gesamte Region apikal der marginalen Knochenbriicke durch ihren Inhalt
als Spongiosa bezeichnet. Sie ist gut organisiert und enthélt eine grofe Zahl an Aipozyten und

120-180 Ta ge: wenig inflammatorischen Zellen. Innerhalb des Knochenmarks gibt es dennoch eine kleine Zahl an

lamelldren Trabekeln.

=

* Der Knochen unterliegt einem stindigen Remodeling. Er ist zeitlebens nicht statisch

—

Abbildung 1
(modifiziert entspr. Abb. 1, Amler et al 1969, Cardaropoli G. & Araujo M. et al. 2003)
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In manchen Bereichen unterliegt der Geflechtknochen ca. fiinf bis zehn Wochen nach Extrakti-
on osteoklastischer Resorption und indiziert somit den Prozess des Knochenaufbaus und Re-
modelings des neu geformten Knochens. Osteoklasten konnen hier vor allem auf der Oberfla-
che des randstdndigen Lamellenknochens beobachtet werden (Cardaropoli G. & Araujo M. et
al. 2003). Long (1995) postulierte, dass osteogene Vorlduferzellen als Speicher fiir knochenbil-
dende Zellen im Knochenmark dienen und dariiber hinaus Zugang zu peripheren Gefallen ha-
ben, so dass sie im Falle der vergroferten Nachfrage - wie z.B. bei Verletzungen des Hart- und

Weichgewebes - genutzt werden kénnen.

1.4 Knochenaufbau

Der Knochen besteht zu 30% aus organischen Bestandteilen, den nicht-kollagenen Proteinen
und dem Kollagen Typ [; und zu 70 % aus anorganischen Bestandteilen, dem Hydroxylappatit
und den Fluoriden und Chloriden (Felsenberg 2001).

1,5% Nicht-
kollagene Proteine

3,5% Fluoride, Chloride

28,5% Kollagen Typ |

66,5 % Hydoxylappatit

Abbildung 2 (modifiziert nach Felsenberg 2001)

Der zu 28,5 % im Knochen vorkommende Kollagen Typ I setzt sich aus einem Heterotrimer
von zwei Pro-al- und einer Pro-a2-Polypeptidkette mit repetitiven Sequenzen vom charakteris-
tischen Triplett GLY- X-Y zusammen. Durch die kleinste Aminosdure Glycin kénnen sehr fei-

ne Spiralen Kollagen gebildet werden (Felsenberg 2001).

Die nicht-kollagenen Proteine machen einen kleineren Anteil des Knochens aus. Sie betragen

lediglich 1,5 %, sind aber dennoch von immenser Wichtigkeit fiir das Hartgewebe. Zu den uns
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bekannten nicht-kollagenen Proteinen zdhlen Osteokalzin, Osteonektin, Knochen-

Proteoglykan, Sialoprotein, morphogenetisches Protein und Proteolipid (Felsenberg 2001).

Ohne Berticksichtigung der Entstehung und Struktur des ausgebildeten Lamellenknochens sind
die Zusammensetzungen und Eigenschaften der anorganischen Matrix im gesamten Skelett

vergleichbar. (Felsenberg 2001).

1.5Augmentation

Gemal der Prinzipien von Wiederherstellung und Ersatz (Sipe J.D. 2002) sind augmentative
Verfahren durch folgendes Muster geprigt. Das Augmentat selbst bildet eine Raum einneh-
mende Leitstuktur fiir einwachsende Zellen. Die Induktion der Knochenneubildung basiert
hauptsédchlich auf den bereits lokal vorkommenden Zellen. Diese Zellen werden, ausgeldst
durch externe Signale der Wachstumsfaktoren und Morphogene (z.B. Knochenmodulierendes
Protein — engl.: Bone morphogenetic protein), zur Zelldifferenzierung und Proliferation ange-
regt. Die Einsprossung neuer Gefdfle in das Augmentat und somit die Versorgung des Gewebe-
areals stellt die Grundvoraussetzung fiir eine erfolgreiche Einheilung des Augmentates (Taba

M. et al. 2005).

Ziel einer wiederherstellenden Behandlung im Bereich der Knochenaugmentation ist eine Re-

stitutio ad integrum.

Grundsétzlich unterscheidet man verschiedene Prinzipien in der Knochenregeneration; die Os-

teokonduktion, Osteoinduktion und gesteuerte Knochenregeneration.

Osteokonduktion: ~ Die Oberflache des Knochenersatzmaterials (KEM) dient als Leitstruktur

fiir einsprossende Gefédlle und sich bildenden Knochen.

Osteoinduktion: Laut DGZMK ist ,,die Osteoinduktion die de novo Bildung von Knochen
aus pluripotenten Reservezellen (Stammzellen), die ubiqitdr im perivas-
kuldren Bindegewebe und im Knochen vorkommen und unter bestimm-
ten Bedingungen durch morphogene Faktoren aktiviert werden. (...) De-
finitionsgemall muss eine osteoinduktive Substanz eine ektope Knochen-
neubildung, also eine Induktion von Knochengewebe an einem extraske-

lettalen Ort, bewirken* (Zitat H. Terheyden, J. Becker 2006).
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Osteogenese: Im Knochentransplantat enthaltene vitale Osteoblasten bilden unter aus-

reichender Blutversorgung zusitzliche Ossifikationszentren (Carranza

20006).
Gesteuerte Knochenregeneration:

Die befestigte Gingiva durchlduft einen hoheren Turnover als der Kiefer-
knochen. Eine Membran sorgt als uniiberwindbare Barriere fiir Fib-
roblasten etc. dafiir, dass schnell proliferierende Zellen nicht ungesteuert
in den Knochendefekt einwandern konnen. Ziel des Prozederes soll sein,
dass Zellen mit osteogenem Potential den Defekt auffiillen konnen, wel-
che sonst durch schnell arbeitende Bindegewebszellen daran gehindert

werden (Dahlin C. 1988).

Knochenersatzmaterialien lassen sich entsprechend ihres Ursprungs in verschiedene Gruppen

einteilen.

Autograft Der Knochen entstammt dem glei-
chen Individuum.
Entnahmestellen:
—aus dem Operationsgebiet mit-
tels Safescraper oder Knochenfalle
—Retromolar
—Kinnregion
—Beckenkamm
—Rippe

Isograft Spender und Empféinger sind gene-
tisch eng verwandt, Bsp. Zwillinge

Allograft Spender und Empfanger sind gene-
tisch nicht verwandt, das Trans-
plantat ist humanen Ursprungs

Xenograft Das KEM ist tierischer Herkunft;
je nach Spezies spricht man u.a.
von bovinem (dem Rind entstam-
mendem), porkinem (dem Schwein
entstammendem) oder equinem
(dem Pferd entstammendem) Mate-
rial.

Allograft Ersatz des Gewebes durch synthe-
tisch hergestelltes Material

Tabelle 2
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In ihren Eigenschaften unterscheiden sich die verschiedenen Arten von Knochenersatzmateria-
lien maf3geblich. Autologer Knochen wirkt sowohl osteoinduktiv als auch osteokonduktiv. Al-
logener Knochen wirkt hauptsichlich osteokonduktiv, steht jedoch in Verdacht, osteoinduktiv
zu wirken. Xenogene und alloplastische Knochenersatzmaterialien wirken ausschlielich oste-

okonduktiv (Carranza 2006).

Trotz multipler Variationen der Knochenersatzmaterialien bleibt das autologe Knochentrans-
plantat mit den Eigenschaften der Osteoinduktion, Konduktion und Osteogenese bis heute der
Goldstandard in der augmentativen zahnérztlichen Chirurgie (Chiapasco et al. 2006). Ist dies
operativ nicht zu realisieren, erfolgt die Verwendung eines der oben genannten Materialien.
Hierbei sollte beachtet werden, dass nicht nur die Herkunft des Materials eine Rolle fiir die
Osteointegration spielt, sondern auch dessen physikalischen Eigenschaften. Die Porositdt und
die Porengréfen sind sowohl in vitro wie auch in vivo von entscheidender Bedeutung, da sie
mit der Knochenneubildung korrelieren. Die kleinste empfohlene Porengrof3e aus fritheren Stu-
dien betrug 100 microm, jedoch liegt die bevorzugte Porengrofle fiir die Knochenneubildung
und Einsprossung von Gefdllen bei 300 microm. Die physikalischen Eigenschaften des Materi-
als sollten so gewidhlt werden, dass die Remodellation des Knochens im Gleichgewicht zur

Degradation des Knochenersatzmaterials steht (Karageorgiou V. Kaplan 2005).

AccV  Spot Magn Det WD Exp
100V 30 2600x SE 187 0 Geistlich 030037G/134 spongiosa
-

Abbildung 3
(Geistlich ® Bio-Oss REM, 10um; mit freundlicher Genehmigung der Firma Geistlich)

Fiir die aktuelle Studie wurde das xenogene Knochenersatzmaterial Bio-Oss (Geistlich ®) als
Tragersubstanz verwendet, welches bereits in der Praxis breite Anwendung findet und in einer

Vielzahl an Studien als primér osteokonduktive Leitstruktur oder getrdnkt mit zusitzlichen
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Substanzen gute Ergebnisse erzielte (Schwarz et al. 2008b, Simion et al. 2006 etc.). In einer
Studie von Araujo et al. konnten die begiinstigenden Eigenschaften des Bio-Oss® als Tra-
gersubstanz und Augmentat bereits herausgestellt werden. Es behilt iiber einen ldngeren Zeit-
raum sein Volumen und die Leitstruktur fiir den einwachsenden Knochen. Mineralisationszen-
tren peripher des umrandenden Knochens in direktem Kontakt mit dem Knochenersatzmaterial
Bio-Oss® sowie sich auf das Augmentat auflagernde Zellen mit osteoblastischem Potential

sind Anzeichen fiir einen osteogenen Prozess im betreffenden Areal (Araujo et al. 2002).

1.6 Gesteuerte Knochenregeneration (engl.: ,,guided bone regeneration®)

Das Prinzip der gesteuerten Knochenregeneration wurde anfangs ausschlieSlich im Fachbereich
Parodontologie eingesetzt (Garret S. et al 1996), doch mittlerweile ist es auch im Bereich der
Implantologie und intraossdren Kieferkammdefekten State of the Art (Fritz ME. et al. 1996;
Schwarz et al. 2008a). Die seit den neunziger Jahren etablierte Technik zur Augmentation des
knochernen Implantatlagers ist wissenschaftlich ausreichend dokumentiert (DZZ 6/2005
Schliephake T.). Erste Pilotstudien an Hunden sind bereits um das Jahr 1990 publiziert worden
(Seibert/ Nyman et al. 1990). In der genannten Vorlduferstudie wurden durch die Extraktion
der ersten und zweiten Pramolaren bei zwei Beagle Hunden bukko-linguale Kieferkammdefek-
te geschaffen, welche gemél eines Splitmouthdesigns nach 90 Tagen entweder mit Membran
und Hydroxylappatit augmentiert oder als Kontrollgruppe nativ belassen wurden (Seibert/

Nyman et al. 1990).

Zugelassen durch das Medizinproduktegesetz sind eine Vielzahl an Materialien fiir die gesteu-
erte Knochenregeneration, jedoch sollten alle Membranen folgende Eigenschaften besitzen.
Hauptséchlich sind dies die Platzhalterfunktion, die Gewebekompatibilitit, die Gewebsintegra-
tion und der Ausschluss von Zellen trotz Semipermeabilitit fiir Blutgefde. Desweiteren ist
eine einfache klinische Handhabung fiir den langfristigen Erfolg von Vorteil. Laut vorangegan-
genen Studien spielt die Angiogenese eine Schliisselrolle fiir den Erfolg der gesteuerten Kno-

chenregeneration/ gesteuerten Geweberegeneration (Hardwick et al. 1994).
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Grundsatzlich unterscheidet man Membranen nach folgenden Kriterien:

Membranen

Bsp. Gore-tex

synthetisch
nicht-
resorbierbar
ePTFE titanverstérkt Bsp. Gore-Tex Ti

Polyglactin 910 Bsp. Vicryl

Poly-DL-laktid/Co-
. glykolid Bsp. Resolut
synthetisch

resorbierbar N
Poly-DL-laktid mit

N-methyl-2- Bsp. Atrisorb
pyrrolidon

Polylactid/
polyglycolid Bsp. Osseoquest
Trimetylencarbonat

porkines Kollagen Bsp. Bio-guide

nativ
bioabbaubar

bovines Kollagen Bsp. Biomend

humanes Kollagen Bsp. Alloderm

Abbildung 4 (modifiziert nach Rateitschak K.H., Wolff H.F., 2000)

Lekovic et al. fithrten im Jahr 1997 eine klinische Studie mit nicht resorbierbaren Membranen
durch. Entsprechend eines Splitmouth Designs wurden mehrere Zéhne extrahiert. Eine Alveole
wurde anschlieBend mit einer ePTFE-Membran (expandiertes Polytetrafluoroethylen) bedeckt,
wihrend die andere konservativ einheilte. Nach sechs Monaten konnte anhand zuvor erstellter
Modelle der Alveolen der Fortschritt beurteilt werden. Im Vergleich zur Kontrollgruppe zeig-

ten klinische Messungen und Modellanalysen eine statistisch volumindsere Kammdimension in

den mit ePTFE bedeckten Alveolen.
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Im gleichen Jahr veroffentlichten Dies et al. eine Studie in welcher die ePTFE-Membran mit
und ohne allogenem oder xenogenem Knochenersatzmaterial nach sechs bis neun Monaten
bewertet wurde. Die Regeneration der hier vorherrschenden bukkalen Dehiszenzen in Extrakti-
onsalveolen war in dieser Studie mit Knochenersatzmaterial weniger erfolgreich als die Kon-

trollgruppe.

Im Gegensatz zu nichtresorbierbaren Membranen fordert die Verwendung von resorbierbaren
Materialien die Wundheilung. Bezogen auf die primdre Wundheilung haben resorbierbare
Membranen die Eigenschaft, das Blutkoagulum zu sichern, die Wunde zu stabilisieren und die
Héamostase zu fordern. Gleichzeitig locken sie chemotaktisch proliferierende Zellen an und
verstarken durch ihre Kollagenstruktur den Mukoperiostlappen. Quervernetzte Membranen
weisen einen langsameren Zersetzungsprozess auf, dies fiihrt zu einer Proliferation der im De-
fekt vorhandenen Zellen mit osteogenem Potential (Bunyaratavej, P. & Wang, H.L., 2001). Die
Studien zu quervernetzten Membranen sind heterogen. Rothamel et al. leitete aus einer Studie
an Ratten ab, dass die quervernetzten Membranen auch negative Eigenschaften bezogen auf die
Wundheilung haben. So konnte er demonstrieren, dass die biologische Degradation der Memb-
ranen sich verzdgert. Desweiteren schien die Quervernetzung zu einer schlechteren Biokompa-
tibilitdt und somit zu einer erhohten Fremdkorperreaktion zu fithren. Auch die bei der Augmen-
tation flir die basale Nutrition erforderliche Vaskularisierung des Gewebes wurde beeintrachtigt
(Rothamel et al. 2005). Die Moglichkeiten der Quervernetzung sind mannigfaltig. Es scheint,
als wire die Angiogenese abhidngig von der jeweilig spezifischen Struktur der einzelnen

Membran (Schwarz et al 2006a).

In der klinischen Anwendung werden heut zu Tage Kollagenmembranen und ePTFE-
Membranen bevorzugt verwendet. Vergleichend zeigen beide dhnliche Erfolge. Ein Nachteil an
nicht-resorbierbaren Membranen ist v.a. der notwendige Zweiteingriff zur Membranentfernung,
der durch die Bildung eines Mukoperiostlappens mit einer Resorption des Alveolarknochens

von ca. Imm einhergeht (Philstrom et al. 1983).

Bisher zeigt das Verfahren der gesteuerten Knochenregeneration eine giinstige Prognose hin-
sichtlich des Erhaltes der horizontalen und vertikalen Dimension des Alveolarkamms nach
Zahnextraktion. Es ist jedoch darauf hinzuweisen, dass das Membranmaterial per se keinen
Einfluss auf den Erfolg nimmt. Der Zusatz von Knochenersatzmaterial zeigt in zuvor unter-
suchten Studien nur einen synergistischen Effekt bezogen auf die Membranstabilitit, nicht aber

auf die Knochenneubildung (Schwarz et al. 2006b).
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In der aktuellen Studie wird in Anbetracht der heterogenen Studien, die den Erfolg der gesteu-
erten Knochenregeneration bewerteten (Rothamel et al. 2005; Schlegel et al. 1997), die Memb-
ran ,,Bio-Gide®* verwendet. Neben dem im Folgenden spezifizierten priméren Ziel der Studie
soll der Einfluss dieser Membran auf die Augmentation mit hPDGF-BB versetztem Knochen-

ersatzmaterial weiter verifiziert werden.
1.7 Verwendung von Wachstumstaktoren

Seitdem die Angiogenese eine Schliisselrolle in der Knochenbildung eingenommen hat (Mair et
al. 2007, Arnold’ /West' et al. 1991), wurde auch die Applikation von Zytokinen, die an der
vaskuldren Entwicklung beteiligt sind, als ein potentieller therapeutischer Ansatz fiir lokale

Knochenaugmentationen in der implantatversierten Zahnmedizin betrachtet (Jung et al 2008).

Die biologische Wirkung von Zytokinen ist nicht spezifisch auf einen Zelltyp beschriankt und
im Umkehrschluss konnen verschiedene Zytokine auf einen bestimmten Zelltyp wirken. Die
Signalauswirkungen sind jedoch @hnlich. Das Wirkspektrum der Zytokine ist weitldufig um-

schrieben (T.Kishimoto et al 1994).

Bereits M.R. Urist 1965 vermutete einen Mechanismus von lokalen Faktoren im Wundgebiet.
Umherschweifende Histiozyten, Riesenzellen und inflamatorische Bindegewebszellen wan-
dern, angelockt durch Abbauprodukte der umgebenden Matrix, in das Wundareal ein und
proliferieren am aufgebrachten Knochentransplantat. Vor Ort - so vermutete M.R.Urist - kénn-
ten sie Signale fiir den Gewebeabbau auf die Empfingerzellen iibertragen und somit das Re-
modelling auslosen. Sowohl die Zellen, die das Signal geben, als auch die Zellen, die das Sig-
nal erhalten nehmen ihren Ursprung aus proliferierenden Zellen des Wundgebietes. M.R. Urist
war ebenfalls der Annahme, dass die Differenzierung der Osteoprogenitorzellen zu proliferie-
renden Osteoblasten und Osteoklasten durch lokale Signalwege im Zellzyklus induziert wird

(M.R.Urist 1965).

Auch R. Ross stellte wihrend Forschungsarbeiten 1974 fest, dass die grofite wachstumsfor-
dernde Aktivitit direkt oder indirekt mit einer Substanz assoziiert ist, welche wihrend der Ge-

rinnung freigesetzt wird (R. Ross et al. 1974).

Die Liste der in experimentellen Studien fiir Wachstumsfaktoren verwendeten Tiermodelle ist
betriachtlich. Die den Polypeptiden zuzuordnenden Wachstumsfaktoren werden prinzipiell defi-
niert als Mediatoren, welche die Zellproliferation sowie den Zellstoffwechsel iber membran-

stindige Rezeptoren vermitteln. Neuste Entwicklungen in der Biotechnologie und Gentechnik
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haben die Untersuchungen zu Wachstumsfaktoren in humanen klinischen Studien vereinfacht,
bislang kann man jedoch nur von vorldufigen Ergebnissen dieser humanen Studien sprechen

(Kiritsy et al 1993).

Zu den Wachstumsfaktoren zdhlen u.a. der Transforming Growth Faktor-8 (TGF-8), die Bone
Morphogenic Proteins (BMP), der Fibroblast Growth Faktor (FGF), der Plateletd-derived
Growth Factor (PDGF) und der Insulin-like Growth Factor (IGF).

Dem Wachstumsfaktor PDGF wird eine regulatorische Position im Wachstum des Bindegewe-
bes zugeordnet, weil er ausnahmslos im Areal traumatisierten Gewebes ausgeschiittet wird

(Stiles CD et al. 1979).

In den siebziger und achtziger Jahren wurden Untersuchungen zur Identifikation des PDGF
durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Studien zeigen ein molekulares Model des PDGF, wonach
PDGF aus 2 verschiedenen, kovalent verbundenen Polypeptidketten aufgebaut ist (Heldin C-H.
et al 1981) und im Vergleich zu anderen Proteinen ein totales Molekulargewicht von etwa 20-
30 000 ausmacht (Heldin C-H. et al 1977). Sein isoelektrischer Punkt liegt ungefahr bei 9 (An-
toniades HN. Et al. 1979). Spiter konnten drei verschiedene dimere Formen des PDGF gefun-
den werden: PDGF-AA, -BB, -AB (Johnsson et al. 1984).

PDGF-BB - ein stark mitogener und chemotaktischer Faktor - reguliert hauptsédchlich die Rei-
fung und Remodellation von neuen Blutgefdflen (Risau 1997). Zusitzlich fordert PDGF-BB die
Proliferation der Osteoprogenitorzellen und der kollagensynthetisierenden Zellen (Canalis et al
1989; Zhang et al. 1991), jedoch verursacht rhPDGF-BB auch eine stirkere Stimulation der
nicht-kollagenen Proteinsynthese. Diese Erkenntnis fiihrt zu der Annahme, dass die Auswir-

kungen nicht spezifisch fiir die Kollagensynthese sind (Canalis et al 1989).

Es wird suggeriert, dass eine exogene Applikation der verschiedenen Kombinationen an
Wachstumsfaktor - wie z.B. PDGF-BB, IGF und TGF-8 - die Wundheilung zusitzlich verbes-
sert, weil die Verwendung dieser Kombinationen ndher die physiologische Konstitution der

Wunde imitiert als die Verwendung von ausschlieBlich einem Wachstumsfaktor.

Vorherige experimentelle Tierstudien haben gezeigt, dass die lokale Applikation von rekombi-
niertem humanen (rh)PDGF-BB in Kombination mit den Grundbestandteilen der gesteuerten
Knochenregeneration das Potential haben konnten, die Knochenbildung in kranialen (Vikjaer et

al 1997) oder periimplantdren Knochendefekten (Becker et al 1992) zu beglinstigen.
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Kiirzlich wurde ein sehr langsam resorbierendes xenogen-abgeleitetes Knochenersatzmaterial
(partikuliert oder als Blocktransplant) in Betracht gezogen, um als geeignetes Gertist fiir die
Bereitstellung von Wachstumsfaktoren wie z.B. BMP-2 (Jung et al. 2003; Schwarz et al 2008b)
und PDGF-BB (Rezeptor Ligand-BB) (Lioubavina-Hack et al. 2005a; Simion et al 2006, 2007,
Rocchietta et al. 2007) zu dienen. Erst vor kurzer Zeit wurde PDGF-BB in Kombination mit -
Tricalciumphosphat fiir die Behandlung von parodontalbezogenen Defekten durch die United

States Food and Drug Administration in den USA genehmigt (Simion et al. 2006).

Ein forderlicher Effekt von thPDGF-BB getrainktem KEM (Knochenersatzmaterial) in Form
eines Blocktransplantates wurde in einer Hundestudie vier Monate nach vertikaler Kiefer-
kammaugmentation von Simion et al. beobachtet. Dieser positive Effekt zeigte sich hauptsich-
lich, wenn die augmentierten Areale nicht von einer nativen Kollagenmembran bedeckt waren
(Simion et al. 2006). Obgleich dieser Typ von Kollagenmembran (CM) nachweislich die friihe
transmembrandre Angiogenese unterstiitzt (Schwarz et al. 2006a), wird vermutet, dass ihr Ein-
bringen die Osteoprogenitorzellen ausgrenzen konnte, die dem Periost entstammen (Simion et
al 2006). Jedoch haben die Ergebnisse von jiingst durchgefiihrten experimentellen Studien ge-
zeigt, dass das Einbringen von nativen Kollagenmembranen dazu fiihrt, eine Stabilitit fiir par-
tikuldres KEM bei der lateralen Kieferkammaugmentation an Hunden zu sichern und dass sie

scheinbar nicht mit der knocheninduktiven Kapazitit von thBMP-2 interferieren (Schwarz et

al. 2008b).

Abbildung 5
(Geistlich ® 2008, Biogide, HG-blau; mit freundlicher Genehmigung von Geistlich)
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2. Ziele und Arbeitshypothesen

Zum jetzigen Zeitpunkt sind keine histologischen Daten verfiigbar, die den Effekt von partiku-
larem KEM mit und ohne den Zusatz von rhPDGF-BB fiir die laterale Kieferkammaugmentati-
on bewerten. Obwohl Barrieremembranen grundsitzlich die Stabilisierung partikuldren Kno-
chenersatzmaterials insbesondere in nicht selbst erhaltenden Defektbereichen verbessern, kann
die temporére Separation des angrenzenden Periosts zu einer Verminderung der Vaskularisati-
on und somit eingeschrinkten Effektivitdt biologisch aktiver Faktoren (hier rhPDGF-BB) fiih-

ren.

Fiir die vorliegende praklinische Untersuchung wurden nachfolgende Ziele formuliert:

1. den Effekt von thPDGF-BB im initialen Stadium der Wundheilung bei lateraler Kiefer-
kammaugmentation an chronischen Defekten unter Verwendung von partikuldrem
Knochenersatzmaterial zu bewerten.

2. den Einfluss einer nativen Kollagenmembran auf die biologische Aktivitit von
rhPDGF-BB in chronischen Defekten unter Verwendung von partikulairem Knochener-

satzmaterial zu bewerten.

Nachfolgende Arbeitshypothesen wurden formuliert:

1. rhPDGF-BB hat einen positiven Einfluss auf die Vaskularisation und initiale Knochen-
regeneration
2. eine native Kollagenmembran fordert die transmembrandre Vaskularisation und nimmt

somit keinen negativen Einfluss auf die biologische Aktivitidt von thPDGF-BB.
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3. Material und Methode

3.1 Tiere
Fiir diese Studie wurden vier mannliche Beagle-Hunde

Alter 18,5 +/- 1 Monat

& Gewicht 11,9+/- 0,6kg
verwendet. Alle Tiere wiesen eine vollstindig durchgebrochene, permanente Dentition auf.
Wihrend des Experimentes wurden die Hunde einmal pro Tag mit weicher Nahrung und Was-
ser versorgt. Die Studie wurde vom Landesamt fiir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz
NRW (LANUYV) genehmigt.
Der experimentelle Teil der Studie startete nach einer vierwochigen EingewOhnungsphase der

Versuchstiere.

3.2 Studiendesign und Randomisierung

Die Studie wurde in zwei chirurgischen Phasen durchgefiihrt. In der ersten Phase wurde im
Ober-(OK) und im Unterkiefer (UK) die Extraktion der zweiten, dritten und vierten Pramolaren
sowie der ersten beiden Molare (P2-M2) bilateral an jedem Hund durchgefiihrt. Nach der
Zahnextraktion wurden chirurgisch standardisierte, kastenformige Defekte in jedem Quadran-
ten an der bukkalen Fliche des Kieferkamms operativ geschaffen (drei im Unterkiefer und zwei
im Oberkiefer). Nach acht Wochen geschlossener Einheilung wurden die chronischen Defekte
zufallig im Splitmouth-Design zugeteilt, um den Einfluss von entweder thPDGF-BB im UK
oder einer Kollagenmembran mit rhPDGF-BB im OK zu ergriinden.

Dementsprechend erhielten alle Hunde die folgende Behandlung:

OK: KEM-+ rhPDGF-BB vs. KEM + rhPDGF-BB + CM
UK: KEM + rhPDGF-BB + CM vs. KEM + CM

Die zufillige Zuordnung wurde entsprechend einer computergenerierten Liste organisiert

(Randlist, DatInf GmbH, Tiibingen, Germany). Die Tiere wurden nach einer geschlossenen

Wundheilung von drei Wochen eingeschléfert.
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3.3 Tabelle 3 Chirurgische Phase 1 (Zahnextraktion und Defektbildung)
Ablauf Priaparate und Dosierung Hersteller
Praoperative Medi- sintramuskulérer Sedierung mit  *Vetranquil 1%

kation 0,17mg/kg Acepromazine Ceva Tiergesundheit

Diisseldorf, D

Intraoperative Medi-  + Anésthesie wurde mit Trapanal 2,5%
kation 21,5mg/kg Thiopentalsodium Altana GmbH
initiiert. Konstanz, D

» Wihrend aller Eingriffe wurde
eine Inhalationsnarkose mittels
Sauerstoff, Lachgas und Isoflu-

ran durchgefiihrt.

* Um die Hydratation aufrecht
zu erhalten, erhielten alle Tiere
eine konstante Infusion mit

Laktatringerlosung.

* Intraoperative Analgesie wur-  Dipidolors, Janssen-Cilag GmbH,
de iiber intravendse Injektion Neuss, Germany
von 0,4mg/kg Piritramid und Rimadyl, Pfitzer Pharma GmbH,
4,5mg/kg Carprofen herbeige-  Karlsruhe, D
fiihrt.

Postoperative Medi- ¢ Piritramid und Carprofene

kation wurden fiir drei Tage in der
oben beschriebenen Dosis sub-

kutan appliziert.

* Prophylaktisch wurde intra- 11mg/kg KG Clerobe, Pharmacia
und postoperativ drei Tage Tiergesundheit, Erlangen, D

Clindamycin verabreicht.
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In der ersten Operation wurden nach Prdparation eines Mukoperiostlappen und Zahnseparation
in beiden Kiefern vorsichtig bilateral P2-M2 entfernt. Nach der Extraktion wurden standardi-
sierte, kastenformige Defekte im bukkalen Kieferknochen in einer Distanz von 5 mm mit einer

geraden Hartmetallfrdse préapariert.

9 mm in der H6he vom krestalen Knochen ausgehend

6 mm in die Tiefe von der Oberfldche des bukkalen Knochens ausgehend

12 mm Breite in mesiodistal Richtung

Abbildung 6

Die korrespondierende linguale Knochenwand wurde intakt gelassen.

Abbildung 7
Insgesamt wurden n=6 Defekte im UK bilateral prépariert. Vier dieser Defekte wurden ver-
wendet, um den Einfluss von thPDGF-BB auf die Knochenbildung in Kombination mit Kno-

chenersatzmaterial und GBR einzuschétzen.
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Abbildung 8
Insgesamt n=4 Defekte wurden im OK bilateral prapariert und bestimmt, um den Einfluss von
GBR auf die Knochenbildung unter der Verwendung von rhPDGF-BB versetztem Knochener-

satzmaterial, zu bemessen.
Die Defektgrofle wurde durch die Benutzung einer Parodontalsonde standarisiert (PCP12, Hu-

Friedy Co., Chicago, IL, USA). Insgesamt wurden n=6 Defekte im Unterkiefer priapariert, wéh-
rend der Oberkiefer nur insgesamt n=4 Defekte erlaubte (Abbildung 6, 7 und 8).

Tabelle 4a Dimension der chronisch-lateralen Kieferkammdefekte (mm) im UK (n=4 Hunde)

KEM+rhPDGF+CM KEM+CM
Standard- Standard-
Mittelwert abweichung  Median Mittelwert  abweichung Median
Hohe 8,70 0,50 8,60 8,42 0,46 8,50
Breite 10,87 1,10 11,25 10,45 0,88 10,40
Tiefe 3,55 0,64 3,80 3,17 0,38 3,35
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Tabelle 4b Dimension der chronisch-lateralen Kieferkammdefekte (mm) im OK (n=4 Hunde)

KEM+rhPDGF+CM KEM+rhPDGF
Standard- Standard-
Mittelwert abweichung Median Mittelwert  abweichung Median
Hohe 7,85 0,77 8,00 8,12 0,56 8,20
Breite 9,82 0,61 9,80 10,17 0,76 10,25
Tiefe 3,45 0,63 3,55 3,55 0,38 3,65

Alle Osteotomien wurden unter ausreichender Kiihlung mit steriler, 0,9%iger physiologischer

Kochsalzlosung durchgefiihrt. Nach Wundverschluss mit Matratzennaht (Resorba, Niirnberg,

Germany) konnten die Wunden fiir acht Wochen heilen.

3.4 Adsorption von rhPDGF-BB

Fiir die Durchtrankung wurde 0,5g partikuldres Knochenersatzmaterial mit 0,5ml rthPDGF-BB

befeuchtet, die Kontrollprobe hingegen mit 0,5ml steriler Kochsalzlosung. Das KEM wurde

jeweils nach einer Rehydratation von 15min implantiert.
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Material Hersteller

Testgruppe 0,5g partikuldares Knochener- Geistlich BioOss spongiosa Gra-
satzmaterial nula, Partikelgrofe 0,25-1mm,

Geistlich Biomaterial, Wolhusen

Schweiz

0,5ml rhPDGF-BB XFBZ02, Osteohealth ®, Shirley,

(vorgefiillte Spritze mit NY, USA

0,3mg/ml Inhalt)

Kontrollgruppe 0,5g partikuldres Knochener- Geistlich BioOss spongiosa Gra-

satzmaterial nula, PartikelgrofBe 0,25-1mm,
Geistlich Biomaterial, Wolhusen
Schweiz

0,5ml Kochsalzlosung

Tabelle 5

Geistlich Bio-Oss® ist ein bovines Knochenersatzmaterial, welches aus deproteinierten, austra-
lischen Rinderknochen hergestellt wird. Die organische Komponente wird bei der Bearbeitung
der Knochenpartikel vollstdndig eliminiert. Zuriick bleibt eine harte anorganische Komponente
aus Kalziumverbindungen, die als Leitstruktur fiir einwachsenden Knochen dienen

soll(Geistlich®).

5kV  39mm

Abbildung 9
(Geistlich ®, Bio-Oss REM; mit freundlicher Genehmigung von Geistlich)
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3.5 Operative Phase 2 (Knochenaugmentation)
In der zweiten operativen Phase wurden bilateral vestibulédre Inzisionen in beiden Kiefern ange-

legt und zur Freilegung der entsprechenden Bereiche ein Mukoperiostlappen prépariert.

Abbildung 10
Hier zeigt sich der Kieferkamm 8 Wochen nach geschlossener Einheilung. Vor der Augmenta-

tion wurde das Granulationsgewebe sorgfaltig entfernt.

Die Dimension des resultierenden Defektes wurde mit derselben Parodontalsonde gemessen
(Tabelle 4a/b). AnschlieBend wurden vier Defekte im UK (n = 2 pro Seite) nach dem Zufalls-
prinzip mit partikulirem KEM (Geistlich BioOss spongiosa Granula, Partikelgrofe 0,25-1mm,
Geistlich Biomaterial, Wolhusen Schweiz) augmentiert, welches entweder mit thPDGF-BB
(Testl) oder mit Kochsalzlosung versetzt war (Kontrollgruppel). Beide Gruppen wurden mit
einer porkinen, nativen Kollagenmembran CM Typ I/IIl ohne Quervernetzungen bedeckt
(Geistlich Biogide, Geistlich Biomaterial).

Fiir die verbleibenden Defektareale wurde ein alloplastisches Knochenersatzmaterial als Ag-
gregattrager benutzt. Diesbeziigliche Ergebnisse werden an anderer Stelle erwéhnt (Schwarz et

al. 2009).
BioGide (Geistlich Biomaterials)

Diese Membran ist entsprechend eines Bilayers aufgebaut. Sie zeigt auf der einen Seite eine
glatte, zellokklusive Seite, wahrend die andere Seite rau und offen porig ist (Geistlich Bio-
material). Thre Struktur dient als Leitschiene filir einwachsende Blutgefif3e (Rothamel et al.
2005, Schwarz et al 2006a, Schwarz et al 2008b).

Durch ausreichende Integration in das umliegende Gewebe ohne dabei eine Fremdkorperre-
aktion auszuldsen, soll die Membran das heilende Gewebe stabilisieren (Hardwick et al.

1994),
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Im Oberkiefer wurde jeder Defektbereich mit thPDGF-BB versetztem KEM augmentiert und
entweder mit einer Kollagenmembran bedeckt (Test2) oder unbedeckt belassen (Kontrolle2).
Entsprechend eines Splitmouth-Designs wurden die Defektareale der Test- oder der Kontroll-
gruppe zugeordnet. Die folgenden Bereiche im Ober- und Unterkiefer sind demzufolge von

jedem Hund getestet:

Tabelle 6 Splitmouth-Design:

OK: Areal 1+2 Areal 3+4
KEM + rthPDGF-BB + CM KEM + rhPDGF-BB
(Testgruppel) (Kontrollgruppel)
UK: Areal 1+2 Areal 3+4
KEM + rthPDGF-BB + CM KEM + CM
(Testgruppe 2) (Kontrollgruppe 2)

Abbildung 11
Vor der Augmentation in den entsprechenden Gruppen wurde die Kollagenmembran getrimmt
und entlang des Kieferkamms adaptiert. Dies sollte die Stabilitdt des Knochenersatzmaterials

am Defektboden sichern. (Unterkiefer)
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Abbildung 12
Das KEM wurde homogen in jeden Defekt eingebracht.
(0,1-0,15g KEM korrespondierend zu 0,03-0,045mg rhPDGF-BB pro Defekt)

Abbildung 13
Nach der Augmentation wurde die Kollagenmembran {iber den gesamten Defekt gelegt, sodass
sie 1-2 mm des umgebenden Kieferkamms bedeckt. Weder Nihte noch Stifte wurden fiir die

Membranfixation und Stabilisation eingesetzt.

Nach der Periostschlitzung wurde der Mukoperiostlappen angehoben, koronal reponiert und
mit vertikalen oder horizontalen Matratzennéhten (Resorba) fixiert, um optimale Heilungskon-

ditionen zu erreichen.

Abbildung 14
Das augmentierte Areal konnte fiir dret Wochen einheilen. Das Bild zeigt ein nicht-exponiertes

Areal im Unterkiefer (KEM+rhPDGF-BB+CM) vor der Einschldferung des Hundes.
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3.6 Untersuchung der Alkalinen Phosphatase (ALP) und Laktatdehydrogenase (LDH)

Zu Beginn des experimentellen Teils der Studie wurde der Effekt von SaOs-2 osteoblastenidhn-
lichen Zellen (DSMZ No. ACC 243, Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkultu-
ren, DSMZ, Braunschweig, Deutschland) (vierte Passage 5x10"3 cells per culture well, 96-
well flat-bottom plates (Corning Costar, Schipol-Rijk, the Netherlands)) durch die Induktion
der Laktatdehydrogenasesynthese (LDH) (CytoTox 96 non-radioactivity, totoxicity Assay,
Promega Madison, WI, USA) (Zellproliferation) und der ALP (Biologische Aktivitét) de novo
Synthese am Tag 0 (2h) und 7 verifiziert. In zweifacher Ausfiihrung wurde 0,5¢ rhPDGF-BB
versetztes KEM gleichméfig in insgesamt n=24 Behiltnisse verteilt (vier Gruppen, n = 6 pro
Gruppe), daraus resultiert eine finale rhPDGF-BB Konzentration von 6ug/Behéltnis. Natives
KEM diente als entsprechende Kontrollgruppe (vier Gruppen, n= 6 pro Gruppe). Das Kultur-
medium (DMEM, Gibco, Life Technologies GmbH, Karlsruhe, Germany) wurde nach drei
Tagen gewechselt. Fiir die ALP Probe wurden 80ul einer Standardlésung (P6774, 50 U/ul,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 20ul einer Pufferlosung (5 mM MgCl2, 0.5M 2-amino-
2methyl-1-propanol), und 100ul einer Substratlosung (0.5 M Paranitrophenylphosphat, A3469,
Sigma-Aldrich) in jedes Behéltnis hinzugefiigt und fiir 1h bei 37°C inkubiert. Die LDH Probe
wurde nach den Vorschriften des Héndler angewendet, wobei 50ul Zelllysate mit 50ul Sub-
stratlosung verwendet wurden. Mittels eines spektrophotometrischen Kartenlesers wurde die
Absorption (ALP bei 405nm oder LDH bei 492nm) in jedem Behéltnis gemessen. Die Messung
wurde innerhalb einer Stunde nach Addition einer Stoplosung (ALP: 3M NaOH) durchgefiihrt.

3.7 Bereitstellung des Probensatzes

Die Tiere wurden nach einer Einheilzeit von drei Wochen getétet. Durch die Carotis applizier-
te, 10% gepufferte Formalinlosung fixierte das orale Gewebe. Die Kiefer wurden reseziert und
Blocke mit Probenmaterial sichergestellt. Alle Einzelproben wurden in 10% neutralgepufferter

Formalinlosung fiir 4-7 Tage fixiert.
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3.8 Tabelle 7 Histologische Préparation in zeitlicher Reihenfolge

Versuchsdurchfithrung Materialquelle Besondere Mafinahmen

Die Proben wurden un- MMA, Technovit9100 NEU, Wihrend der Prozedur wurde

ter der Verwendung Heraeus Kulzer, Werheim, D jeglicher Einfluss von Polymeri-
einer Reihe aufsteigen- sationshitze dank kontrollierter
der Alkohole und Xylen Polymerisation in kalter Atmo-
dehydriert und fiir eine sphére (-4°C) vermieden. Nach
nicht-dekalzifizierende 20h waren die Proben vollstindig
Sektion eingebettet in polymerisiert.
Methylmethacrylat.

Serienschnitte wurden  Exakt®, Apparatebau, Nor-
vom Zentrum aller De- derstedt, D

fektareale in bukko-

oraler Richtung prépa-

riert; ungefdhr 10

Schnitte a ca. 500mm

Dicke (Donath 1985).

Anschlieflend wurden Technovit 7210 VLC, Heraeus
alle Proben mit Kleber Kulzer, Wehrheim D
(Acrylzement) auf Opa-

kes Plexiglas geklebt.

Die Schnitte wurden auf

eine finale Dicke von

ungefihr 30um abge-

schliffen.

GleichmafBige und zufal- (1) Toluidine Blau Fér- Keine AbstoBungsreaktion
lige Zuteilung der his- bung- TB

tomorphometrischen (2) Siehe 2.9

(T1) oder der immun-
histochemischen Analy-

se (T2)
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3.9 Tabelle 8 Immunhistochemische Untersuchung in zeitlicher Abfolge:

Versuchsdurchfithrung Materialquelle Hinweise

Die in MMA- (2x 30min)
eingebetteten Gewebe- (Schwarz et al. 2008a, 2008b)
stiicke wurden in Xylen
deplastifiziert.
Behandlung mit (2x20min)
2-Methoxylethylacetat (Schwarz et al. 2008a, 2008b)
Behandlung mit Aceton (2x5min)

(Schwarz et al. 2008a, 2008b)
Rehydratation in Phos-

phat-pufferlésung (PBS)

Antigendemaskierung, 0,05% in PBS, PAA Laborato- (15min bei 37°C)

die Schnitte wurden in ries GmbH, Austria

Trypsin inkubiert.

Die Aktivitét der endo- (10min bei Raumtemperatur)

genen Peroxidase wurde

durch 0,9% hydrogene

Peroxidase in PBS ge-

tilgt.

Die Proben wurden ge-  DakoCytomation, Hamburg, (30min)
waschen und nicht- Germany

spezifische Bindungs-

stellen mit einer Blo-

ckierungslosung besetzt.

Der primére mono- (1 : 40 Verdiinnung, (liber Nacht bei 8°)
klonale Antikérper der Labvision, Fremont, CA, USA)

Maus zu Transgluta-

minase II (TG) (Angio-

genese) und die kor-

responierenden unspezi- (MauslgG1l) (DakoCytomati-

fischen AntikOrper ent-  on)

sprechend als Negativ-
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kontrolle wurden in ei-

nem befeuchteten Raum

auf die Gewebeschnitte

appliziert und inkubiert.

Die Schnitte wurden in ~ 1:50Verdiinnung, DakoCyto- (90min bei Raumtemperatur)
PBS gewaschen und mit mation

sekundédrem Biotin-

markiertem Primer fiir

Antimausantikorper

inkubiert.

Waschung mit PBS

Visualisierung von An-  1:250  Verdiinnung, Dako-
tigen- Cytomation
Antikorperkomplexen

unter Verwendung einer

Strepta-vidinperoxidase = DakoCytomation

Losung und AEC (3-

amino-9-ethyl-

carbozole) als Chromo-

gen

3.10 Histologische Analyse

Fiir die Bildgewinnung wurde eine Farb-CCD-Kamera (Color View III, Olympus, Hamburg,
Germany) auf einem binokularen Lichtmikroskop (Olympus BX50, Olympus) angebracht. Di-
gitale Bilder (originale VergroBerung 200x) wurden mit Hilfe eines Softwareprogramms (ana-
lySIS FIVE, Soft image system, Miinster Germany) ausgewertet. Die folgenden Merkpunkte

wurden in den gefdarbten Bereichen identifiziert:
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der Boden des Knochendefekts (BD)

die koronale Extension des Kieferkamms angrenzend an BC

Defektlange (DL) in mm wurde vom BD zu BC gemessen (Basis fiir AA)

Bemessungen des augmentierten Areals in mm” (AA)

neu gebildeter mineralisierter Knochen (MT) + nicht mineralisiertes Gewebe(NMT)

der Betrag an verbleibendem KEM (NBM)

Im augmentierten Defektbereich wurde das Areal von neu gebildeten mineralisierten Knochen
(MT) und nicht mineralisiertem Gewebe (NMT) genauso wie der Betrag an verbleibendem
KEM automatisch durch die Bildanalysesoftware geschitzt (mm?). Vor Beginn der morpho-
metrischen Analyse wurde ein Kalibriervorgang sowohl fiir die Bildanalysesoftware, als auch
fiir den erfahrenen Forscher durchlaufen. Es zeigte sich, dass wiederholte Messungen von n=12

unterschiedlichen Bereichen in mehr als 95% entsprechend dhnlich waren.

3.11 Statistische Analyse

Die statistische Analyse wurde mittels eines kommerziell erhiltlichen Softwareprogramms
(SPSS 16.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA) durchgefiihrt. Mittelwert und Standardabweichung
wurden fiir jede Variable und Gruppe berechnet. Die Datenreihen wurden durch den Kolmo-
gorow-Smirnow-Test fiir den normalen Vertrieb untersucht. Gruppenvergleiche von Mittelwer-
ten der ALP und LDH wurden unter Zuhilfenahme des t-Tests durchgefiihrt. Der Alphafehler
wurde bei 0,05 gesetzt. Auf Grund der geringen Anzahl an Tieren wurden nur deskriptive sta-
tistische Analysen der klinischen (Defektdimension) und histomorphometrischen Parameter

angewendet.
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4. Ergebnisse

4.1 Wundheilung
Die postoperative Wundheilung verlief bei allen Hunden ohne Besonderheiten. Es wurden

wéhrend der gesamten Studie keine Komplikationen beobachtet (Bild 1.8).

Schwellung
Abszess mogliche allergische
Komplikationen Reaktion
Infektion

Abbildung 15

Aus der statistischen Analyse wurden zwei Defektareale ausgeschlossen. Bei diesen Defekten
kam es zu einer frithzeitigen Exposition des augmentierten Areals.

(UK: KEM + rhPDGF-BB + CM und KEM + CM)

4.2 ALP- und Laktatdehydrogenaseversuch (engl. ,,-assay*)

Die in vitro Freisetzung von thPDGF-BB aus getranktem Knochenersatzmaterial wurde in ei-
ner SaOs-2 osteoblastendhnlichen Zellkultur an Tag 0 (2h) und 7 gemessen. Die Abbildung 16
zeigt das Verhéltnis von mittlerer Zellzahl bezogen auf die Messtage. Der blaue Balken steht
fiir die Testgruppe (rhPDGF-BB + KEM), der rote Balken steht fiir die Kontrollgruppe (natives
KEM). Die LDH-Probe zeigte eine signifikant erhohte mittlere Zellzahl in der Testgruppe
(rhPDGF-BB + KEM)(P< 0,01; unpaarer t-Test) an Tag 7 (Abbildung 16) im Vergleich zu na-
tivem Knochenersatzmaterial in der Kontrollgruppe. Die mittlere Zellzahl stieg innerhalb der

Testgruppe von 900 auf 4500, wéhrend sie in der Kontrollgruppe nur auf 3200 anstieg.
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Abbildung 16:

“rhPDGF-BB+NBM ®NBM
a
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Tage

Die relative biologische Aktivitdt stellt sich durch die mittlere ALP-Produktion der Zellen in
Mikroeinheiten pro Stunde in der Abbildung 17 dar. Der blaue Balken steht fiir die Testgruppe
(rhPDGF-BB + KEM), der rote Balken steht flir die Kontrollgruppe (natives KEM). Sie war in
der Testgruppe (thPDGF-BB+KEM)(P<0,001; unpaarer t-Test) bereits nach zwei Stunden In-
kubationszeit signifikant erhoht (Abbildung 17). Nach sieben Tagen Inkubationszeit wiesen
sowohl die Test- als auch die Kontrollgruppe anndhernd dhnliche Werte fiir die biologische
Aktivitét auf.

Abbildung 17:

“hPDGF-BB+NBM & NBM

u-Einheiten pro Stunde

Tage

38



4.3 Histomorphometrische Analyse/ histologische Beobachtung
Sowohl die Test- wie auch die Kontrollgruppe zeigten vergleichbare Werte (Mittel und Zent-
ralwert) im Ober- und Unterkiefer (Tabelle 4a und b).
Die histomorphometrischen Ergebnisse fiir
das augmentierte Areal (AA),
den neugebildeten mineralisierten Knochen (MT),
das nicht mineralisierte Gewebe (NMT) und
das verbleibende Knochenersatzmaterial (KEM = NBM)
sind in den Tabellen 9 und 10 dargestellt.

Tabelle 9 Histomorphometrische Ergebnisse nach 3 Wochen (mm?) — im UK (n=4)

NBM+rhPDGF+Membran NBM-+Membran
Standard- Standard-
Mittelwert abweichung Median Mittelwert abweichung Median
AA 8,95 3,25 9,28 7,58 3,25 6,62
MT 3,40 1,25 3,05 2,50 1,09 2,52
NMT 3,67 1,15 3,90 3,18 2,06 2,34
NBM 1,86 1,09 1,76 1,89 1,35 1,82

Die Abbildung 18 zeigt die Flache des augmentierten Areals, des mineralisierten Gewebes,
des nichtmineralisierten Gewebes und des Knochenersatzmaterial mm? in der Test- und der
Kontrollgruppe im Unterkiefer. Der blaue Balken steht fiir die Testgruppe (thPDGF-BB + KEM),
der rote Balken steht fiir die Kontrollgruppe (natives KEM). Die histomorphometrische Messung
ergibt dhnliche Messwerte in beiden Gruppen (Tab.9; Abbildung 18).

39



Abbildung 18: Histomorphometrische Ergebnisse nach 3 Wochen (mm?) — im UK (n=4)

in grafischer Darstellung
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Die Abbildung 19 zeigt die Flache des augmentierten Areals, des mineralisierten Gewebes,
des nichtmineralisierten Gewebes und des Knochenersatzmaterial mm” in der Test- und der
Kontrollgruppe im Oberkiefer. Der blaue Balken steht fiir die Testgruppe (thPDGF-BB + KEM +
CM), der rote Balken steht fiir die Kontrollgruppe (thPDGF + KEM). Die histomorphometrische
Messung ergibt dhnliche Messwerte in beiden Gruppen (Tab.10; Abbildung 19).

Tabelle 10 Histomorphometrische Ergebnisse nach 3 Wochen (mm?) — im OK (n=4)

NBM+rhPDGF+Membran NBM+rhPDGF
Standard- Standard-
Mittelwert aweichung  Median Mittelwert abweichung  Median
AA 9,79 3,78 8,25 7,00 4,17 4,71
MT 2,55 0,36 2,55 3,30 2,21 2,90
NMT 4,86 2,76 3,65 2,65 1,23 2,52
NBM 2,27 0,98 2,35 1,97 1,85 1,60
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Abbildung 19: Histomorphometrische Ergebnisse nach 3 Wochen (mm?) — im OK (n=4)

in grafischer Darstellung
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Die folgenden Orientierungspunkte sind in der Touluidineblau-Féarbung zu sehen:

Boden des Knochendefektes (engl.:
bottom of the bone defect)

koronale Extension des Alveolarkammes
angrenzend an den Defekt

Defektlinge (mm); gemessen von BC zu
BD, es dient als Basis fiir die Messung
des AA

Im AA (mm?) ist das Areal des
verbleibenden Knochenersatz-materials
(NBM) (1), das neu-gebildete mineralis-
ierte (2) und das nichtmineralisierte
Gewebe (3) automatisch mittels Image
Analysis Software

(Test group, lower jaw, TG stain,
original magnification x 25)
eingerechnet.

NBM  Knochenersatzmaterial (NBM = natural
bone mineral; deutsch: KEM)

A0 § = S LR
Abbildung 20 Messpunkte im Wundbereich

41



4.4 UK- Einfluss von thPDGF-BB
Aus den histologischen Untersuchungen geht hervor, dass die Kollagenmembran die Stabilitét

des Knochenersatzmaterials im Bereich des krestalen Kieferkammabschnittes unterstiitzt (Ab-

bildung 20 und 21).

Abbildung 21

Die Abbildung zeigt den durch eine
Kollagenmenbran abgedeckten, aug-
mentierten Defektbereich lateral des
Kieferkammes im Unterkiefer.
(Kontrollgruppe 2, TB-Féarbung, Ori-

ginalvergroflerung x25)

1 ortsstdndiger Knochen
2 Knochenersatzmaterial
3 Kollagenmembran

BC krestaler Kieferkamm
BD Defektboden

Die Gewebeintegration der Membran verlief in allen Proben ohne besondere Auffélligkeiten.
Ein Spalt zwischen der Kollagenmembran und dem angrenzenden Bindegewebe wurde nur
gelegentlich beobachtet. Die Korrelation zu einer spezifischen Gruppe war nicht ersichtlich.
Histomorphometrische Analysen zeigten vergleichbare Werte (Mittelwert und Median) in der
Testgruppe 2 (KEM+rhPDGF-BB+CM) und Kontrollgruppe 2 (KEM+CM). Grundsitzlich
schien die initiale Matrixmineralisation in allen Defektarealen demselben Schema zu folgen.
Durch die Touloudineblau-Farbung wurden winzige Mineralisationszentren sichtbar, die ihren
Ursprung hauptsédchlich in den lateralen und basalen Winden des angrenzenden Alveolarkno-
chens nahmen. Die auf diese Weise gebildeten Trabekel breiteten sich homogen sowohl in ko-
ronaler als auch zentraler Richtung in das Wundgebiet aus. Die primére Invasion verlief ent-

lang der Leitstruktur des KEM in engem Kontakt mit den Partikeln (Abbildung 21 und 22).
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Wenige, von der Ausdehnung eher zu ver-
nachldssigende, mineralisierende Punkte
wurden auch im submembrandsen Gewebe
der Kollagenmembran gefunden. Diese
Areale schienen - bisher ohne plausible
Erklarung - nur einen kleinen Bereich des
augmentierten Areals zu besetzen. Das neu
gebildete, mineralisierte Gewebe entstamm-
te hauptsichlich dem umgebenden Alveo-

larknochen (Abbildung 20 und 21).

Abbildung 23

Viele histologische Proben sind durch eine
unreife Erscheinung des neu gebildeten,
trabekuldren Knochens gekennzeichnet.
(Testgruppe 2, TB_ Férbung, Originalver-
groflerung x100)
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Abbildung 22

Die Histologie zeigt das initiale Mus-
ter der Knochenbildung, die primér
aus offenen Markrdumen des angren-
zenden Alveolarknochens entstammit.
Sowohl die Test- als auch die Kon-
trollgruppe 2 zeigen vergleichbare
Ergebnisse.

(Kontrollgruppe 2, TB-Férbung, Ori-

ginalvergroflerung x30)




Die meisten entnommenen Proben wiesen primitiv erscheinende Knochentrabekel auf, welche
hauptsichlich aus Osteoid bestanden (Abbildung 23). Dennoch zeigten einige Proben einen
reifen, verflochtenen Knochen, der durch mineralisierte Matrix und zahlreiche, in groflen
Lakunen liegende Osteozyten charakterisiert ist (Abbildung 24). Unterschiede in der Reifung

des mineralisierten Gewebes sind zwischen den Gruppen nicht erkennbar.

NMEM

Abbildung 24

Manche Proben zeichnen sich durch einen reifen, trabekuldren Geflechtknochen aus, der in
engem Kontakt mit den Partikeln des Knochenersatzmaterials steht. Oben links im Bild ist
charakteristisch fiir alle Gruppen ein Osteozyt in einer gro3en Lakune erkennbar (—).

(Kontrollgruppe, TB-Firbung, Originalvergroferung x100)

Die immunhistochemische Farbung der Priaparate fiir die Transglutaminase II (TG) zeigte die
Bildung vaskuldrer Strukturen, die urspriinglich aus offenen Markrdumen des angrenzenden
Alveolarknochens stammten. Die meisten der GefdaBe glichen sinusoidalen Kapillaren mit vie-
len Anastomosen. In der vorriickenden Front des mineralisierenden Gewebes schienen die
Trabekel die Blutgefdale zu umschlieen und auf diese Weise den intertrabekuldren Raum zu

einzugrenzen.
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Obwohl das Muster der Angiogenese sich in beiden Gruppen vergleichbar darstellt, war die

TG-Antigenreaktivitdt insbesondere in der Testgruppe (Abbildung 25 und 26) erhoht.

Abbildung 25

Die Bildung eines vaskuldren Systems (—)
wurde in der Test- und Kontrollgruppe 2
gleichermallen beobachtet.

(Kontrollgruppe, TG-Farbung, Originalver-
groflerung x200)

Abbildung 26

Die TG-Antigenaktivitit (—) war im
Wundbereich der Testgruppe sichtbar aus-
gepragter.

(Kontrollgruppe, TG-Farbung, Originalver-
groflerung x200)

Aus der histomorphometrischen Analyse ging hervor, dass trotz dhnlicher Mengen an Kno-

chenersatzmaterial die Werte (Mittelwert und Median) fiir das mineralisierte Gewebe in der

Testgruppe 2 (KEM + rhPDGF-BB + CM) hoher waren als in der korrespondierenden Kon-

trollgruppe 2 (KEM + CM) (siehe Tabelle 9).



4.5 OK- Einfluss der gesteuerten Knochenregeneration

Das Knochenersatzmaterial der Testgruppe 1 (KEM + rhPDGF-BB + CM) wurde durch die
Verwendung der Kollagenmembran zusitzlich zu den stiitzenden Knochenwénden im Defekt-
bereich stabilisiert. Aus Tabelle 10 ist zu entnehmen, dass in der Kontrollgruppe 1 geringfiigig
weniger Knochenersatzmaterial eingebracht wurde als in der Testgruppe 1. Im Gegensatz zur
Testgruppe rutschten in der Kontrollgruppe 1 (KEM + rhPDGF-BB) geringe Mengen des Kno-
chenersatzmaterials aus dem Defektbereich heraus. Ahnlich eines Sandsackphinomens folgten
die Partikel der Liicke unterhalb des Periostes entlang des Alveolarkammes; dies resultierte in

einer minimalen Dislokation des augmentierten Areals nach kaudal (Abbildung 27 und 28).

: Y i
Abbildung 27 Abbildung 28
Die Kontrollgruppe zeigte eine leichte Die Partikel des Knochenersatzmaterials
Dislokation des Knochenersatzmaterials wurden in allen Defektarealen homogen
nach kaudal. stabilisiert.
(TB-Farbung, OriginalvergroBerung 25x) (TB_Férbung, OriginalvergroBBerung 25x)
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Im Oberkiefer zeigten sowohl Testgruppe 1 (KEM + rhPDGF-BB + CM) als auch Kontroll-
gruppe 1 (KEM + rhPDGF-BB) eine vergleichbare TG-Antigenaktivitit. Prinzipiell schien die
initiale Knochenbildung sowohl in der Testgruppe 1 (KEM + rhPDGF-BB + CM) als auch in
der Kontrollgruppe 1 (KEM + rhPDGF-BB) nach demselben Schema abzulaufen - wie es auch
im Unterkiefer beobachtet wurde. Der Defektbereich wurde ausgehend von offenen Markrau-
men des Alveolarkamms mit Knochen durchbaut. Hierbei handelte es sich um einen trabekulir
durchwobenen Knochen variierender Dichte. Neu gebildete Blutgefile und Mineralisations-
zentren schienen straff miteinander verbunden zu sein. Ein deutlicher Unterschied zwischen
beiden Gruppen wurde in Hinblick auf die Ergebnisse der Knochenneubildung im peripheren
Kompartiment des Wundbereiches beobachtet. Besonders hervorstechend war die ausgepriagt
trabekuldr durchwobene Knochenstruktur aller Proben der Kontrollgruppe 1 (KEM + rthPDGF-
BB) im neu gebildeten Knochen unterhalb des Periostes. Diese Mineralisationszentren sind
auch in tiefere Bereiche des Wundareals vorgedrungen und haben dort die Partikel des Kno-
chenersatzmaterials bedeckt. Dies fiithrte zu einer Fusion der peripheren Mineralisationszentren
mit dem, aus dem Alveolarkamm entsprungenen, mineralisierten Gewebe (Abbildung 29 und

30).

Abbildung 29

Die Abbildung links zeigt kleine Mi-
neralisationszentren im submemb-
randsen Gewebe der Testgruppe 1.
Sie liegen in engem Kontakt zu den
Partikeln des Knochenersatzmaterials.
(TB-Farbung, Originalvergrof3erung
40x)
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Abbildung 30

Die Abbildung links verdeutlicht den
ausgepragt trabekuldren Getflechtkno-
chen im peripheren Kompartiment
der Wunde in der Kontrollgruppe 1.
(TB-Féarbung, OriginalvergroBBerung
40x)

Alle Proben der Kontrollgruppe 1
(KEM + rhPDGF-BB) wiesen in der
immunhistochemischen Analyse ein
gut vaskularisiertes, subepitheliales
Bindegewebe auf, welches eine aus-
gepriagte TG-Antigenreaktivitit in-
nerhalb der Wand der Blutgefilie
zeigte. Das urspriingliche GefaBsys-
tem dilatierte, ausgeldst durch den
Reiz des gesetzten Wunddefektes.
Die subepitheliale Region wurde zu-
satzlich zu den bereits vorhandenen
Gefallen durch kleinere neu gebildete
GefdBe durchwandert (Abbildung
31).

Abbildung 31

Die Abbildung links zeigt das gut
vaskularisierte, subepitheliale Bin-
degewebe mit kleineren Gefafdneu-
bildungen und dilatierten, bereits

existierenden Gefafien (—).

(Kontrollgruppe, TG-Féarbung, Origi-

nalvergroBerung 400x)



In allen Testproben trennte die Kollagenmembran die gut vaskularisierte Gewebezone vom
Augmentat. Jedoch sind zahlreiche neu gebildete Blutgefdle homogen in die externe, mittlere
und interne Schicht der Kollagenmembran infiltriert und haben sich verbreitet. Wenn die Blut-
gefiaBBe einmal das submembrandse Kompartiment des Wundbereiches erreicht hatten, schien
thr Wachstum in Richtung der angrenzenden Partikel des Knochenersatzmaterials gerichtet zu

sein (Abbildung 32).

Abbildung 32
Neu gebildete Blutgefifle (—) sind homogen in die Kollagenmembran eingesprosst und vasku-
larisieren das submembrandsen Kompartiments des Wundareals.

(Testgruppe 1, TG-Farbung, Originalvergrof3erung 400x)

Aus der deskriptiven, statistischen Analyse gingen bezogen auf die Neubildung mineralisierten

Gewebes vergleichbare Ergebnisse (Median) in allen Gruppen hervor.
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5. Diskussion

Dies sind die ersten experimentellen Daten, die liber die Wundheilung an chronisch-lateralen
Kieferkammdefekten unter der Verwendung von thPDGF-BB versetztem Knochenersatzmate-

rial in Kombination mit einer nativen Kollagenmembran berichten.

Die aktuelle Studie wurde primér designed, um den Effekt von thPDGF-BB im initialen Stadi-
um der Wundheilung bei lateraler Kieferkammaugmentation an chronischen Defekten unter
Verwendung von partikuldrem Knochenersatzmaterial auszuwerten. Hierfiir wurde ein partiku-
lares Knochenersatzmaterial als Transportvehikel verwendet. Als Versuchstiere wurden Bea-
gle-Hunde ausgewéhlt. Das sekundire Ziel bestand darin, den Einfluss einer nativen Kol-
lagenmembran auf die biologische Aktivitit von thPDGF-BB in chronischen Defekten unter
Verwendung von partikuldrem Knochenersatzmaterial zu bewerten. Die experimentellen Mo-
dalitdten, wie beispielsweise die Ausmalle der nicht selbsterhaltenden Kieferkammdefekte, die
Wahl des Knochenersatzmaterials, der Studienaufbau etc. wurden entsprechend vorangegange-
ner Studien konfiguriert, die dasselbe Modell benutzt haben (von Arx et al. 2001a, 2001b;
Araujo et al. 2002; Schwarz et al. 2008b). Jedoch muss betont werden, dass die aktuelle Studie
nicht die statistische Aussagekraft hat, die moglichen Unterschiede zwischen den Gruppen her-

auszustellen.

5.1 Diskussion der Wirkung von thPDGF-BB im Vergleich zu anderen Studien

Grundsitzlich manifestiert sich in den aktuellen, histomorphometrischen Analysen eine be-
giinstigende Wirkung des rhPDGF-BB auf die Summe an mineralisiertem Gewebe (MT).
Sowohl in der Test- als auch in der Kontrollgruppe entstammten die Mineralisationszentren
hauptsichlich den Defektgrenzen des umliegenden Alveolarknochens. Innerhalb der Gruppen
hat sich insbesondere die Reifung des mineralisierten Gewebes (MT) unterschieden und schien
nicht von der Priasenz oder Abstinenz des zugefiigten Wachstumsfaktors beeinflusst zu sein.
Jedoch bekriftigt diese Beobachtung die Ergebnisse von kiirzlich durchgefiihrten Tierstudien,
die ein alloplastisches Knochenersatzmaterial (biphasisches Kalziumphosphat bestehend aus
60% HA und 40% B-TCP) als Triagersystem verwendeten (Schwarz et al 2009). In einem nahe-
zu identischen Studiendesign zeigte die Testgruppe in der Mandibula nach drei Wochen der
Wundheilung eine signifikante Steigerung des mineralisiertem Gewebes (MT) und in Konse-

quenz des augmentierten Areals (AA) im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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Apriori muss die Freisetzung von Wachstumsfaktoren aus Transportmolekiilsystemen als ent-
scheidender Schritt zur Bereitstellung therapeutischer Konzentrationen iiber eine suffiziente
Zeitperiode betrachtet werden. Problematisch schien bisher die optimale Dosis fiir hPDGF-BB
zu sein. Mehrere Forschungsgruppen vermuteten eine empfindliche Dosiswirkungsbeziehung,
das Optimum ist jedoch noch nicht genau definiert (Marden et al. 1993) (Bateman et al. 2005).
In diesem Zusammenhang muss darauf hingewiesen werden, dass die Adsorption von thPDGF-
BB durch die Knochenersatzmaterialien und demzufolge die Freisetzungskinetik weiterhin un-
bekannt sind. Obwohl die biologische Aktivitit von getrinktem Knochenersatzmaterial in vitro
iiber eine Periode von sieben Tagen mittels ALP und LDH-Versuche verifiziert wurde, ist es
unmdglich abzuschétzen, ob diese Erkenntnisse auf ein alternierendes, biologisches System

transferiert werden konnen.

In der gegenwirtigen Studie wurde getranktes Knochenersatzmaterial entsprechend der Her-
stellerangaben modifiziert (0,5ml thPDGF-BB-Losung + 0,5g 3-Trikalziumphosphat (TCP) mit
der PartikelgroBe 0,25-1mm) und als Transportmolekiil verwendet. Die Ergebnisse vorange-
gangener Studien haben gezeigt, dass die Adsorption von rhPDGF-BB zu f-
Trikalziumphosphat (TCP) in vitro in einem konzentrations- und einem zeitabhéngigen Muster
auftritt, sodass schitzungsweise 45% des adsorbierten thPDGF-BB nach 10 Tagen freigesetzt
wird. Jedoch ist die Freisetzung in vivo, wie bereits in einem Mausmodell gemessen, schneller
aufgetreten als in vitro (Bateman et al. 2005). Die lokal variierenden Bedingungen im Gewebe
konnten Ursache fiir die abweichenden Messergebnisse sein. So wird vermutet, dass die vor-
herrschende Konzentration an endogenem rhPDGF direkt verkniipft ist mit dem PH-Wert und
demfolgend mit der Ionenverteilung. Die Freisetzung des endogenen Faktors wird also durch

lokal ablaufende Prozesse auf biochemischer Ebene reguliert (Bateman et al. 2005).

Es wire zu spekulieren, dass das Protein einer schnelleren Diffusion im Anschluss an eine in
vivo Implantation mit Knochenersatzmaterial unterliegt und deshalb die Verfiligbarkeit im
Wundareal limitiert wird. Die Freisetzungskinetik von (-Trikalziumphosphat wére somit in

vivo verandert.

5.2 Vergleich zu vorangegangenen Studien beziiglich initialer Knochenbildung

Das Schema der initialen Knochenbildung, wie ebenfalls in der aktuellen Test- und Kontroll-
gruppe beobachtet, stimmte mit den Ergebnissen vorangegangener Studien iiberein. Generell
zeigte sich, dass neu gebildeter Knochen, ausgehend von den Defektgrenzen entlang der Supra-

struktur des Augmentates in den Dehiszenzbereich einwuchs.
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Schwarz et al. veroffentlichten bereits 2008 eine Studie mit partikuldirem Knochen-
ersatzmaterial, welches jedoch nicht mit rhPDGF-BB sondern mit hBMP-2 oder steriler Koch-
salzlésung versetzt war und durch eine Kollagenmembran bedeckt wurde. Ein merklicher Un-
terschied wurde in Anbetracht der Summe an Knochenbildung herausgestellt, da diese Areale
einen offensichtlich hoheren Median nach drei Wochen der Heilung aufwiesen. Mehrere Griin-
de konnten die Diskrepanz der Studien ursdchlich erkldren.

Zuerst sollte bedacht werden, dass diverse histologische Ergebnisse die biologische Variabilitét
in der Knochenremodellation reflektieren, so wie sie hauptsidchlich im Kiefer junger Hunde
(Huja & Beck 2007) beobachtet wurde. In der genannten Studie (Huja & Beck 2007) wurden
junge Hunde mit einem Knochenmarker gekennzeichnet. Nach der Einschldferung konnten aus
eruptierenden Arealen des Kieferkamms Proben gewonnen werden. Die histomorphometrische
Analyse der Proben sollte Ergebnisse zur Appositionsrate der Mineralien (wm/d), zum Anteil
an mineralisierendem Gewebe (%) und zur Knochenbildungsrate (%/a) liefern. Die Knochen-
bildungsrate unterschied sich mafBgeblich zwischen den beiden Kiefern. So war die Rate an
neugebildetem Knochen im Oberkiefer doppelt so hoch wie im Unterkiefer (Huja & Beck
2007). Auf Grund der Knochenmodellation bei heranwachsenden Hunden ist eine Schwankung
der Ergebnisse in den vergleichenden Studien moglich. Diese Beobachtung vergegenwartigt,
dass nicht von durchgehend konstanten Voraussetzungen ausgegangen werden kann.

Zweitens miissen auch die Unterschiede im knochenbildenden Potential des Wachstumsfaktors
in Betracht gezogen werden. Wéhrend das mitogene und chemotaktische thPDGF-BB haupt-
sdchlich die Angiogenese reguliert, weisen die osteoinduktiven Eigenschaften von rhBMP-2
nachgewiesenermaflen ein hohes Potential auf, die lokale Kieferkammaugmentation in ver-
schiedenen Defektkonfigurationen zu unterstiitzen (Jung et al 2008). Vorangegangene experi-
mentelle Studien berichten von einem gewissen Anteil an Knochenresorption nach lateraler
Kieferkammaugmentation, insbesondere in den Bereichen, die nicht von einer Barrierememb-
ran bedeckt waren (von Arx et al. 2001a, 2001b; Araujo et al. 2002). Letzt genannte Studie
weist einen dhnlichen Aufbau auf wie die Aktuelle. Bei fiinf Hunden wurde ein lateraler Defekt
an der bukkalen Mandibula kreiert und folglich drei Monate spéter mit einem Block Bio-Oss®
bzw. autologem Knochen und einer Kollagenmembran augmentiert. Als Resultat der Studie
zeigt sich, dass der auf der Lateralfliche des Kieferkamms aufgelagerte kortikale Knochen
nach sechs Monaten der Wundheilung zwar mit ortsstindigem Knochen durchwachsen war,
jedoch einer nennenswerten Resorption (1/3 der Hohe und 1/2 der Lénge des Transplantates)
unterlag. Dieser Bereich wurde durch Bindegewebe ersetzt (Araujo et al. 2002). Die Applikati-

on einer Kollagenmembran ermdglicht dem Behandler, den Resorptionsprozess iiber einen
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Zeitraum von drei Wochen zu verringern (Schwarz et al. 2008b). Durch eine Barrieremembran
abgedeckte Blockaugmentate zeigen ausgezeichnete klinische Ergebnisse bezogen auf die
Wundheilung und auf die Osteogenese lateral entlang des Kieferkammes. Die Augmentation
eines Blockes ohne die Abdeckung mittels Membran ist klinisch eindeutig im Nachteil. Zwar
wird die Angiogenese durch den direkten Kontakt des Blockes mit dem Periost gefordert, je-
doch wachsen schnell proliferierende Zellen in das Wundareal ein und verhindern so den Um-
bau des Blockes zu neuem Knochen. Die Resorption verlduft von bukkal nach krestal (Von Arx
et al. 2001a) Diese Beobachtung wird durch Ergebnisse einer neueren Studie unterstiitzt, wel-
che eine signifikante Biodegradation der Kollagenmembran nach vier bis sechs Wochen Ein-
heilzeit in einer Beaglestudie kenntlich macht (Schwarz et al. 2008b). In dieser Studie ist eben-
falls erwihnenswert, dass Schwarz et al. (2008b) eine Uberaugmentation durchfiihrten, die mit
einer grofleren Menge an KEM (0,2-0,25g) pro Defektbereich einherging. Prinzipiell dehnt ein
Knochenersatzmaterial, das auf den lateralen Bereich des zahnlosen Kiefers platziert wird, den
angrenzenden Mukoperiostlappen und kann somit die osteoklastische Aktivitdt steigern
(Chiapasco et al 1999). Da der zweite Teil der aktuellen Studie eine Applikation von Knochen-
ersatzmaterial mit rhPDGF-BB ohne Kollagenmembran (z.B. im Oberkiefer) erforderte, wurde
entschieden, eine Uberaugmentation zu vermeiden, die eventuell Einfluss auf die Wundheilung

hétte haben konnte.

5.3 Ergebnisse des Einflusses von thPDGF-BB auf die Knochenbildung

Die Beobachtung, dass die Adsorption von thPDGF-BB durch das Knochenersatzmaterial ei-
nen positiven Einfluss auf die Knochenbildung hat, untermauert zu mindestens in Teilen vo-
rangegangene experimentelle Daten (Simion et al. 2006). Hauptsdchlich Simion et al. (2006)
evaluierten die Wirkung von lateraler Kieferkammaugmentation an Hetzhunden unter Verwen-
dung eines bovinen Blocktransplantates, das entweder mit rhPDGF-BB getrinkt oder unbehan-
delt war. Zusétzlich wurde die Wirkung von Kollagenmembranen auf die Wundheilung an den
entsprechenden Bereichen gemessen. Nach vier Monaten der Heilung zeigte das native Block-
transplantat innerhalb seiner Struktur keine nachweisbare Knochenbildung und schien in das
Bindegewebe eingelagert zu sein. Ahnliche Ergebnisse wurden auch fiir die mit rhPDGF-BB
augmentierten Areale — additiv mit gesteuerter Knochenregeneration - beobachtet. Im Gegen-
satz dazu schienen die Areale, die mit thPDGF-BB versetztem Knochenersatzmaterial ohne die
zusdtzliche Verwendung einer Kollagenmembran augmentiert wurden, durch neuen Knochen
ersetzt worden zu sein. Leider wurde die applizierte Dosis an thPDGF-BB nicht bekannt gege-

ben (Simion et al. 2006). Die Erkenntnis, dass thPDGF-BB die Knochenbildung ohne Verwen-
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dung einer Membran unterstiitzt, steht im Einklang mit der gegenwértigen Studie. Insbesondere
die Kontrollbereiche im Oberkiefer enthiillten einen deutlichen Unterschied in Hinsicht auf den
Gewinn an mineralisiertem Gewebe im peripheren Kompartiment des Wundbereiches. Es wird
vermutet, dass die Kollagenmembran initial das Periost als eine Ressource fiir Vaskularisation

und Osteoprogenitorzellen ausgegrenzt hat (Eyre-Brook 1984; Skawina & Gorczyca 1984).

5.4 Vergleich einiger Studien zum Thema ,,gesteuerte Knochenregeneration*
In einer Beagle-Studie (Schwarz et al. 2008a) wurden standardisierte, bukkale Dehiszenz-
defekte an Implantaten geschaffen und zur Erprobung sechs verschiedener Verfahrenstechniken
verwendet:

Knochenersatzmaterial nativ

KEM in Kombination mit einer nativen Kollagenmembran

KEM in Kombination mit drei verschiedenen quervernetzten Kollagenmembranen

KEM in Kombination mit einer Titan-verstirkten Kollagenmembran,

KEM in Kombination mit einer Polytetrafluorethylenmembran
In regelméBigen Abschnitten wurden Proben entnommen. Schwarz et al. (2008a) konnten her-
ausstellen, dass alle getesteten Membrantypen die Knochenbildung gleichermaf3en begiinstigen.
Die immunhistochemische Analyse unserer Studie liefert klare Beweise, dass das augmentierte
Areal in allen Testbereichen vom gut vaskularisierten, subepithelialen Bindegewebe durch die
Membran getrennt wurde. Die in der aktuellen Studie verwendete Kollagenmembran unter-
stiitzt die transmembrandse Gefia3bildung und somit die Mineralisation im peripheren Wunda-
real. Die Angiogenese und Knochenneubildung beginnt vorwiegend aus offenen Markrdumen
des angrenzenden Alveolarknochens und wird somit nicht negativ durch die Verwendung einer
Barrieremembran verdndert. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit vorangegangenen Tier-

studien (Schwarz et al. 2008a).

5.5 Transglutaminase II

In dieser Studie wurde die Angiogenese zusitzlich mittels primédrer monoklonaler Antikorper
der Maus zum Enzym Transglutaminase II gemessen. Dieses Enzym stabilisiert die Strukturen
des Gewebes durch kovalent bindende extrazellulire Matrixmolekiile. Vorangegangene expe-
rimentelle Daten liefern klare Beweise dafiir, dass die Transglutaminase II direkt in den Pro-
zess der Angiogenese involviert ist (Haroon et al. 1999; Buemi et al. 2004). So fiihrten Haroon
et al. (1999) eine Studie zu Transglutaminase II nach Stanzbiopsie bei Ratten durch. Die Studie

zeigte, dass TG Antigene im Rahmen der Angiogenese und des provisorischen Wundverschlus-
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ses in den ersten 24 Stunden nach Integritdtsverlust durch z.B. Endothelzellen, Makrophagen
oder Skelettmuskelzellen, exprimiert werden und am dritten tag postoperativ die hochste Kon-
zentration erreichen. Die Freisetzung von Transglutaminase II steht in direkter Korrelation zur
Bildung von Transforming growth factor f (TGF-f3), Tumornekrose-faktor-o (TNF-a), Inter-
leukin-6 (IL-6) und Vascular endothelial growth factor (VEGF). Diese Ergebnisse verleihen
der Transglutaminase II eine Vorreiterposition bezogen auf die GefdBBneubildung im Wundbe-
reich (Haroon et al. 1999). Die in der aktuellen Studie gewonnenen Daten zur Transglutamina-
se I zeigen, dass in der Testgruppe die Gefilineubildung im Vergleich zur Kontrollgruppe
erhoht war. thPDGF scheint demnach erwiesenermaf3en einen positiven Einfluss auf die Angi-

ogenese zu haben.

5.6 Standpunkt zur gesteuerten Knochenregeneration

Vom klinischen Standpunkt aus gesehen, indiziert der Verzicht auf eine Membran in der aktu-
ellen Studie eine Reduktion des augmentierten Areals. Durch die Dislokation des Knochener-
satzmaterials entlang des Kieferkamms wurde das Augmentat nicht vollstindig in die histo-
morphometrische Analyse einbezogen. Die dislozierten Partikel konnten keinen positiven Ein-
fluss auf die Knochenbildung im augmentierten Areal (AA) nehmen. Das Alveolarkammprofil
kann nicht vorhersagbar rekonstruiert werden. Basierend auf diesen Erkenntnissen besteht
Grund zu der Annahme, dass die Applikation von Kollagemembranen essentiell zur Stabilisie-
rung des Augmentates an lateralen Knochendefekten beitrdgt nicht aber in die biologische Ak-
tivitdt des thPDGF eingreift. Diese Beobachtung wird durch die Resultate vorangegangener
experimenteller Studien in Wistar Ratten unterstiitzt (Lioubavina-Hack et al. 2005a, 2005b). In
der ersten Studie wurde eine kompakte, hemisphirische Teflonkapsel mit einem Durchmesser
von 7mm bilateral an den Ramus der Tiere platziert (n=8). Vor der Platzierung der Kapseln
wurden diese mit BioOss® gefiillt. Das Knochenersatzmaterial war entsprechend des Zufalls-
prinzip mit thPDGF-BB und autogenem Blut versetzt oder allein mit autogenem Blut. Nach
drei und fiinf Monaten der Wundheilung zeigten sowohl die augmentierten Areale der Test- als
auch der Kontrollgruppe einen geringen Gewinn an Knochenbildung. Nach drei Monaten iiber-
stieg der Ertrag an mineralisiertem Gewebe in der Kontrollkapsel sogar den der Testgruppe.
Die mangelnde biologische Aktivitit von thPDGF, wie in dieser Studie beobachtet wurde,
konnte durch die kompakte Struktur der Teflonkapsel bedingt gewesen sein (Lioubavina-Hack
et al. 2005a). Die Resultate einer dhnlichen vorangegangenen experimentellen Studie haben
aufgezeigt, dass zellausschlieBende Membranen wie nicht-pordse, expandierende Polytetrafluo-

rethylen (ePTFE) nicht die transmembrandse Blutgefdbildung unterstiitzen (Schwarz et al.
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2008a). Demzufolge diente in der zuvor genannten Studie (Lioubavina-Hack et al. 2005a) die
kortikale Schicht des Mandibularastes als einzige Quelle der Vaskularisierung. Moglicherweise
ist der ortsstindige Knochen als einzige Blutversorgung nicht ausreichend fiir einen PDGF-
vermittelten regenerativen Prozess (Lioubavina-Hack et al. 2005a). Diese Behauptung wird
durch eine Studie der gleichen Forschungsgruppe unterstiitzt, die Methylzellulosegel als Tra-
gersubstanz filir die begleitende Implantation von rhPDGF-BB/ insulin-like-growth-factor I
(IGF-1)(150, 160 oder 1200mg/ml) verwendete (Lioubavina-Hack et al. 2005b). Die Teflon-
kapseln wurden ebenfalls an der lateralen Seite des Mandibularastes befestigt. Die Auswahl
wurde gemill dem Zufallsprinzip gewéhlt. Die Applikation erfolgte entweder an einem nicht-
denudierten, periostalen oder an einem denudierten, nichtperiostalen Bereich des Unterkieferas-
tes. Nach zwei Monaten der Wundheilung zeigten histomorphomerische Analysen eine signifi-
kant bessere Knochenbildung in allen periostalen Bereichen im Vergleich zu den korrespondie-
renden nicht-periostalen Bereichen.

Diese Daten zeigten hauptsidchlich eine signifikante Verbesserung der Knochenregeneration
unabhédngig von der Verwendung einer Membran (Lynch et al. 1991; Becker et al. 1992; Vikja-
er et al. 1997). Als Konklusion ist festzustellen, dass die native Kollagenmembran wie in dieser
Studie verwendet, das Augmentat stabilisiert, eine Barriere fiir das umliegende Gewebe dar-
stellt, nicht in den Effekt des Wachstumsfaktors thPDGF eingreift und die transmembrandse
Angiogenese fordert. Diese Eigenschaften fiihren zu besseren klinischen Ergebnissen, deswe-
gen ist es unerldsslich, bei folgenden Studien und in der Praxis eine Barrieremembran zu ver-

wenden.

5.7 RhPDGF-BB im Vergleich zu anderen Wachstumsfaktoren

Ziel vieler Forscher ist es, ein Knochenersatzmaterial zu finden, das neben der osteokondukti-
ven Wirkung auch die Osteogenese durch Osteoinduktion und Angioneogenese per zum Bei-
spiel Wachstumsfaktoren positiv beeinflusst. Bereits im jetzigen Stand der Forschung gibt es
verschiedene Studienansdtze in denen Wachstumsfaktoren getestet wurden. Jung verdffentlich-
te diesbeziiglich eine systematische Ubersichtsarbeit, um die Modulatoren Knochenmodulie-
rendes Protein 2+7 (BMP-2+7), Wachstums-/Differenzierungsfaktor 5 (GDF-5), plattchenakti-
vierender Wachstumsfaktor (PDGF) und Parathormon (PTH) in den bisherigen Studien mitei-
nander zu vergleichen (Jung et al. 2008). Zur Verfiigung standen ihm jedoch nur 4 klinische
Studien zu BMP-2. Alle anderen Wachstumsfaktoren sind noch nicht in klinischen Studien

getestet und somit rein tierexperimentell beurteilt worden. Dies ist mitunter durch die Zulas-
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sungsbeschrankungen der Priparate zu erkliren. BMP-2/-7 sind bereits im Fachbereich der
Orthopddie am Menschen zur Verwendung gekommen. Die Zulassung der Praparate basiert auf
einer Ubersichtsarbeit (Poynton&Lane 2002), welche die Stoffe unter anderem auf folgende
Fragestellungen evaluiert haben:

Knochenwachstum

Osteoklastenaktivitit

Kanzerogenitit

lokale und systemische Toxizitdt

Immunologie

Organbeteiligung

Fir hPDGF-BB liegt die Zulassung zur Verwendung in der Zahnmedizin nicht vor.

Die evaluierten Studien zu BMP-2 bezogen sich bei Jung et al. (2008) auf selbst erhaltende
Defekte. Zu nicht selbst erhaltenden Defekten gibt es zu diesem Zeitpunkt keine greifbaren
Daten. Sowohl BMP-2 wie auch BMP-7 haben laut der oben zitierten Studie eine positive Wir-
kung auf die Knochenneubildung. Es wird jedoch auch in dieser darauf hingewiesen, dass wei-
tere klinische Studien erforderlich sind. Fiir GDF-5 und PTH fehlt es qualitativ und quantitativ
an ausreichenden Studien, um eine Beurteilung abgeben zu konnen. PTH scheint eventuell
ebenfalls die Knochenbildung giinstig zu beeinflussen (Jung et al. 2008).

Bezogen auf thPDGF steht die aktuelle Studie mit den Ergebnissen der Ubersichtsarbeit von

Jung im Einklang.
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6. Zusammenfassung und klinische Relevanz der Ergebnisse

Zusammenfassend haben die Ergebnisse der gegenwirtigen Studie gezeigt, dass (1) thPDGF-
BB versetztes, partikuldres Knochenersatzmaterial an chronischen Kieferkammdefekten das
Potential hat, die initiale Knochenbildung und Vaskularisation zu unterstiitzen. (i1) Die Appli-
kation von nativen Kollagenmembranen interferiert nicht in die biologische Aktivitit von
rhPDGF-BB und sichert die Stabilisation der Knochenersatzpartikel. Die Arbeitshypothesen

wurden in der aktuellen Untersuchung bestitigt.

RhPDGF-BB ist in Europe derzeit noch nicht fiir die Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde zuge-
lassen. In den USA besteht die Zulassung durch die ,,Food and Drug Administration (FDA)*
bereits fiir die in der Parodontaltherapie. In der Parodontaltherapie konnen sehr gute klinische
Ergebnisse erzielt werden. Der signifikant positive Effekt an parodontalen Defekten wurde
ebenfalls in vorangegangenen Studien getestet (Nevins et al, 2005; Kwon,Wikesjo et al. 2010),

doch auch in diesem Fachbereich sind klinische Studien gefordert, die Wirkung zu verifizieren.

In préklinischen Untersuchungen traten unter der Verwendung von rhPDGF-BB keinerlei
Komplikationen auf. Es sind weder negative Auswirkungen auf die Wundheilung bekannt,
noch traten systemische Komplikationen wie beispielsweise allergische Reaktionen auf. Die
praklinischen Daten zeigten die Sicherheit und Effektivitit der Applikation von rhPDGF-BB
und legitimieren den klinischen Einsatz am Menschen. Der Néachste Schritt ist demnach die
klinische Anwendung von thPDGF-BB auf nicht selbsterhaltende Kieferkammdefekte in einem

genehmigten Heilversuch.

Die Heterogenitét der oben genannten Studien beziiglich der Verwendung einer Membran zei-
gen, dass der Effekt dieser Technik dem Anschein nach nicht ausschlieBlich von deren Eigen-
schaft, sondern auch der Priaferenz des Behandlers abhéngt. Die hier evaluierte Studie etabliert
die Verwendung einer Kollagenmembran in Bezug auf die Stabilisierung lateraler Kiefer-
kammdefekte, die Knochenneubildung und die Férderung der transmembrandsen Angiogenese

als essentielle Technik.
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BD
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BMP
BMP-2
BMP-7
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DGI
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DL
DMEM
DSMZ
ePTFE
CCD
FDA
FGF
GBR
GDF
GDF-5
IGF
IL-6
KEM
LANUV
LDH
M2
MgCI2
MMA
MT
NaOH

augmentiertes Areal
3-Amino-9-ethyl-carbozole

Alkalinen Phosphatase

krestaler Knochen

Boden des Defektes
Knochenbildungsrate

Bone Morphogenic Proteins

Bone Morphogenic Protein 2

Bone Morphogenic Protein 7
Kollagenmembran

Deutsche Gesellschaft fiir Implantologie
Deutsche Gesellschaft fiir Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde
Defektlange

Dulbecco's Modified Eagle's Medium
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
expandiertes Polytetrafluoroethylene
Charge-coupled Device

Food and Drug Administration
Fibroblast growth Factor

gesteuerte Knochenregeneration
Growth/differentiation factor
Growth/differentiation factor-5
Insulin-like growth factor

Interleukin-6

Knochenersatzmaterial

Landesamt fiir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz NRW
Laktatdehydrogenase

zweiter Molar

Magnesiumchlorid

Methylmethacrylat

mineralisiertes Gewebe

Natriumhydroxid
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NBM
NMT

OK

P2

PBS
PDGF
PDGF-AA
PDGF-BB
PDGF-AB
PTH
rhBMP-2
REM
rhPDGF
Sa0s2
SPSS
TCP

TB

TG
TGF-B
TNF- a
UK
VEGF

verbliebenes Knochenersatzmaterial

nicht mineralisiertes Gewebe

Oberkiefer

zweiter Pradmolar

Phosphatpufferlosung

Platelet derived growth factor

Platelet derived growth factor mit zwei A-Ketten
Platelet derived growth factor mit zwei B-Ketten
Platelet derived growth factor mit einer A und einer B Kette
Parathormon

human rekombiniertes Bone morphogenetic Protein-2
Rasterelektronenmikroskop

human rekombinierter Platelet derived growth factor
Sarcoma osteogenic 2 cells

Statistical Package for the Social Sciences
Trikalziumphosphat

Toulouidineblau

Transglutaminase

Transforming Growth Faktor-f3
Tumornekrosefaktor-o

Unterkiefer

Vascular endothelial growth factor
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Wundheilung der Alveole nach Zahnextraktion

(modifiziert entsprechend Abb. 1, Amler et al 1969, Cardaropoli G. &
Araujo M. et al. 2003)

Knochenautbau

(modifiziert nach Felsenberg 2001)

Geistlich ® Bio-Oss REM, 10um

Einteilung der Membranen

(modifiziert nach Rateitschak K.H., Wolff H.F., 2000)

Geistlich ® 2008, Biogide, HG-blau

Die korrespondierende linguale Knochenwand wurde intakt gelassen.
Insgesamt wurden n=6 Defekte im UK bilateral prépariert. Vier dieser
Defekte wurden eingeplant, um den Einfluss von thPDGF-BB auf die
Knochenbildung in Kombination mit Knochenersatzmaterial und GBR
einzuschétzen.

Insgesamt n=4 Defekte wurden im OK bilateral prapariert und bestimmt,
um den Einfluss von GBR auf die Knochenbildung unter der Verwen-
dung von thPDGF-BB getrinktem Knochenersatzmaterial, zu bemessen.
Geistlich ®, Bio-Oss REM

6 Wochen nach geschlossener Einheilung. Vor der Augmentation wurde
das Granulationsgewebe aus dem chronischen Defekt sorgfiltig entfernt.
Vor der Augmentation in den entsprechenden Gruppen wurde die Kol-
lagenmembran getrimmt und entlang des Kieferkamms adaptiert. Dies
sollte die Stabilitdt des Knochenersatzmaterials am Defektboden sichern.
(Unterkiefer)

Das KEM wurde homogen in jeden Defekt eingebracht.

(0,1-0,15g¢ KEM korrespondierend zu 0,03-0,045mg rhPDGF-BB pro
Defekt)

Nach der Augmentation wurde die Kollagenmembran {iber den gesamten
Defekt gelegt, sodass sie 1-2 mm des umgebenden Kieferkamms bedeckt.
Weder Niahte noch Stifte wurden fiir die Membranfixation und Stabilisa-

tion eingesetzt.
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Das augmentierte Areal konnte fiir 3 Wochen einheilen. Das Bild zeigt
ein nicht-exponiertes Areal im Unterkiefer (KEM+rhPDGF+CM) vor der
Einschlédferung.

Mogliche Komplikationen

Die relative biologische Aktivitét, ausgedriickt durch die mittlere ALP-
Produktion der Zellen in Mikroeinheiten pro Stunde

Die relative biologische Aktivitét, ausgedriickt durch die mittlere ALP-
Produktion der Zellen in Mikroeinheiten pro Stunde nach sieben Tagen
Inkubationszeit

Histomorphometrische Ergebnisse nach 3 Wochen (mm?) — im UK (n=4)
in grafischer Darstellung

Histomorphometrische Ergebnisse nach 3 Wochen (mm?) — im OK (n=4)
in grafischer Darstellung

Messpunkte im Wundareal

Kontrollgruppe, TB-Féarbung, Originalvergro3erung x25

Initiales Muster der Knochenbildung, welche hauptsidchlich aus offenen
Markrdumen des angrenzenden Alveolarknochens entstammt und in bei-
den Gruppen vergleichbare Ergebisse zeigt. (Kontrollgruppe, TB-
Féarbung, OriginalvergrofSerung x30)

Die meisten Proben enthiillten eine unreife Erscheinung des neu gebilde-
ten trabekuldren Knochens (Testgruppe, TB_Farbung, Originalvergrof3e-
rung x100)

Manche Proben zeichnen sich durch einen reifen trabekuldren Geflecht-
knochen aus, welcher im engen Kontakt mit den NBM-Partikeln steht.
(Kontrollgruppe, TB-Féarbung, Originalvergréf3erung x100)

Die Bildung eines vaskuldren Systems (—) wurde allgemein in der Test-
und Kontrollgruppe beobachtet.

(Kontrollgruppe, TG-farbung, Originalvergrof3erung x200)

Die TG-antigenaktivitidt (—) waren offenbar in den Defektarealen der
Testgruppe ausgepragter.

(Kontrollgruppe, TG-Féarbung, Originalvergro3erung x200)

Die Kontrollgruppe zeigte eine leichte Dislokation des NBM nach
kaudal.

(TB-Farbung, Originalvergrof3erung 25x)
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Abbildung 28:

Abbildung 29:

Abbildung 30:

Abbildung 31:

Abbildung 32:

Die NBMpartikel wurden in allen Defektarealen homogen stabilisiert.
(TB_Férbung, Originalvergréf3erung 25x)

Kleine Mineralisationskerne im submembrandsen Gewebe der Testgrup-
pe. (TB-Farbung, Originalvergrof3erung 40x)

Ausgeprigter trabekuldrer Geflechtknochen im peripheren Kompartiment
der Wunde der Kontrollgruppe.

(TB-Férbung, Originalvergrof3erung 40x)

Gut vaskuarisiertes subepitheliales Bindegewebe mit kleineren Ge-
faBneubildungen und dilatierenden bereits existierenden Gefalen (—).

(Kontrollgruppe, TG-Féarbung, Originalvergrof3erung 400x)

Neu gebildete Blutgefifle (—) sind homogen in die Kollagenmembran
eingesprosst, welches in der Vaskularisierung des submembrandsen
Kompartiments des Wundareals resultiert.

(Testgruppe, TG-Farbung, Originalvergrof3erung 400x)
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