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2. Abstrakt

Einleitung: Das Ziel dieser Studie war die histomorphometrische und
immunhistologische Untersuchung von humanen Extraktionalveolen nach einer 4-
wochigen Heilungperiode.

Material/Methode: Im Rahmen der Studie wurden 25 Zahne bei 10 Patienten
extrahiert. Alle Alveolen wurden sorgfaltig kirettiert und danach mit Bio-Oss Collagen
(n=12) augmentiert oder der Spontanheilung (n=13) Uberlassen. Nach 4-wdchiger
Einheilzeit wurden wahrend der Implantatsetzung Probebiopsien enthommen und
analysiert. Es erfolgte eine histomorphometrische Auswertung der intraalveolaren
Knochenneuformationsrate und die immunhistologische Analyse des osteogenen und
angionenen Potentials mit den Antikérpern Cbfa1, Osteonectin, Osteocalcin, sowie mit
CD 31. Mit Hilfe des Wilcoxon-Signed-Rank-Tests, dem Mann-Whitney-U-Test, der
zweifaktoriellen parameterfreien Varianzanalyse und des Spearmans'rho — Tests wurde
untersucht, ob das Augmentationsverfahren  einen Einflud  auf die
Knochenneuformationsrate sowie auf das osteogene bzw. angiogene Potential hat.
Ergebnisse: Die durchschnittliche Knochenneuformationsrate lag bei 9 % in den nicht
augmentierten Alveolen und bei 11 % in den augmentierten Alveolen. Apikal zeigte sich
eine signifikant ~ hohere Knochenneuformationsrate als coronal. Das
Augmentionsverfahren hatte darauf keinen Einfluf3.

Innerhalb der provisorischen Matrix der ungefiullten Alveolen lagen die
Durchschnittswerte der positiv expressierenden Zellen bei 56 % (Cbfa1), 45 %
(Osteonectin) und 18 % (Osteocalcin). CD 31 positive Zellen wurden im Durchschnitt
ein Score von 6 zugeteilt. Die geflllten Alveolen zeigten durchschnittliche Werte von

57 % (Cbfa1), 32 % (Osteonectin) sowie 25 % (Osteocalcin) und CD 31 positive Zellen
zeigten einen Score von 5. Bei allen verwendeten Antikérpern waren signifikant mehr
positiv gefarbte Zellen im apikalen als im coronalen Bereich. Der Vergleich der
augmentierten und nicht augmentierten Alveolen zeigte keinen signifikanten
Unterschied.

Schlussfolgerung: Die Knochenformationsrate zeigte grofle interindividuelle
Unterschiede und war im apikalen Bereich der Alveole am groften. Die provisorische
Matrix zeigt ein hohes osteogenes und angiogenes Potential. In den nicht
augmentierten Alveolen sind bereits ein Funftel der Zellen Osteoblasten. Das aktive

Zentrum des osteogenen und angiogenen Potentials befindet sich nach einer 4 -
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wochigen Heilungperiode im apikalen Bereich. Die Augmentation mit Bio-Oss Collagen
hatte keinen Einfluss, weder auf die Knochenneuformationsrate noch auf die

Osteogenese und Angiogenese wahrend der initialen Wundheilung.
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Abstract

Purpose: The aim of this study was the histomorphometric and immunohistological
analysis of human extraction sockets after 4 weeks of healing.

Material/Methods: Within this study 25 teeth in 10 patients were extracted. In all
sockets a curettage was performed and the sockets were augmented with Bio-Oss
Collagen (n=12) or were non-augmented (n=13). After 4 weeks of healing at implant
placement bone biopsies were obtained and a histomorphometric analysis of the bone
formation rate and a immunohistochemical evaluation of the osteogenic and angiogenic
potential with the monoclonal antibodies Cbfa1, Osteonectin, Osteoclacin and CD 31
were performed. For the statistical analysis the Wilcoxon-Signed-Rank-test, Mann-
Whitney-U-test, Spearmans’rho-test and the two-factorial analysis for repeated
measurements were used investigating differences between the augmented and non-
augmented sockets.

Results: The mean new bone formation rate was 9 % in the non-augmented sockets
and 11 % in the augmented sockets. The bone formation rate was significant higher in
the apical region than in the coronal region. No difference was found between the
grafted and non-grafted sockets.

In the provisional matrix the ungrafted sockets displayed a median amount of 56 %
(Cbfa1), 45 % (Osteonectin) and 18 % (Osteocalcin) positive cells. The median CD 31
score was 6. The grafted sockets showed a median amount of 57 % (Cbfa1), 32 %
(Osteonectin) and 25 % (Osteocalcin) expressing cells and a median CD 31 score of 5.
No difference was found between the augmented and non-augmented sockets. In the
apical region more positive staining cells were found than in the coronal region.
Conclusions: The bone formation rate shows interindividual variations and is initiated
from the apical region of the extraction socket. The provisional matrix displayed a high
osteogenic and angiogenic potential; where as one of five cells are mature osteoblasts
in the non-augmented sockets. The active zone of the osteogenic and angiogenic
potential after 4 weeks of healing is located in the apical region. The grafting procedure
with Bio-Oss Collagen did not influence the bone formation rate as well as the

osteogenesis and angiogenesis.
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3. Einleitung

Nach dem Verlust eines Zahnes steht die Rehabilitation mittels zahnarztlicher
Implantate heute immer mehr im Vordergrund. Um dabei ein funktionell und asthetisch
adaquates Ergebnis zu erzielen, ist neben der Qualitdt des Alveolarknochens ein
ausreichendes Knochenvolumen fur eine stabile Implantatverankerung von
entscheidender Bedeutung (Schneider 1999).

Der Alveolarfortsatz ist ein zahnabhangiges Gewebe. Sowohl das Volumen als auch
die Gestalt des Alveolarfortsatzes wird durch die Form und die Achsenneigung des
Zahnes bestimmt. Er entwickelt sich mit der Bildung und dem Durchbruch der Zahne
und bildet sich nach ihrem Verlust wieder zurlck (Schroeder 1992). Es resultiert eine
Reduktion des urspringlichen Knochenvolumens am Alveolarkamm, sowohl in
vertikaler als auch in horizontaler Richtung (Atwood 1971, Fickl et al. 2008, Farmer &
Darby 2014). Diese resorptiven Veranderungen koénnen zu funktionellen und
asthetischen Beeintrachtigungen fuhren und erschweren sowohl implantologische als
auch prothetische RekonstruktionsmalRnahmen (Fickl et al. 2008, Mardas et al. 2015).
Um diesen Veranderungen rechtzeitig entgegen wirken zu kénnen und einen idealen
Zeitpunkt fur eine implantatprothetische Rehabilitation zu finden, ist ein detailliertes
Wissen Uber die biologischen Vorgange innerhalb der Alveole notwendig (Schropp et al.
2003). Uber die Ausbildung und Reifung eines Blutkoagulums kommt es zur
Organisation einer provisorischen Matrix, welche schrittweise von Geflecht- und spater
von Lamellenknochen ersetzt wird (Amler 1969). Untersuchungen uUber den initiialen
Heilungsprozess wurden in den vergangenen Jahren vor allem an tierexperimentellen
Studien evaluiert (Cardaropoli et al. 2003, Araujo et al. 2009). Bisher erfolgte Studien an
humanen Extraktionsalveolen sind bis dato beschrankt (Amler 1969, Boyne 1966,
Evian et al. 1982), aber von entscheidender Bedeutung da es zu bericksichtigen gilt,
dass sich die physiologischen Umbauraten der einzelnen Spezies voneinander
unterscheiden (Pearce et al. 2007).

Fur den Erhalt des Alveolarknochens post extractionem werden verschiedene Ansatze
diskutiert. Neben der Sofortimplantation, welche in klinischen und tierexperimentellen
Studien keinen klaren Vorteil hinsichtlich der Pravention zeigte (Araujo 2005, Botticelli
et al. 2004, Covani et al. 2004, Schropp et al. 2003a, 2003b, Sanz et al. 2010), kommen
unterschiedliche Knochenersatzmaterialien fur augmentative MalRnahmen im Sinne

einer Socket - Preservation zum Einsatz. Tierexperimentelle und humane Studien
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dokumentieren die Anwendung des xenogenen Knochenersatzmaterials Bio-Oss in der
zahnarztlichen Chirurgie und berichten Uber einen osteokonduktiven Effekt (Berglundh
& Lindhe 1997, Jensen et al. 1996, Artzi et al. 2000, Araujo et al. 2015). Welchen
Einfluss Bio-Oss auf die Knochenneuformation und auf das osteogene sowie angiogene
Potential wahrend der initialen Wundheilung in humanen Alveolen hat, ist bis dato noch
nicht geklart, spielt aber eine entscheidende Rolle um ein optimales Zeitmanagement

fur implantatprothetische Therapieansatze formulieren zu kénnen.

Das Ziel der vorliegenden Studie war es daher, mit Bio-Oss Collagen augmentierte und
nicht augmentierte humane Extraktionsalveolen nach einer 4-wdchigen Heilungsperiode
vergleichend zu untersuchen. Dabei galt es histomorphologisch die
Knochenneuformationsrate zu bestimmen sowie das osteogene und angiogene
Potential mesenchymaler Stammzellen in der provisorischen Matrix immunhistologisch

zu evaluieren.
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4. Literaturverzeichnis

4.1. Knochen

Der Knochen zahlt zu den Stutzgeweben des Korpers und ist eine hoch spezialisierte
Form des Bindegewebes. Er besteht zu etwa 50 % aus Mineralien, zu 25 % aus Wasser
und zu 25 % aus organischen Bestandteilen. Als Stutzapparat bietet er dem Korper
funktionellen Halt, dient als Schutz der inneren Organe und des
Zentralennervensystems und nimmt aktiv am Calciumstoffwechsel des Korpers teil
(Junqueira 2005).

Das Knochengewebe ist ein Verband von Knochenzellen mit Zwischenzellsubstanz und
besitzt die Fahigkeit, bei Beschadigung komplett adaquates neues Knochengewebe zu

bilden und zu einer Restitutio ad integrum zu fuhren (Braun & Ruter 1996).

41.1. Aufbau des Knochens

Makroskopisch setzt sich der Knochen aus zwei Schichten zusammen. Die substantia
compacta bildet die feste auRere Oberflache des Knochens und macht etwa 85 % des
Gesamtknochens im Korper aus, wahrend die substatia spongiosa mit etwa 15 % der
Gesamtknochenmasse, sich innerhalb des Knochens befindet (Mundy 1999). Sie
besteht aus kleinen schwammartig angeordneten Knochenbalkchen, die sich entlang
der Zug- und Drucklinien (Trajektorien) ausrichten.

Umhullt wird der Knochen auf der aufl3eren Oberflache von einer Bindegewebsschicht,
dem Periost. Dieses besteht aus einer inneren, zell- und gefalireichen Schicht und
einer aulderen Faserschicht. Durch das Periost werden BlutgefalRe und vegetative
Nervensysteme an den Knochen herangefuhrt. Auf der inneren Oberflache wird die
substantia compacta von dem Endost Uberzogen und somit vom Markraum
abgegrenzt. Es besteht aus einer diinnen Lage von flachen Bindegewebszellen

(Hees & Sinowatz 2000).

Strukturell wird zwischen Geflechtknochen, zusammengesetztem Knochen, und
lamellarem Knochen differenziert (Garg 2006). Der Geflechtknochen wird auch als
Primarknochen bezeichnet und tritt sowohl bei der Knochenentwicklung als auch bei der
Frakturheilung auf. Er ist gekennzeichnet durch seine zufallige Anordnung der
Kollagenfibrillen und einem niedrigeren Mineralgehalt als der Lamellenknochen,

wodurch er eine geringere mechanische Festigkeit aufweist. Der Geflechtknochen wird
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resorbiert und langsam durch den reiferen lamellarem Knochen ersetzt. Wahrend des
Ersatzes von Primarknochen durch lamellaren Knochen wird der Knochen als
zusammengesetzter oder plexiformer Knochen bezeichnet, bei dem man ein
Gitternetzwerk aus Geflechtknochen geflllt mit lamellarem Knochen sehen kann (Garg
2006, Hahn & Klotz 2008). Der Lamellenknochen des Erwachsenen besteht aus einer
organisierten Kollagen-Protein-Mineralstruktur und verleiht ihm dadurch eine hohere
Stabilitdt und Festigkeit (Marx & Garg 1998). Kollagenfibrillen sind in einem
Lamellensystem angeordnet, die sich in Schichten konzentrisch um einen zentralen
Kanal reihen. Dieser sogenannte Havers-Kanal enthalt nutritive Blutgefalle, Nerven und
Bindegewebe und bildet zusammen mit den Speziallamellen das Osteon. Das Osteon
ist sowohl in der substantia compacta parallel zur Oberflache angeordnet, wie auch in
der substantia spongiosa, jedoch weniger regelmallig (Lullmann-Rauch 2006, Hees
2000). Die Havers-Kanale der einzelnen Osteone kommunizieren mit der
Knochenmarkshohle, dem Periost und untereinander durch seitlich verlaufende
Volkmann-Kanale und sichern somit die Blutversorgung und Reizleitung des Knochens.
Die einzelnen Lamellen bestehen aus Kollagenfaserbindeln, welche in eine
mineralische Grundsubstanz eingebettet sind. In diese mineralische Grundsubstanz
werden anorganische Bestandteile wie Kalziumphosphat in Form von
Hydroxylapatitkristallen eingelagert, was zu einer Verkalkung der Knochenmatrix fuhrt.
Ebenfalls vorhanden sind auch Zitrat- und Karbonationen, sowie geringe Mengen
Magnesium-, Kalium- und Natriumsalze. Die Kollagenfasern dienen den mineralischen

Bestandteilen hierbei als Kristallisationskeime (Junqueira 2005).

4.1.2. Zellen des Knochens

Aus dem Knochengewebe lassen sich folgende Zellarten morphologisch abgrenzen:

Osteoblasten

Die Osteoblasten sind kubisch, zylinderférmige, stoffwechselaktive Zellen, die sich auf
den endostalen und periostalen Knochenoberflachen befinden. Sie differenzieren sich
aus den mesenchymalen pluripotenten Knochenvorlauferzellen und synthetisieren und
sezernieren einen Groldteil der organischen Knochenmatrix.

Die Hauptsyntheseprodukte sind zu 90 % das Kollagen Typ 1 und nicht-kollagene
Proteine (Tab. 1).
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Tab. 1: Proteine des Knochens

Protein Anteil

Funktion

Kollagen Typ 1 90-95 %

Bildung der Kollagenfibrillen, verleiht Elastizitat und
hohe Zugfestigkeit

Osteocalcin 1-2 %

Bindung von Calcium wund Hydroxylapatit durch
Carboxyglutaminsaurereste, inhibiert Mineralisierung
des Knochens

Osteonectin 2%

Glykoprotein mit hoher Affinitat und Bindung an
Calcium, Hydroxylapatit und Kollagen, Regulierung der
Zellproliferation und Zell-Matrix-Interaktionen, stimuliert
Prolineinbau in Kollagen

Osteopontin 1%

Bindung der Osteoblasten an die extrazellulare Matrix,
stimuliert Bindung der Osteoklasten wahrend der
Resorption

Bone
Morphogenetic 0,1 %
Proteins (BMP)

Fahigkeit der Chemotaxis, Beeinflussung von
Wachstum, Differenzierung und Apoptose von Zellen,
Stimulation der Synthese von extrazellularer Matrix im
Knorpel- und Knochengewebe

Sialoproteine 2%

dient als Adhasionsmolekul, stimuliert die Bildung von
Hydroxylapatit

Proteoglykane gering

Beeinflussung der Zell-Matrix-Interaktion, Bindung von
TGF-R

Wahrend der Osteogenese werden Wachstumsfaktoren wie Transforming Growth
Factor beta (TGF-B), BMP’s und Platelet Derived Growth Factor (PDGF) von

Osteoblasten sezerniert und in die Knochenmatrix eingebaut (Mundy 1999).

Die Freisetzung der Syntheseprodukte erfolgt dort, wo die Zelloberflache mit der

Knochenmatrix in Kontakt steht. Diese freigesetzte, noch nicht verkalkte Schicht, wird

als Osteoid bezeichnet. In diese Schicht werden nun Mineralien, wie bereits oben

beschrieben (siehe 4.1.1.), eingebettet und der neu gebildete Knochen in konzentrisch

aufeinander folgenden Schichten, den genannten Speziallamellen, angeordnet.
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Mit nachlassender Aktivitat bilden die Osteoblasten Zellfortsatze aus und werden

zunehmend flacher.

Osteozyten

Haben reife Osteoblasten erfolgreich Knochen gebildet und sind vollstandig von
mineralisierter Knochenmatrix eingemauert, formen sie sich in Osteozyten mit leicht
basophilem Zytoplasma um (Sodek & McKee 2000). Die Osteozyten liegen in
sogenannten Lakunen und haben lange dendritische Zellauslaufer, die in Canaliculi
verlaufen und durch Gap Junctions untereinander in Verbindung stehen. Sie sind fur die
Erndhrung des Knochens und die Signalvermittiung innerhalb des harten Gewebes
zustandig (Junqueira 2005, Garg 2006).

Bone-Lining-Cells

Die Bone-Lining-Cells, oder auch Knochendeckzellen genannt, gehdren wie die
Osteozyten zur Familie der Osteoblasten (Parfitt 1994). Sie gelten als ruhende oder
inaktive Osteoblasten, welche nach Beendigung der Knochenbildung flach auf der
Knochenoberflache verbleiben. Die flachen, spindelformigen Zellen sind mit weniger
zytoplasmatischen Organellen ausgestattet, was auf eine niedrige Aktivitat sowohl beim
Zellmetabolismus als auch bei der Proteinsynthese verweist (Buser 2010). Uber Gap
Junctions halten die Bone-Lining-Cells die Kommunikation untereinander aufrecht
(Miller et al. 1989). Sie spielen eine Rolle beim Mineralaustausch des Knochens und es
wird vermutet, dass die Zellen am Remodelling-Prozess beteiligt sind (Parfitt 1994,
Everts et al. 2002). Als Teil des ,Bone remodeling compartiment® (BRC) Idsen sich zu
Beginn des Knochenumbaus die Bone-Lining-Cells von der Knochenoberflache. Die
Knochenoberflache wird zuganglich fur Osteoklasten, so dass eine Resorption der

mineralisierten Matrix durch die Osteoklasten erfolgen kann (Hauge et al. 2001).

Osteoklasten

Die im aktiven Zustand knochenabbauenden Osteoklasten sind grole, vielkernige
Riesenzellen, die in flachen Aushohlungen, den Howship'schen Lakunen, zu finden
sind. Sie stammen aus den Zellen der kdrpereigenen Abwehr, den Monozyten (Garg
2006). Die Monozyten wandern wahrend der Entwicklung aus dem Knochenmark Uber
den Blutweg in den Knochen ein und wandeln sich dort zu Osteoklasten um (Sodek &
McKee 2000).
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Die Osteoklastenaktivitdt und Formation ist abhangig von einer Aktivierung des
membranstandigen Rezeptors RANK (Receptor for Activation of Nuclear Faktor Kappa-
B) und von stimulierenden Faktoren, wie M-CSF (monocyte colony stimulating factor)
(Proff & Romer 2009). Die Osteoklastendifferenzierung durch RANKL und RANK wird
durch eine Cell-Cell-Interaktion zwischen Osteoklasten und Osteoblasten ausgefuhrt.
Membranstandige RANK-Liganden auf der Oberflache der Osteoblasten binden sich an
den passenden Rezeptor RANK von Osteoklastenvorlauferzellen und initiieren dadurch
die Differenzierung zu Osteoklasten (Proff & Rémer 2009).

OPG (Osteoprotegerin), welches ebenfalls auf den Osteoblasten produziert wird, zeigt
eine hemmende Wirkung auf die Osteoklastendifferenzierung und kann neben dem
Parathormon, Glukokortikoiden und Vitamin D das RANK/RANKL/OPG - System
beeinflullen und die Knochenresorption steuern (Hahn & Klotz 2008, Proff & Rdémer
2009).

4.1.3. Desmale und chondrale Ossifikation

Die Bildung des Knochens kann im Korper auf unterschiedlichen Wegen ablaufen.
Unterschieden wird die desmale/direkte Ossifikation von der chondralen/indirekten
Ossifikation (Eames et al. 2003). Bei der desmalen Ossifikation dient das
Bindegewebe als Gerust fur die Ablagerung der Knochenmatrix (Buser 2010).
Mesenchymale Bindegewebszellen differenzieren sich direkt zu Osteoblasten, die
anschlieBend die Produktion von Osteoid aufnehmen. Diese Art der Knochenheilung
findet man an den Knochen des Schadels, der Mandibula sowie an der Clavicula
(Schiebler & Korf 2007, Welsch 2006, Olsen et al. 2000). Die chondrale Ossifikation
bestimmt die Entwicklung langer und kurzer Réhrenknochen und wird indirekt Uber eine
knorplige Vorstufe gebildet (Schiebler & Korf 2007). Aus dem mesenchymalen
Bindegewebe differenzieren sich Chondrozyten, die ein Abbild des Knochens aus
hyalinem Knorpel bilden, welcher im folgenden durch Knochen ersetzt wird. Man
unterscheidet hierbei die perichondrale von der enchondralen Ossifikation (Eames et al.
2003). Im Rahmen der perichondralen Ossifikation kommt es zunachst im Bereich der
Diaphyse zur Bildung einer perichondralen Knochenmanschette, die den Knorpel von
aulden umschlie3t und von den osteogenen Zellen des Perichondriums gebildet wird.
Gleichzeitig kommt es zum Abbau der inneren Knorpelmatrix, so dass eine Markhohle

entsteht und es zur Einsprossung von BlutgefaRen und Mesenchymzellen aus dem
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Perichondrium kommt (Welsch 2006, Schiebler & Korf 2007). Es folgt die enchondrale
Ossifikation in den Epiphysen. Hierbei hypertrophieren die Chondrozyten des hyalinen
Modells und sterben ab. Sie hinterlassen Lakunen, in welche BlutgefalRe und
mesenchymale Stammzellen eindringen. Die Mesenchymzellen entwickeln sich zu
Osteoblasten, welche die Knochenmatrix sezernieren. Die urspringliche Knorpelmatrix
hingegen wird durch Chondroklasten abgebaut (Welsch 2006, Eames et al. 2003, Olsen
et al. 2000).

41.4. Angiogenese

Eine entscheidende Grundlage fur den Strukturerhalt und die Regeneration des
Knochens ist die Angiogenese. Sie beschreibt die Neubildung von Blutgefallen aus
bereits existierenden Gefalken der umgebenden Gewebe (Kleinheinz et al. 2002).

Die Bildung neuer Blutgefal3e geht meist von Kapillaren aus. Die bereits vorhandenen
Gefalle erweitern sich und werden vermehrt durchlassig (Carmeliet 2000, Welsch
2006). Durch die Freisetzung von Proteasen aus dem Endothel kommt es zum Abbau
der Basallamina und der das Gefal® umgebenden extrazellularen Matrix (Boujard et al.
2014). Dies ermoglicht eine Migration und anschlieBende Proliferation der
Endothelzellen. Es bilden sich Strange aus endothelialen Zellen, die elongieren und ein
Kapillarlumen ausbilden. Abschliel3end wird eine Basallamina um das neu entstandene
Gefaly gebildet und mit Perizyten und glatten Muskelzellen stabilisiert (Welsch 2006,
Boujard et al. 2014). Der komplexe Vorgang der Angiogenese wird von zahlreichen
Stimulatoren und Inhibitoren koordiniert. Neben einer Sickstoffoxid - induzierten
Vasodilatation, welche der Initiation der Angiogenese stets voraus geht (Carmeliet
2000), spielen endothelspezifische Wachstumsfaktoren wie der Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF) und Angiopoietine (ANG-1) als Stimulatoren der
Endothelmigration und —proliferation eine entscheidende Rolle (Welsch 2006).

Eine enge Interaktion zwischen Angiogenese und Osteogenese in der Frakturheilung
wurde bereits mehrfach beschrieben (Lienau et al. 2009, Brandi & Collin-Osdoby 2006,
Qu et al. 2011, Alt et al. 2011). Neben der indirekten Wirkung Uber die gesteigerte
Bereitstellung von osteogenen Progenitorzellen durch das sich entwickelnde
Gefallsystem, spielt fur die kndcherne Regeneration die erhdhte Expression von
osteogenen Faktoren durch die Endothelzellen eine entscheidende Rolle (Kleinheinz et
al. 2002).
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Endothelzellen

Endothelzellen bilden die innere Auskleidung des gesamten Blutgefallsystems (Risau
1995, Sumpio et al. 2002). Die flachen, polygonalen Zellen bilden das Endothel, ein
einschichtiges Plattenepithel welches einer Basallamina aufsitzt. Sie sind in Richtung
des Blutstroms leicht gestreckt angeordnet und untereinander durch tight junctions und
gap junctions verbunden (Zille & Tillmann 2010). Diese endothelialen Zell- Zell-
Kontakte bestimmen die Permeabilitat der Blutgefalle. Durch seine anatomische Lage
als Grenzschicht bildet das Endothel eine physikalische Barriere zwischen dem Blut und
dem extravasalem Raum und ist fur eine Vielzahl von Aufgaben zustandig (Sumpio et
al. 2002). Es reguliert als Barriere den Stoffaustausch zwischen Gewebe und Blut,
synthetisiert Vasokonstriktoren und Vasodilatatoren zur Modulation des Blutflusses und
der Gefalireaktion, reguliert inflammatorische und immunologische Prozesse und stellt
aufgrund seiner antikoagulatorischen und antithrombotischen Wirkung, ein wesentlichen
Faktor der Hamostase dar (Sumpio et al. 2002, Welsch 2006). Durch die Expression
von verschiedenen Rezeptoren, wie beispielsweise fur den Wachstumsfaktor Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF), zur Forderung der Angiogenese (Schiebler & Korf
2007) oder inflammatorischen Mediatoren, wie Histamin und Thrombin (Klinke et al.
2004, Vanhoutte & Mombouli 1996), wird den Endothelzellen eine weitere wichtige
Funktion zur Erkennung und Umsetzung von zellularen Signalen aus den

Blutkompartimenten zugesprochen.

4.1.5. Modelling und Remodelling

Der gesamte Knochen befindet sich fortwahrend in einem dynamischen Zustand. Er
unterliegt standigen Veranderungen und Anpassungsvorgangen, die beispielsweise von
der Aktivitat der Knochenzellen und von Belastungsmomenten bestimmt wird. Taglich
werden etwa 0,7 % des menschlichen Skeletts resorbiert und durch neuen Knochen
ersetzt (Marx & Garg 1998). Unterschieden wird dabei Knochenmodelling und
Knochenremodelling.

Beim Modelling des Knochens kommt es zu einer Konturierung und Formung des
wachsenden Knochens. Osteoblasten und Osteoklasten agieren hierbei unabhangig
voneinander, so dass in einigen Gebieten Knochen abgebaut und in anderen Gebieten
Knochen angebaut wird. Das Knochenmodelling kann sowohl die GroRe als auch die

Form des Knochens verandern (Garg 2006).
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Das Knochenremodelling hingegen bezeichnet die miteinander verbundene Aktion
der beiden Zelltypen. Es ist ein zyklischer Prozess, der den Status quo aufrecht erhalt
und nicht die Gréle oder Form andert. Knochenremodelling entfernt durch
osteoklastare Resorption einen Teil des alten Knochens und ersetzt ihn durch die
Aktivitat von Osteoblasten mit neuem Knochen (Garg 2006).

Uberwiegt Knochenabbau durch Osteoklasten resultiert ein Knochenverlust, tiberwiegt
der Knochenaufbau durch Osteoblasten, kommt es zu einem Zuwachs an
Knochengewebe (Sodek & McKee 2000, Kawamura et al. 2007). Remodellingvorgange
haben das Ziel, die optimale Festigkeit der Knochen zu erhalten, Mikrolasionen zu
reparieren und die Knochenarchitektur an auf3ere Einflisse anzupassen. Kommt es zu
einer Anderung der Belastungsintensitat auf den Knochen, folgt eine strukturelle
Anpassung an die vorherrschende funktionelle Belastung. Dieser Prozess wird als
~Wolffsches Gesetz“ bezeichnet. Es besagt, dass der Knochen sich aufbaut und an
Festigkeit zunimmt, wenn er belastet wird. Wird der Knochen nicht oder nur wenig

belastet, kommt es zum Abbau des Knochengewebes (Wolf 1995, Frost 1994).

4.2. Knochenwundheilung nach Zahnextraktion

4.2.1. Die Extraktionsalveole

Als Zahnalveole wird eine Vertiefung des Ober- und Unterkieferknochens bezeichnet, in
der die Wurzel des Zahnes durch das parodontale Ligament verankert ist.

Mit der Entwicklung und dem Durchbruch der Zahne entwickelt sich der
Alveolarknochen (Schroeder 1992). Er besteht aus 2 Komponenten. Der eigentliche
Alveolarknochen bildet die innere Wand der Alveole und liegt unmittelbar lateral des
parodontalen Ligaments. Er wird wie das Wurzelzement und das parodontale Ligament,
aus dem Ektomesenchym gebildet und auch als Blndelknochen bezeichnet. Der
Blundelknochen bezeichnet den Teil des Knochens, dem die Fasern des parodontalen
Ligaments entspringen und ist somit entwicklungsgeschichtlich und funktionell Teil des
Zahnhalteapparates. Er spielt eine mal3gebliche Rolle bei den Veranderungen des
Alveolarknochens nach Verlust eines Zahnes (Araujo & Lindhe 2005). Der restliche Teil
des Kieferknochens ist periostalen Ursprungs und entwickelt sich aus Zellen, die

unabhangig von der Zahnentwicklung gebildet werden (Lindhe et al. 1999).
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Das parodontale Ligament dient als Aufhangung des Zahnes in der Alveole und
ermoglicht die Verteilung der funktionellen Krafte Uber den Alveolarknochen auf den
Alveolarfortsatz. Es besteht aus gefal3- und zellreichem kollagenem Bindegewebe und
strahlt mit seinen Fasern von der lamina dura des Alveolarknochens in das Zement der
Zahnwurzel ein. Die Fasern des parodontalen Ligaments, die in den Knochen und das
Zement des Zahnes eingebettet sind, werden als Sharpey’sche Fasern bezeichnet und
aus Fibroblasten des parodontalen Ligaments produziert (Lindhe et al. 1999, Schroeder
1992, McCulloch & Bordin 1991).

Bedeckt wird der Alveolarfortsatz von der Gingiva. Die Gingiva besteht aus einem
gingivalen Epithel, dem Verbindungsepithel und dem subepithelialen Bindegewebe, mit
den darin enthaltenen Blutgefalken und Nervenfasern.

Die Gesamtheit aus Alveolarknochen, parodontalem Ligament, Zement und Gingiva
wird als Parodontium (Zahnhalteapparat) bezeichnet und bildet eine
entwicklungsgeschichtliche, biologische und funktionelle Einheit (Schroeder 1992). Es
unterliegt gewissen Altersveranderungen und ist morphologischen und funktionellen
Veranderungen sowie Einflussen aus dem Mundhdhlenmilieu unterworfen (Lindhe et al.
1999).

Muss ein Zahn aufgrund von Traumata, fehlgeschlagenen Wurzelkanalbehandlungen
oder starker karidser Zerstorung aus seiner Alveole entfernt werden, kommt es zur
intraalveolaren Durchtrennung des parodontalen Ligaments und der anschliefenden
Entfernung des Zahnes aus seiner Alveole. In der so entstandenen Extraktionsalveole
setzt nun die natirlich verlaufende Wundheilung mit primarer Bildung eines

Blutkoagulums ein.

4.2.2. Heilung der Extraktionsalveole

Jede Wundheilung ist ein komplexer Vorgang, an dem alle Gewebselemente beteiligt
sind. Allgemein kann die Wundheilung in eine exsudative Phase, resorptive Phase,
proliferative Phase und regenerative Phase unterteilt werden (Lippert 2012).

Die Prozesse in einer heilenden Extraktionsalveole wurden erstmalig histologisch an
Tiermodellen (Euler 1923, Claflin 1936, Alling & Kerr 1957, Huebsch et al. 1952,
Simpson 1960) und spater an humanen Alveolen (Mangos 1941, Amler et al.
1960,1969) evaluiert. In der Vielzahl der Studien werden die aufeinanderfolgenden Zell-

und Gewebsveranderungen wahrend der Alveolenheilung untersucht und beschrieben,
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ohne jedoch detaillierte Angaben Uber die unterschiedlichen Bereiche innerhalb der
Alveole und Uber die Quantitat und Qualitat der Zellen zu machen. Es existieren nur
wenige humane Studien, welche den Heilungsprozess uber einen langeren Zeitraum
analysieren und die Qualifizierung und Quantifizierung der beteiligten Zellen betrachten
(Devlin & Sloan 2002, Trombelli et al. 2008, Heberer et al. 2012). Genauere
Untersuchungen zum Heilungsablauf in der Extraktionsalveole sind in der Literatur vor
allem in tierexperimentellen Studien evaluiert worden (Cardaropoli et al. 2003, Araujo &
Lindhe 2005, Arajuo et al. 2009, Jensen et al. 2007, Rothamel et al. 2007). Die
Ergebnisse mussen jedoch vorsichtig auf die Verhaltnisse am Menschen ubertragen
werden, da der Knochenturnover und damit die Zeit der verschiedenen Schritte, die zur
Bildung von mineralisiertem Knochen fuhren, sich beim Menschen von den
Tiermodellen unterscheiden (Pearce et al. 2007). Dennoch kann ein gewisses Muster
ausgemacht werden, welches bei der naturlich stattfindenden Wundheilung nach

Extraktion ablauft:

1.-3. Tag

Unmittelbar nach Entfernung des Zahnes flllt sich die leere Alveole durch Schadigung
der GefalRe mit Blut. Die erste lokale Reaktion fuhrt zur Vasokontriktion der Gefalle.
Durch Thrombozytenadharenz und chemotaktische Faktoren setzt sich die
Gerinnungskaskade in Gang und fuhrt zur Koagulation des Blutes. Das sich bildende
Blutkoagulum setzt sich aus Erythrozyten und Thrombozyten, eingebettet in ein
Fibrinnetzwerk, zusammen und kleidet die Alveole vollstandig aus (Boyne 1966, Amler
1969). Dies ist die Voraussetzung flr eine ungestdorte Wundheilung und bildet das
Leitgerust fur den weiteren Heilungsverlauf.

Nach 48 Stunden ist die Bildung eines Fibrinnetzwerkes zu erkennen und es wandern
neutrophile Granulozyten, Monozyten und Fibroblasten in das Koagulum ein. Im
Zentrum des Blutkoagulums kommt es durch Hamolyse zur Bildung von
flussigkeitsgefullten Hohlraumen und zeigt die beginnende Auflésung des Koagulums
(Amler 1969). Peripher ist die Bildung von Granulationsgewebe, definiert als stark
vaskularisiertes Gewebe mit Entzindungszellinfiltraten, zu beobachten (Amler 1969,
Trombelli et al. 2008). Mit der proliferativen Phase beginnt ab dem 3. Tag die
Kapillarproliferation und das Blutkoagulum wird langsam von Granulationsgewebe

ersetzt.
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1. Woche

Im Laufe der ersten Woche schreitet die zellulare Organisation der Wunde fort. Durch
die Proliferation von Endothelzellen, induziert durch Wachstumsfaktoren wie VEGF
(Vascular Endothelial Growth Factor) und FGF2 (Fibroblast Growth Factor-2), wird die
weitere Angiogenese, welche essentiell fur die nachfolgende Knochenregeneration ist,
gefordert (Long et al. 1995, Reilly et al. 1998). Vom Wundrand ausgehend kommt es
zur Proliferation des Gingivaepithels, welches sich langsam Uber das Fibrinnetz
zentralwarts  schiebt. Boyne und  Amler  dokumentieren die  ersten
Knochenneuformationen innerhalb der humanen Alveole, wobei in ihren histologischen
Untersuchungen keine spezifischen Angaben Uber histomorphometrische Messungen
sowie Uber das Zellgeschehen innerhalb der einzelnen Gewebe gemacht werden
(Boyne 1966, Amler 1969).

2. Woche

Ausgehend vom Alveolenrand und Alveolenboden setzt zunehmend die Reorganisation
des Granulationsgewebes zu provisorischer Matrix ein (Amler 1969). Die provisorische
Matrix wurde erstmalig von Cardaropoli in einer tierexperimentellen Studie als
bindegewebige Struktur beschrieben, welche aus einer Vielzahl von Mesenchymzellen,
eingebettet in eine fibrose Matrix, besteht (Cardaropoli et al. 2003). Neben der
provisorischen Matrix, zeigen sich Inseln von Geflechtknochen (Amler 1996, Boyne
1966, Ahn & Shin 2008). In einer immunhistologischen Untersuchung von 2002 zeigten
Devlin & Sloan an drei Alveolen von Tumorpatienten, dass sich entlang des
Alveolenrandes und der neugeformten Trabekelstrukturen Osteoblastenvorlauferzellen
sowie Osteoblasten abzeichnen. Mit Hilfe der monoklonalen Antikérper Cbfa1, SB-10
und SB-20 demonstrierten sie erstmalig in einer humanen Studie das osteogene
Potential der provisorischen Matrix. Aufgrund der geringen Probandenzahl und der
madglichen Einflussfaktoren aufgrund der Tumorerkrankung, ist die Aussagekraft jedoch

nur als bedingt einzustufen (Devlin & Sloan 2002).

3. Woche
Nach 3 Wochen ist das Gewebe unter der Epithelschicht gut organisiert. In der
provisorischen Matrix nimmt die Anzahl der Leukozyteninfiltrate ab. In einer dichten
kollagenreichen Matrix hat sich ein Gefalinetzwerk integriert (Amler 1969, Trombelli et
al. 2008).
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4. Woche

In der vierten Woche flllt sich die Alveole von apikal immer mehr mit Geflechtknochen.
Ahn & Shin dokumentieren im Zeitraum von 2 - 4 Wochen an 3 Patienten eine
Knochenneuformationrate von 15 %, wobei Trombelli et al. im gleichen Zeitraum nur

7 % verzeichnen konnte (Ahn & Shin 2008, Trombelli et al. 2008). Weitere metrische
Angaben sind bis dato an humanen Alveolen nicht zu finden.

Der Geflechtknochen zeichnet sich aus durch fingerahnliche Projektionen von
mineralisiertem Gewebe in einer Bindegewebsmatrix. Oftmals umgeben die Trabekel
ein oder mehrere Gefal3strukturen und der sich neu gebildete Knochen wird umsaumt
von Osteoid und Osteoblasten (Trombelli et al. 2008, Evian et al. 1982). In der aktiven
Zone entlang der Oberflache des sich neuformierenden Knochens, kommt es zu einer
zunehmenden osteogenen Aktivitat. Dies demonstrierten Trombelli und seine
Mitarbeiter mit Hilfe der Transkriptionsfaktoren BMP-7 und Osteocalcin, zum Nachweis
von osteogenen Zellen. Zusatzlich zeigten sie fur diesen Zeitraum eine hohe Anzahl an
Endothelzellen, als Zeichen einer starken Vaskularisierung in der Bindegewebsmatrix,
welche sich jedoch im Laufe des Heilungsprozesses reduzierte (Trombelli et al. 2008).
Um den initalen Heilungsprozess der ganzen Alveole beurteilen zu konnen, ist jedoch
die Kenntnis Uber das osteogene Potential der mesenchymalen Stammzellen innerhalb
der gesamten provisorischen Matrix von entscheidender Bedeutung, sowie auch der
Reifegrad der beteiligten Zellen. Allerdings sind fur diesen Zeitraum bis dato in der
Literatur keine detaillierten Angaben zu finden. Auch der mdgliche Einfluss durch die
Anzahl der osteogenen Zellen oder der GefalRe auf die Knochenformationsrate ist

bisher nicht evaluiert worden.

5. - 8. Woche

In der Alveole zeigt sich neben der provisorischen Matrix nun dominierend
neugebildeter Knochen (Boyne 1966, Amler 1969, Evian et al. 1982, Trombelli et al.
2008). In einer immunhistologischen Studie an menschlichen Extraktionsalveolen wurde
das osteogene Potential von mesenchymalen Stammzellen in der provisorischen Matrix
von Heberer et al. metrisch untersucht. Nach immunhistologischer Analyse durch die 3
monoklonalen Antikorper Cbfa1, Osteonectin und Osteocalcin stellten sie fest, dass die
provisorische Matrix einen hohen Anteil an der Reifung von sich entwickelnden
Osteoprogenitorzellen zu Osteoblasten hat. In ihrer Untersuchung zeigte sich, dass in

den einzelnen Proben unterschiedliche Reifestadien nebeneinander vorlagen, wobei
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reife Osteoblasten weniger als ein Drittel einnahmen (Heberer et al. 2012). In einer
Studie an Hundemodellen gab Cardaropoli et al. an, dass die Knochenneuformation von
apikal beginnt (Cardaropoli et al. 2003). Das entspricht der Beobachtung von Heberer et
al. an humanen Alveolen. Es stellten sich zu diesem Zeitpunkt Unterschiede in den
apikalen und coronalen Regionen dar, wobei sich apikal ein starkerer Reifegrad als

coronal zeigte (Heberer et al. 2012).

9. -12. Woche

In der 9. - 12. Woche zeigt sich der Knochen hauptsachlich als Trabekel von Lamellen-
knochen mit sekundaren Osteonen, neben Inseln von Geflechtknochen mit primaren
Osteonen (Heberer et al. 2011, Trombelli et al. 2008). Im Zusammenhang mit dem
Remodellierungsprozess von Geflechtknochen zu Lamellenknochen, kommt es zu
Knochenmarksformationen. Das Knochenmarksgewebe zeigt histologisch eine grolle
Anzahl an Blutgefaen, Entzindungszellen und Fettzellen (Cardaropoli et al. 2003,
Trombelli et al. 2008). Der Modelling- und Remodellingprozess schreitet weiterhin fort.
In tierexperimentellen Untersuchungen wurde die Bildung einer Hartgewebsbricke
unter der marginalen Mukosa, welche kontinuierlich vom alten Knochen der Alveole
vom mesialen zum distalen Rand verlauft, beschrieben (Cardaropoli et al. 2003 & 2005,
Araujo & Lindhe 2005, Araujo et al. 2008, Rothamel et al. 2007). Diese Beobachtung
konnte in den humanen Studien nicht bestatigt werden (Boyne 1966, Trombelli et al.
2008, Heberer et al. 2008, Heberer et al. 2011).

Eine Vielzahl von Studien zeigen, dass der Reifezustand des neugebildeten Gewebes
und damit die Quantitat und Qualitat des neuen Knochens, zu den unterschiedlichen
Zeitpunkten der Wundheilung variieren kann (Trombelli et al. 2008, Heberer et al. 2008,
Heberer et al. 2011). Amler et al. beschreibt in seiner Untersuchung das Auffillen der
Alveole nach 40 Tagen zu 2/3 mit mineralisiertem Knochen, wahrend bei Evian et al. die
Alveolen nach 10 Wochen vollstandig mit Knochen gefullt waren (Amler 1969, Evian et
al. 1982). Bei Trombelli und Mitarbeitern hingegen zeigte sich in seinen Proben nach

12 - 24 Wochen 41% an mineralisiertem Gewebe und sie stellten fest, dass die
Formationen von neuem Knochen in den Extraktionsalveolen nach 24 Wochen noch

nicht vollstandig abgeschlossen waren (Trombelli et al. 2008).
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Nachdem hier nun aufgezeigt wurde wie der Heilungsprozess in der Alveole ablauft, soll
im folgenden Abschnitt die Dimensionsveranderung in der Extraktionsalveole

betrachtet werden.

4.2.3. Gewebsveranderungen nach Zahnextraktion

Nach Extraktion des Zahnes kommt es im Verlauf der knéchernen Regeneration zu
chronischen, progressiven und irreversiblen Veranderungen des Alveolarkamms. Es
zeigen sich sowohl in der Hohe als auch in der Breite erhebliche Volumenverluste
(Pietrovsky & Massler 1967, Schropp et al. 2003b, Fickl et al. 2008, Araujo & Lindhe
2005). Wie sich in einer Studie von Schropp et al. zeigen lie3, findet der Hauptanteil
dieser Veranderungen innerhalb der ersten 12 Monate nach Entfernung des Zahnes
statt. Sie konnten eine Abnahme der bukko-lingualen Knochenbreite von 50 %
innerhalb von 12 Monaten nachweisen, wobei zwei Drittel der Resorption in den ersten
3 Monaten stattfand (Schropp et al. 2003b, Johnson 1969). In einem Review uber die
postextraktionellen Dimensionsveranderungen in humanen Alveolen stellten Tan und
Mitarbeiter dar, dass sich horizontal ein Knochenverlust von 29 — 63 % und vertikal ein
Verlust von 11 — 22 % in den ersten 3 bis 6 Monaten vollzieht (Tan et al. 2012).

Die resorptiven Veranderungen in der vertikalen Dimension sind unterschiedlich
ausgepragt und zeigen sich besonders stark an den buccalen Alveolarwanden (Schropp
et al. 2003b). Der Abbau der buccalen und lingualen Knochenlamellen wurde vor allem
in tierexperimentellen Studien naher untersucht (Araujo & Lindhe 2005, Fickl et al.
2008, Araujo et al. 2008). Man kam zu dem Schluss, dass die anatomische Struktur des
Blundelknochens entscheidend an den Atrophievorgangen des Alveolarkamms beteiligt
ist. Bei der Extraktion des Zahnes kommt es zum Abriss der Sharpey schen Fasern aus
dem Bundelknochen. Der Verlust seiner Funktion, die Verankerung des Zahnes zu
gewahrleisten und die nun fehlende physiologische Krafteinwirkung, fuhren zur
Schrittweisen Resorption des Bundelknochens (Araujo & Lindhe 2005).

Da die vestibulare Knochenwand sehr dunn und oftmals nur aus Bundelknochen
bestehen kann, ist sie besonders stark den resorptiven Vorgangen ausgesetzt (Araujo &
Lindhe 2005). Die linguale bzw. palatinale Knochenwand hingegen ist meistens
ausreichend dick und besteht, neben dem schmalen Anteil des Bundelknochens,
hauptsachlich aus dem Alveolarknochen selbst, welcher keine funktionelle Verbindung

zur Zahnwurzel aufweist. Die linguale/palatinale Wand ist ebenfalls den resorptiven
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Vorgangen unterworfen, jedoch weniger stark als die buccale Wand (Cardaropoli et al.
2003, Araujo & Lindhe 2005, Fickl et al. 2008, Trombelli et al. 2008). Araujo und Lindhe
postitulierten in ihrer Studie am Hundemodell einen deutlichen Unterschied der
knoéchernen Struktur im buccalen und lingualen Bereich in apikokoronaler Richtung. Die
buccale Wand lag nach 8 Wochen 2 mm (+/- 0,2 mm) apikal der lingualen Wand
(Araujo & Lindhe 2000).

Sowohl Pietrokovski & Massler als auch Schropp et al. fanden in ihren Untersuchungen
lokale Unterschiede hinsichtlich der Zahnposition im Kiefer. Hierbei zeigte sich im
Bereich der Molaren eine starkere Resorption als im Bereich der Pramolaren
(Pietrokovski & Massler 1967, Schropp et al. 2003b). Werden multiple Extraktionen
benachbarter Zahne gleichzeitig durchgeflhrt, kann es zu einer starkeren Atrophie in
apikokoronaler Richtung kommen als bei Einzelzahnextraktionen (Johnson 1963, Chen
et al. 2004). Bei einem zahnlosen Kiefer zeigt sich die Formveranderung des
Alveolarfortsatzes in einem vorhersagbaren Muster. Die Atrophie des Alveolarkamms
im Oberkiefer erfolgt von vestibular nach oral (zentripetal) und im Unterkiefer von oral
nach vestibular (zentrifugal) (Cawood & Howell 1988, Pietrokovski et al. 2007). Dieses
Resorptionsmuster fuhrt zu unglnstigen saggitalen und transversalen Verhaltnissen,
wodurch eine prothetische Versorgung sowie die Insertion von Implantaten auf Grund
des geringen Knochenniveaus erschwert wird.

Die Resorption des alveolaren Knochens hat, neben dem Verlust an kndcherner
Begrenzung, auch Konsequenzen fur die mechanische Stutzung des benachbarten
Weichgewebes. Es kommt zum Verlust der hartgewebigen Unterstitzung der
befestigten Gingiva und zu einer Reduktion der Weichgewebe. Dies hat eine
Abflachung der interdentalen Papillen zur Folge. Der Strukturverlust fuhrt zur
Verschiebung der mukogingivalen Grenzlinie und zum Breitenverlust der keratinisierten
Gingiva (Tal 1997, Farmer & Darby 2014).

Um den unweigerlich auftretenden Resorptionen entgegen wirken zu kdnnen, wurde in
den letzten Jahren zunehmend Knochenersatzmaterialien verwendet. Um einen
Uberblick Uber die zurzeit zur Verfligung stehenden Knochenersatzmaterialien zu

bekommen, werden diese im Folgenden zusammenfassend erlautert.
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4.3. Knochenersatzmaterialien

Zur Behandlung von Knochendefiziten kommen in der heutigen Zahnmedizin, neben
dem autologen Knochentransplantat, verschiedene Knochenersatzmaterialen zum
Einsatz. Knochenersatzmaterialien haben die Aufgabe den Knochenheilungsprozess zu

fordern und dienen als Gerust fur die Knochenregeneration.

Die Regeneration des knochernen Defekts kann hierbei durch Osteogenese,
Osteoinduktion und Osteokonduktion erfolgen (Misch & Dietsh 1993, Lane 1995).

Alle Knochenaufbaumaterialien besitzen zumindest eine oder mehrere dieser drei
Wirkungsweisen (Lane 1995). Osteogenetisches Material enthdlt Osteoblasten und
direkte Vorlauferzellen, die in geeigneter Umgebung zur Knochenbildung fahig sind. Die
osteogenen Zellen kénnen die Knochenbildung im Weichgewebe fordern oder ein
schnelleres Knochenwachstum in knéchernen Defekten stimulieren. Diese Eigenschaft
besitzt lediglich das vitale autogene Knochentransplantat, wobei der spongidse Teil des
Knochens durch seine grofl3e Oberflache reichhaltig an Osteoblasten ist und somit eine
hdhere Osteogenitat aufweist (Misch & Dietsh 1993, Garg 2006, Hahn & Klotz 2008).
Osteoinduktion bezeichnet die Fahigkeit, undifferenzierte Mesenchymzellen des
Empfangerorgans chemotaktisch anzuziehen und in Osteoblasten zu differenzieren.
Diese Stimulation und Chemotaxis wird durch die Wachstumsfaktoren induziert, die in
der Transplantatmatrix lokalisiert sind, wie z.B. Bone Morphogenic Proteins (BMP’s) -2,
-3 und -7, welche zur Transformig Growth Factor (TGF) —3 Familie gehoren. Sie stellen
damit sogenannte Morphogene dar und sind nicht auf die Praexistenz von vitalen
Knochenzellen angewiesen (Misch & Dietsh 1993, Urist 1965, Urist et al. 1968). Durch
Osteokonduktion wird eine physikalische Matrix bzw. eine Leitstruktur geschaffen, in
welche der umgebende Knochen einwachsen kann. Osteokonduktive Materialien
ermdglichen eine Knochenapposition ausgehend von bestehendem Knochen, regen
jedoch keine Knochenneubildung an. Um das Knochenwachstum entlang seiner
Oberflache zu férdern, bendtigt ein osteokonduktives Tranplantat die Anwesenheit von
bereits vorhandenem Knochen oder von differenzierten mesenchymalen Stammzellen
(Misch & Dietsh 1993, Garg 2006).

An Knochenersatzmaterialien werden generell zahlreiche Anforderungen gestellt. Das

ideale Knochenersatzmaterial sollte gut in den vorhandenen Knochendefekt
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einwachsen. Sie sollten biokompatibel sein und es sollte kein Risiko der Ubertragung
bestimmter Erkrankungen auf den Empfanger ausgehen.

Zusatzlich sollten sie neben der Pordsitat und Resorbierbarkeit eine reaktionslose
Integration ermoglichen, mechanisch stabil sein und eine einfache Lagerung und

unbegrenzte Verflgbarkeit in Menge und Form des Materials aufweisen.

4.3.1. Einteilung der Knochenersatzmaterialien

Zur Durchfuhrung augmentativer MalRnahmen steht eine Vielzahl an biologischen oder
synthetischen Knochenersatzmaterialien zur Verfugung. Man unterscheidet autologe
Transplantate von Allotransplantaten, Xenotransplantaten und alloplastischen
Materialien (Buser 2010).

Autologe Transplantate

Bei autologen Transplantaten stammt der gewonnene Knochen vom Patienten selbst.
Sie koénnen in Form von Knochenblocken, partikularem Knochenmaterial oder als
Knochenspane zur Anwendung kommen (Buser 2010). Als Spenderregionen stehen
sowohl intraorale Entnahmestellen wie der Tuber maxillae, Ramus mandibulares und
die Symphyse des Unterkiefers oder auch extraorale Regionen wie die Crista iliaca,
lllium, Fibula oder das Tibiaplateau zur Verfligung (Canady et al. 1993, Misch & Dietsh
1993, Hjgrting-Hansen 2002). Autologe Transplantate heilen in 3 Phasen durch
Osteogenese, Osteoinduktion und Osteokonduktion ein (Misch & Dietsh 1993).

Durch die autologe Herkunft ist das Material vollkommen biokompatibel, zeigt keine
immunologischen Reaktionen und eine Ubertragung von Krankheiten ist nicht moglich.
Die Nachteile bei der Verwendung von autologem Knochen liegen in der begrenzten
Verfugbarkeit und der entstehenden Morbiditat in der jeweiligen Spenderregion (Lane
1995, Takamoto et al. 2013).

Allotransplantate

Als Allotransplantate werden Knochentransplantate bezeichnet, bei denen der Spender
und der Empfanger genetisch nicht identisch sind, aber von der gleichen Spezies
abstammen (Misch & Dietsh 1993). Sie wirken osteokonduktiv und kénnen als frisch
gefrorener Knochen (FFB), gefriergetrockneter allogener Knochen (FDBA) oder

demineralisierter gefriergetrockneter allogener Knochen (DFDBA) eingesetzt werden.
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Der Vorteil liegt in der ausreichenden Verfugbarkeit und der Vermeidung von
Donormorbiditat. Aufgrund genetischer Differenzen ist jedoch eine zellulare und
humorale Absto3ungsreaktion nicht auszuschlieBen und es besteht die Gefahr der

InfektionsUbertragung (Lane 1995, Fretwurst et al. 2014).

Alloplastische Materialien

Bei den alloplastischen Knochenersatzmaterialien handelt es sich um rein synthetisch
hergestellte Materialien, mit rein osteokonduktiven Eigenschaften. Sie sind verfligbar in
Form von Hydroxylapatit und R-Tricalciumphosphat oder auch aus Polymeren und
bioaktivem Glas. Der Vorteil besteht darin, dass sie aufgrund ihrer rein synthetischen
Natur keine Krankheiten Ubertragen kénnen und keine Begrenzung der quantitativen
Verflugbarkeit besteht (Misch & Dietsh 1993).

Xenotransplantate

Bei den xenogenen Knochenersatzmaterialien stammen Spender und Empfanger nicht
von der gleichen Spezies. Sie kdnnen aus tierischen Quellen (Rind, Schwein oder
Pferd) oder aus knochenahnlichen Mineralien, wie aus kalkbildenden Korallen oder
Algen, gewonnen werden. Xenotransplantate zeigen eine hohe Biokompatibilitat und
wirken rein osteokonduktiv. Als einer der bekanntesten und meistverwendeten

Knochenersatzmaterialien xenogener Herkunft gilt das Bio-Oss und soll im folgenden

Abschnitt naher beleuchtet werden.

4.3.2. Bio-Oss / Bio-Oss Collagen

Bio-Oss (Geistlich Pharma AG, Wohlhusen, Switzerland) ist ein aus boviner Spongiosa
produziertes Hydroxylapatit, welches durch chemische und thermische Behandlung von
allen organischen Komponenten befreit wurde. Nach der Aufbereitung und Sterilisation,
kann das Material als Knochenaufbaumaterial ohne Erzeugung einer Immunreaktion
und Ubertragung von Krankheiten eingesetzt werden (Hislop et al. 1993). In einer 2006
veroffentlichten wissenschaftlichen Stellungnahme der DGZMK wird Bio-Oss fur den
Einsatz in der Parodontologie und Implantologie als unbedenklich eingestuft.

Die deproteinisierte bovine Knochenmatrix besitzt eine der humanen Spongiosa
ahnliche kristalline- und morphologische Struktur. Durch sein gromaschiges

interkonektierendes Porensystem erleichtert es die Angiogenese und die Migration von
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Osteoblasten (Yildirim et al. 2000). Zur Augmentation der Extraktionsalveolen in der hier
vorliegenden Studie wurde Bio-Oss Collagen (Firma Geistlich Pharma AG,
Wohlhusen, Schweiz) appliziert. Bio-Oss Collagen wird aus Bio-Oss Spongiosa-
Granulat mit einem Zusatz von 10 % hochgereinigtem porcinem Kollagen Typ |
hergestellt. Das beigefugte Kollagen dient der Vernetzung der Spongiosapartikel und
soll eine bessere Zelladhasion ermoglichen. Zusatzlich erlaubt es eine leichtere
Modellation und Applikation des Materials.

In der zahnarztlichen Chirurgie wird das Bio-Oss/Bio-Oss Collagen unterschiedlich
angewendet. Neben dem Einsatz fur Sinusbodenaugmentationen (Piattelli et al. 1999)
oder zur Behandlung parodontaler Defekte (Sculean et al. 2005), wird Bio-Oss zum
Auffillen von Extraktionsalveolen im Zuge der Socket-Preservation genutzt. Die Socket-
Preservation umfasst regenerative Mallnahmen zur Stabilisierung des Blutkoagulums
um moglichen resorptiven Veranderungen nach Zahnextraktion entgegen wirken zu
konnen. Das Ziel ist dabei der Volumenerhalt der Alveole sowie eine Steuerung der
Weichgewebsregeneration, um spater weiterfUhrend implantieren oder konservativ-
prothetisch versorgen zu kénnen.

Bio-Oss gilt als sehr biokompatibel und zeigt osteokonduktive Eigenschaften (Berglundh
1997, Jensen et al. 1996, Artzi et al. 2000). Die knécherne Integration von Bio-Oss als
auch von Bio-Oss Collagen konnte in unterschiedlichen in vivo Studien gezeigt werden.
Die Hydroxylapatit-Partikel werden von neu gebildetem Knochen umgeben und dienen
als Gerust fur die Bildung des neuen Knochen (Araujo et al. 2008, Heberer et al. 2011).
In der Literatur existieren einige wenige humane Studien, welche die Wechselwirkungen
von Bio-Oss/Bio-Oss Collagen in der Alveole beschreiben (Carmagnola et al. 2003,
Artzi et al. 2000, Heberer et al. 2008, 2011, Araujo et al. 2015). Die Untersuchungen
dokumentieren vor allem den Langzeitverlauf der heilenden Alveolen. Fundierte
metrische Aussagen Uber humane mit Bio-Oss Collagen augmentierte Alveolen werden
in der Literatur erst ab einer 6-wochigen Heilungsperiode von Heberer et al.
beschrieben (Heberer et al. 2008, 2012). Sie zeigten hierbei signifikante Unterschiede
zwischen den coronalen und apikalen Bereichen auf. Die Knochenneuformationrate
betrug apikal durchschnittlich 40 % und coronal durchschnittlich 20 % (Heberer et al.
2008). Zu einem spateren Zeitpunkt der Alveolenheilung demonstrierte Carmagnola et
al. in seiner histologischen Studie mit Bio-Oss augmentierten Alveolen, dass nach einer
Heilungsperiode von 7 Monaten 40 % der Bio-Oss Partikel in Kontakt mit neugeformten

Knochen standen (Carmagnola et al. 2003). Die Integration der Bio-Oss Partikel nach 9
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Monaten zeigte 82 % an neuen Knochenformationen entlang der Partikel, wobei auch
hier Unterschiede zwischen den apikalen und coronalen Regionen zu verzeichnen
waren (Artzi et al. 2000).

Die Wirkung des Fremdmaterials in der Alveole wahrend der initialen Wundheilung, ist
bisher nur an Hundemodellen untersucht worden (Araujo et al. 2009, 2010). Araujo
zeigte in seinen histologischen Analysen, dass die Bio-Oss Partikel in der fruihen Phase
der Heilung in das Fibrinnetzwerk des Blutkoagulums eingeschlossen werden. An die
Oberflachen der Partikel setzen sich polymorphonukleare Leukozyten ab, welche in
einer 2. Phase von Osteoklasten ersetzt werden. Nach 1 - 2 Wochen dokumentierte
Aravjo Formationen von neuem Knochen und entlang der Partikel lieBen sich
Osteoblasten nachweisen (Araujo et al. 2010). Kritisch anzumerken ist die geringe
Anzahl an Gewebeproben. Pro dokumentiertem Zeitabschnitt stand jeweils nur eine
Gewebeprobe zur Verfugung (Araujo et al. 2010). Histomorphometrische Messungen
an Bio-Oss Collagen augmentierten Alveolen ergaben am Hundemodell eine
Knochenneuformationsrate von 15 - 30 % nach einer 2-wochigen Heilungsperiode
(Araujo et al. 2009, 2010).

Die Kenntnis uber die Heilungsvorgange wahrend der initialen Phase ist von
entscheidender Bedeutung um ein frihes implantologisches Zeitmanagment aufstellen
zu koénnen. In unterschiedlichen Studien hat man aufzeigen kdénnen, dass die
resorptiven Veranderungen wahrend der postextraktionellen Phase womdglich durch
Knochenersatzmaterialien aufgehalten werden kdonnen. Einige Tierstudien bestatigen,
dass durch die sofortige Augmentation der Alveole eine Reduktion des
Volumenverlustes erzielt werden konnte. Die Resorption des Bundelknochens konnte
hierbei jedoch nicht verhindert werden (Araujo et al. 2008, Nevins et al. 2006, Fickl et al.
2008). In einer Untersuchung zeigte Nevins et al. an Bio Oss - augmentierten Alveolen,
dass die buccalen Knochenwande nach 3 Monaten bei 15 von 19 untersuchten
Alveolen eine Resorptionsrate von weniger als 20 % hatten. Bei der Kontrollgruppe
hingegen, wiesen 12 der 17 nicht augmentierten Alveolen einen Verlust der buccalen
Wand von mehr als 20 % auf (Nevins et al. 2006). Fickl et al. verdeutlichten ebenfalls
einen reduzierten vertikalen Volumenverlust von Bio-Oss Collagen augmentierten
Alveolen nach einer 2 und 4- monatigen Heilungsperiode. Sie schlussfolgerten, dass
Bio-Oss Collagen die vertikale Schrumpfung minimieren, jedoch nicht véllig verhindern
kann (Fickl et al. 2008).
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Da der Einfluss von Bio-Oss Collagen auf die Geweberegeneration in heilenden
Extraktionsalveolen entscheidend ist um weitere therapeuthische MalRnahmen zu
formulieren, lag ein Fokus der hier vorliegenden Studie darin augmentierte Alveolen in
Bezug auf die Knochenneuformation und den Einfluss auf die Osteogenese und

Angiogenese hin zu evaluieren.

4.4. Untersuchung der heilenden Extraktionsalveole

Um die Knocheneuformationsrate in den Extraktionsalveolen und das osteogene
Potential der mesenchymalen Stammzellen sowie die Vaskularisation in der
provisorischen Matrix in der heilenden Extraktionsalveole untersuchen zu kdénnen,
bediente sich die vorliegende Studie bestimmter histomorphometrischer und

immunhistologischer Untersuchungsmethoden.

4.4.1. Lichtmikroskopische Untersuchungen

Mit Hilfe der Lichtmikroskopie konnen einzelne Gewebestrukturen, Zellen und
Organellen untersucht werden. Hierzu werden Schnitte des enthommenen Gewebes
angefertigt und die einzelnen Gewebekomponenten durch unterschiedliche
Farbemethoden sichtbar gemacht.

Durch die Lichtmikroskopie werden Objekte durch optische Abbildungen mit Linsen
vergroRert. Das vom Objekt kommende Licht wird durch eine Kombination von
mindestens 2 Linsensystemen, dem Objektiv und dem Okular optisch abgebildet. Das
Licht durchquert zunachst den Kondensor, der es sammelt und unter maximaler
Ausleuchtung an das Objekt weiterleitet und dieses durchleuchtet. Durch die Linsen des
Objektivs wird das Objektbild vergrofiert und in Richtung der Okularlinsen projiziert,
welche das Bild zusatzlich vergrofdern und ein virtuelles Bild erzeugen. Das vergrollerte
Bild wird entweder auf die Netzhaut des Betrachters projiziert oder kann mit Hilfe eines

Kamerasystems aufgenommen und digitalisiert werden (Holtmann et al. 2013).

4.4.2. Histomorphometrische Untersuchungen

Als Histomorphometrie wird die quantitative Aufarbeitung von Gewebe bezeichnet.
Histomorphometrische Untersuchungen von Knochenbiopsien liefern Informationen

uber den Knochenaufbau und —umbau, welche mit Hilfe anderer Messverfahren, wie
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Knochendichtemessung oder biologische Marker des Knochenumbaus, nicht erbracht
werden konnen. Hierbei werden Gewebestrukturen in einem histologischen Bild
vermessen und durch quantifizierbare Messwerte charakterisiert (Vedi & Compston
2003). Histomorphometrische Analysen von Knochen erfordern, dass sie einfach
erkannt und unterschieden werden kénnen. Die computerunterstutzte Methode bendtigt
hierbei einen Schwarz-Weill-Effekt zwischen mineralisietem und nichtmineralisiertem
Gewebe, welcher durch unterschiedliche Farbemethoden, wie z.B. durch Hamatoxylin-
Eosin (HE) oder auch Masson-Goldner-Trichrom Farbung, erreicht werden kann. Das
Computerprogramm wird fur die Untersuchungen auf die darzustellenden Strukturen
geeicht (bestimmter Grauwert, Farbe), ein Vvirtuelles 2D-Bild aufgebaut und

anschlieend die notwendigen Abmessungen vorgenommen (Lang 2013).

4.4.3. Immunhistologische Untersuchungen

4.4.3.1. Marker der osteoblastaren Differenzierungskaskade

Mit Hilfe unterschiedlicher Marker kénnen osteoblastare Differenzierungen und damit
die Bildung von Knochen nachgewiesen werden. Im Laufe ihrer Entstehung
durchwandern osteoblastare Zellen verschiedene Reifestadien. Der Ursprung liegt in
den mesenchymalen Stammzellen, welche sich durch die Fahigkeit zur
Selbstreplikation und die Differenzierbarkeit in verschiedenen Geweben auszeichnen
(Pittenger et al. 1999).
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Abb. 1 : Verschiedene Reifestufen innerhalb der osteoblastaren Differenzierung mit Expression

der osteoblastaren Marker (modifiziert nach Komori & Kishimoto 1998)

Wahrend der osteogenen Differenzierung ergibt sich ein grundlegendes Muster Uber
das Auftreten von extrazellularen Matrixproteinen, Zelloberflachenproteinen und
Transkriptionsfaktoren die als zuverlassig und weitgehend speziesubergreifend gelten
und als Marker fur den Nachweis von Osteoblasten genutzt werden (Bruder et al. 1997,
Franceschi et al. 2007). Zu den klassischen Markern der osteoblastaren Differenzierung
zahlen hierbei die alkalische Phophatase, Kollagen |, Osteopontin, Osteonectin, Bone
Sialoprotein, Cbfa1 und Osteocalcin (Aubin et al. 1995; Bruder et al. 1997, Komori &
Kishimoto 1998). Zum besseren Verstandnis der immunhistologischen Ergebnisse
dieser Arbeit, werden die hier verwendeten osteoblastaren Marker im Folgenden etwas

naher erlautert.

Cbfa1

Der Transkriptionsfaktor Cbfa1 (Core-Binding-Factor-a 1), auch bekannt als Runx2,
AML3 oder PEBP20A, ist ein leitendes Gen bei der Kontrolle der
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Osteoblastendifferenzierung. Wahrend der Knochenentwicklung steuert das Protein die
Differenzierung von Osteoblasten aus mesenchymalen Stammzellen und die terminale
Differenzierung hypertropher Chondrozyten (Franceschi et al. 2007). Cbfa1 qilt als
Marker der frUhen Osteoblastendifferenzierung. Mit der Determinierung in die
osteogene Differenzierungslinie ist der Transkripstionsfaktor auf der mesenchymalen
Zelle nachweisbar (Ducy et al. 1997).

Das Cbfa 1-Gen ist beim Menschen auf dem Chromosom 6 (6p21) lokalisiert und
besitzt eine sogenannte ,Runt Domane®, welche fur die Bindung an die DNS und damit
fur die Transkriptionsaktivitaten verantwortlich ist (Otto et al. 1997). Uber die Bindung
an Promotorregionen beeinflussen Cbfa1-Proteine bestimmte Zielgene und regulieren
somit deren  Expression. Zu den bekanntesten Zielgenen  gehoren
osteoblastenspezifische Gene wie die von Kollagen |, Osteocalcin, Bone Sialoprotein,
Ameloblastin oder Osteopontin (Ducy et al. 1997, Komori 2008, Rath-Deschner et al.
2010).

Kommt es zur Mutation des Gens, tritt bei Patienten ein verlangsamtes
Kdérperwachstum und eine verspatet einsetzende skelettale Entwicklung, entsprechend
einer Cleidocranialen Dysplasie, auf (Jensen 1994, Otto et al. 1997). Ogawa et al.
zeigten 1993 in einer tierexperimentellen Studie, dass es bei einer vollstandigen
Inaktivierung von Cbfal zu einer mangelhaften Osteoblastenreifung und einem
vollstandigen Ausbleiben der Knochenentwicklung bei Mausen kam (Ogawa et al.
1993).

Osteonectin

Osteonectin ist ein phosphoryliertes Glykoprotein und identisch mit Secreted Protein
Acidic and Rich in Cystein (SPARC) und BM-40. Das haufigste nicht-kollagene Protein
in der Knochenmatrix hat Calcium- und Kollagenbindende Eigenschaften und die
Fahigkeit Zellproliferation und Zell-Matrix Interaktionen zu regulieren (Termine et al.
1981, Young et al. 1992, Lane & Sage 1994). Zusatzlich kann Osteonectin die
Angiogenese und die Produktion von Matrix Metalloproteonasen (MMPs) stimulieren

(Shankavaram et al. 1997). Das Osteonectinmolekll weist eine starke Affinitat zu
Kollagen Typ | auf und stimuliert den Prolineinbau in Kollagen. Gleichzeitig bindet das
Glykoprotein Calcium, Kollagen und Hydroxlapatit und kann dadurch die Mineralisation

des Knochens induzieren (Termine et al. 1981).
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In der fruhen Phase der Matrixreifung exprimiert, tritt Osteonectin an aktiven
Ossififikationszentren auf und qilt als spezifischer Marker fir knochenproduzierende
Prozesse. Es wird in Praosteoblasten, Osteoblasten, Osteozyten und von hypertrophen
Chondrozyten der knorpeligen Wachstumsplatten synthetisiert (Young et al. 1992).

Osteonectin-defiziente Mause weisen eine normale Skelettentwicklung auf, zeigen
jedoch eine eingeschrankte Fahigkeit zur Knochenneubildung und zum Remodelling.
Dies spiegelt sich in einer negativen Knochenbilanz und der Entwicklung einer

Osteopenie wieder (Delany et al. 2000).

Osteocalcin

Osteocalcin besteht aus 49 Aminosauren und ist mit zirka 1,5 % das zweithaufigste
nicht-kollagene Matrixprotein. Es ist der Gruppe der y-Carboxyglutaminsaure (Gla)
beinhaltenden Proteine zu zuordnen und wird daher auch als Bone Gla Protein (BGP)
bezeichnet (Price et al. 1976). Mittels seiner Gla-Reste bindet Osteocalcin Calcium und
Hydroxylapatit und ist damit an Kalzifizierungsprozessen beteiligt (Ducy et al. 1997,
Berry et al. 2003). Im Vergleich zu anderen nicht-kollagenen Proteinen wird Osteocalcin
zu einem spaten Zeitpunkt der Matrixreifung, mit Beginn der Mineralisierung der
extrazelluldaren Matrix, von aktiven Osteoblasten synthetisiert. Es qilt als
hochspezifischer Marker der reifen osteoblastaren Zellen (Hauschka et al. 1989).

Das Osteocalcin-Gen befindet sich auf dem Chromosom 1925-q31. Die Expression des
Proteins wird durch 1,25-Dihydroxy-Vitamin D3 stimuliert und durch den
Transkriptionsfaktor Cbfa1 reguliert (Rodan & Harada 1997, Ducy 2000).

Bei Ausschaltung des Osteocalcin-Gens zeigten Mause eine abnorm erhohte
Knochenmineralisierung. Es zeigte sich eine Zunahme der Knochensubstanz bei
gleichzeitig verminderter Bruchfestigkeit und Einengung des Markraums, wie auch beim

Bild der Osteopetrose.

4.4.3.2. Endothelmarker

Endothelzellen expressieren spezifische Marker, welche hilfreich bei der Identifizierung
dieser Zellen in vivo und in vitro sein kénnen. In vielen Fallen wurden diese Moleklle

durch monoklonale Antikorper, die sich gegen Endothelzellen richten, entdeckt
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(Garlanda & Dejana 1997). Zum Nachweis der Bildung von neuen BlutgefalRen wahrend
der Knochenneuformationen in den Alveolen wurde im Rahmen dieser Studie CD 31 als

Antikoérper verwendet.

CD 31

Das transmembrane Glykoprotein Platelet endothelial cell adhesion molecule — 1
(PECAM — 1 = CD 31), gehort zu der Familie der Immunglobuline, welche eine
Zell-zu—Zell-Adhasion vermitteln (Scholz & Schaper 1997, Newmann 1997).
Zelladhasionsmolekuile (CAM = cell adhesion molecule) treten auf der Zelloberflache in
Wechselwirkung mit anderen Proteinen und ermdglichen einen Zusammenhalt von
Geweben, sowie die Kommunikation von Zellen miteinander.

PECAM - 1 ist auf den Zellen des vaskularen Systems weit verbreitet. Es wird mit einer
hohen Dichte auf der Oberflache von Endothelzellen exprimiert und findet sich daruber
hinaus in schwacher Auspragung auf Leukozyten und Thrombozyten (Delisser et al.
1997, Newman 1997). Diese Verteilung lasst auf eine wichtige Beteiligung an den
Gefaldfunktionen schlieRen. Innerhalb der vaskularen Endothelzellen ist das
Glykoprotein in der Zellmembran lokalisiert, hauptsachlich der dem GefalRlumen
zugewandten Seite (Scholz & Schaper 1997). Es verfugt Uber homophile und
heterophile Bindungsstellen, welche entscheidend fur die endotheliale Proliferation sind.
Das Glykoprotein nimmt an der Regulation der Angiogenese, der Gefallpermeabilitat
und der transendothelialen Migration von Leukozyten bei Entziindungen teil (Delisser et
al. 1997, Scholz & Schaper 1997).

PECAM-1 wird als universeller und hochspezifischen Marker von Endothelzellen in
Gewebeschnitten und isolierten Zellen beschrieben, da es ausschlieBlich auf Zelltypen
endothelialen Ursprungs und Zellen der weiRen Blutzellpopulation exprimiert wird,
jedoch nicht auf Mesothelzellen (Hewett & Murray 1993). Er gilt derzeit als einer der
verlasslichsten immunhistochemischen endothelialen Zellmarker und dient als
Nachweis von neugebildeten Gefalken im Rahmen der Angiogenese sowie von

Gefalltumoren.
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5. Fragestellung

In der vorliegenden Untersuchung wurden humane Extraktionsalveolen 4 Wochen post
extractionem histomorphometrisch und immunhistologisch ausgewertet. Dabei galt es

folgende Fragen zu beantworten:

1. Wie hoch ist die Knochenneuformationsrate
a) nach einer 4-wochigen Heilungsperiode?

b) nach einer 4-wdchigen Heilungsperiode mit Bio-Oss Collagen augmentiert?

2. Gibt es Unterschiede bezuglich der Knochenneuformationsrate im coronalen und
apikalen Bereich sowie zwischen den augmentierten und nicht augmentierten

Alveolen?

3. Wie hoch ist das osteogene Potential von Cbfa1-, Osteonectin- und Osteocalcin
positiven mesenchymalen Stammzellen in der provisorischen Matrix
a) nach einer 4-wochigen Heilungsperiode?

b) nach einer 4-wdchigen Heilungsperiode mit Bio-Oss Collagen augmentiert?

4. Stellt sich ein Unterschied bezlglich des osteogenen Potentials im coronalen und
apikalen Bereich sowie zwischen den augmentierten und nicht augmentierten

Extraktionsalveolen nach einer 4-wochigen Heilungsperiode dar?

5. Wie stark ist die Vaskularisation in der provisorischen Matrix
a) nach einer 4-wochigen Heilungsperiode?

b) nach einer 4-wdchigen Heilungsperiode mit Bio-Oss Collagen augmentiert?

6. Zeigt die Vaskularisation statistische Signifikanzen im coronalen und apikalen
Bereich  und zwischen den augmentierten und nicht augmentierten

Extraktionsalveolen?

7. Lasst sich ein Zusammenhang zwischen der Knochenneuformationsrate und der
Anzahl von Cbfa1-, Osteonectin- und Osteocalcin- positiv expressierenden Zellen

erkennen?
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6. Material und Methoden

Bevor die im folgenden beschriebene wissenschaftliche Untersuchung durchgefihrt
werden konnte, erfolgte die Genehmigung durch die Ethikkommission der Charité —

Universitatsmedizin Berlin, Deutschland.

6.1. Auswahl der Patienten

Im Rahmen dieser Studie standen 25 Gewebeproben von insgesamt 10 gesunden
Patienten mit geplanter Extraktion zur Verfligung. Das Patientenkollektiv bestand aus 6
Frauen und 4 Mannern, im Alter von 30 bis 72 Jahren. Die Anamnese der Patienten war
unauffallig. Sie hatten keine systemischen Erkrankungen, nahmen nicht regelmafig
Medikamente ein und waren Nichtraucher. Patienten mit einer akuten Parodontitis,
aktiven parodontalen Lasionen und stark resorbierten Alveolarwanden, mit einer
verbleibenden Resthdhe von weniger als 5 mm, wurden aus der Studie
ausgeschlossen. Zahne mit eindeutig sichtbaren akuten oder chronischen
Entzindungsprozessen sowie apikalem Abszess, wurden ebenfalls ausgeschlossen.

FUr alle extrahierten Zahne war die Versorgung der entstandenen Licke mit einem

Implantat geplant.

6.2. Chirurgisches Verfahren

Die Extraktion der Zahne, die Insertion der Implantate sowie die Enthahme der Proben,
erfolgte durch die Oberarztin Frau PD Dr. Nahles in der Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie

der Charité, Campus Virchow Klinikum.

6.2.1. Extraktion der Zahne

Nach sorgfaltiger Anamneseerhebung und Auswertung des klinischen und
rontgenologischen Befundes, erfolgte die Entfernung der Zahne unter Lokalanasthesie.
Je nach zu extrahierendem Zahn erhielten die Patienten entweder eine vestibulare und
orale Infitrationsanasthesie oder eine Leitungsanasthesie mit Ultracain® DS forte mit
einem Adrenalinzusatz von 1:100000 ( Sanofi-Aventis, Frankfurt/Main, Germany).

Die Entfernung aller Zahne erfolgte ausschlieBlich mit Hilfe des Periotoms und der
entsprechenden Extraktionszange. Es wurde zuvor kein Mucoperiostlappen gebildet.

Dazu wurde das desmodontale Ligament gelost und die Zahne anschlie3end vorsichtig
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mit der Zange luxiert und extrahiert. Somit konnte das chirurgische Trauma des
umgebenden Gewebes moglichst gering gehalten werden. Alle vier Alveolarwande
blieben intakt. Durch sorgfaltige Kurettage der Extraktionswunden wurde vorhandenes
Granulationsgewebe und Detritus entfernt und das Einbluten in die Alveole, zur Bildung
eines Blutkoagulums, sichergestellt. Alle Extraktionsalveolen heilten ohne primaren
Wundverschlu®. Die Auswahl der Alveolen, welche mit Bio-Oss Collagen augmentiert
und welche der Selbstheilung Uberlassen werden sollten, erfolgte Anhand einer

Randomisierungsliste.

6.2.1.1. Augmentierte Alveolen

Zur Augmentation der Alveolen kam Bio-Oss Collagen (Geistlich Pharma AG,
Wohlhusen, Switzerland) zum Einsatz. Das Knochenersatzmaterial wurde mit Hilfe
einer chirurgischen Schere (Aesculap AG & Co KG, Tuttlingen, Germany) der Alveole
angepasst, so dass es drucklos appliziert werden konnte und die Hohe der Alveole nicht

uberschritt.

6.2.1.2. Nichtaugmentierte Alveolen

Die Alveolen, welche nicht durch Knochenersatzmaterial augmentiert wurden,

unterlagen der Selbstheilung.

6.2.2. Postoperative Phase

Nach Extraktion der Zahne erfolgte keine Antibiotikatherapie. Eine Kontrolle des
Wundheilungsverlaufs erfolgte nach 1, 7 und 28 Tagen. Die Extraktionswunden wurden
auf mdgliche postoperative Entzindungen, Wunddehiszenzen, mukosalem Erythema

und auf Verlust des Materials untersucht.

6.2.3. Implantatinsertion und Probeentnahme

Vier Wochen nach Extraktion der Zahne fand die Implantation statt. Die Schleimhaut
war bei allen Patienten ohne sichtbare Veranderung, entsprechend dem zeitlich
normalen Heilungsverlauf, verheilt.

Mit Hilfe einer vor Zahnextraktion gefertigten Bohrschablone, konnte die genaue Lage

der Extraktionsalveolen bestimmt werden. Nach Lokalanasthesie durch Ultracain DS
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forte 1:100000 (Sanofi-Aventis, Frankfurt/Main, Germany), wurde eine crestale
Schnittflhrung und die Praparation eines Mukoperiostlappens durchgefuhrt. Die
Aufbereitung des Implantatbettes sowie die Implantatinsertion erfolgten gemafly dem
Protokoll des jeweiligen Herstellers. Es wurden Implantate der Firma Camlog Rootline
(Camlog Biotechnologies, Wimsheim, Germany) oder Straumann ITI (Straumann AG,
Basel, Switzerland) verwendet. Alle folgenden Bohrungen wurden mit geringer Drehzahl
von 800 bis 1200U/min und unter permanenter Kihlung mit physiologischer
Kochsalzlésung durchgefuhrt. Im Zuge der Implantatbettbohrung wurde mit einer
Entnahmetiefe von mindestens 7 mm eine Biopsie aus dem Zentrum der Alveole
entnommen. Dies erfolgte mit Hilfe eines Trepanbohrers mit einem Durchmesser von 2
mm (Straumann AG, Basel, Switzerland). Nach dem Einbringen des Implantates mittels
einer Drehmomentratsche wurde der Mucoperiostlappen repositioniert. Die Wundrander
wurden adaptiert und speicheldicht durch mehrere Einzelknopfnahte verschlossen

(5-0 Monocryl, resorbierbar, Ethicon, Hamburg, Germany).

6.3. Aufbereitung der Proben

Um die coronalen und apikalen Bereiche identifizieren zu kdnnen, wurden die Proben
vor der Aufbereitung durch den Chirurgen am coronalen Ende markiert (Marker
[I/Superfrost, Precision Dynamics Corp., San Fernando, CA, USA). Alle Knochenproben
mit einer Lange von 7 mm wurden daraufhin fur 2 Tage in 4 % gepuffertes Formaldehyd
fixiert und nach Wasserung unter flieBendem Leitungswasser, durch EDTA-
Entkalkungslésung bei 37°C entkalkt. Anschlieffend konnte die vollstandige Dehydration
der Proben erfolgen. Dies wurde durch eine ansteigende Alkoholreihe im
Gewebeeinbettautomaten realisiert.

Zur Einbettung des entnommenen Gewebes in einen Paraffinblock kam die
Paraffingiel3station EG1160 zum Einsatz. Das zuvor mit dem Lo&sungsmittel Xylol
inkubierte Gewebe wurde in einen Warmeschrank gegeben, wo das Xylol bei 58-60°C
verdampfte und durch flussiges Paraffin ersetzt werden konnte. Die Proben wurden in
GielRformen als Block gegossen und auf einem Eisblock abgekuhlt. Zum Fertigen der
Schnitte wurden die gekuhlten Blocke mit einem Mikrotom 2065 zugeschnitten. Die
Schnitte hatten eine Dicke von 3 ym und wurden in einer Wasserwanne aufgefangen.

Nach dem Strecken im Wasserbad erfolgte das Aufziehen auf 75x25x1mm grofl3e
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Objekttrager. Im Anschluss wurden die Objekttrager sorgfaltig beschriftet und fur 24 h

bei Zimmertemperatur getrocknet.
Um in den folgenden Schritten eine Farbung der hergestellten Schnitte erreichen zu
konnen, musste zuvor das Paraffin wieder vollstandig entzogen werden.

Dies geschah Uber zweimaliges spulen mit Xylol und einer absteigenden Alkoholreihe.

Entparaffinierung der Gewebeschnitte

2 mal in Xylol  (je 10 Minuten)
100 % Ethanol (5 Minuten)

. 90 % Ethanol (2 Minuten)
. 80 % Ethanol (1 Minute)
. 70 % Ethanol (1 Minute)
* Aqua dest. (5 Minuten)

6.4. Ubersichtsfiarbung

6.4.1. Prinzip

Mittels der Ubersichtsfarbung kénnen verschiedene Strukturen eines feingeweblichen
Schnittes angefarbt werden. Sie dient der Unterscheidung verschiedener
Gewebestrukturen in einem mikroskopischen Bild.

In der hier vorliegenden Arbeit kam die Trichromfarbung nach Masson-Goldner zum
Einsatz. Mit Trichromfarbungen werden durch den kombinierten Einsatz dreier
unterschiedlicher Farbelésungen Muskelfasern, Kollagenfasern, Fibrin und Erythrozyten
selektiv dargestellt. Die verschiedenen Farbstoffe der Trichromfarbung unterscheiden
sich in ihrer Molekulgréfie und ergeben so eine differenzierte Anfarbung der einzelnen
Gewebebestandteile.

Die Zellkerne farben sich braunlich-schwarz, das Zytoplasma ziegelrot, Erythrozyten
orangegelb, Bindegewebe grin und Osteoid rot. Mineralisiertes Knochengewebe stellt

sich leuchtend grin dar, unverkalktes Knochengewebe hellgrin.
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6.4.2. Farbung — Masson-Goldner-Trichrom

Um die Zellkerne der Schnitte sichtbar zu machen, erfolgte anfangs eine 2-minutige
Inkubation mit Weigerts - Eisenhamatoxylin. Das Ansetzen der Losung erfolgte nach
Angaben des Herstellers. Die Praparate wurden unter flieRendem Wasser fur 10
Minuten gewaschen und anschlieBend mit Saurefuchsin - Ponceau fir 5 Minuten
gefarbt. Es folgte eine Spulung mit 1 % iger Essigsaure.

Zur Differenzierung und Sichtbarmachung des Bindegewebes mussten die Praparate
fur 15 Minuten mit Phosphormolybdansaure - Orange - G inkubieren. Hierbei kam es
zur Aufnahme des azidophilen Farbstoffes in positiv geladenes Gewebe. Nach
wiederholtem Spulen mit 1%iger Essigsaure wurden die Schnitte mit Lichtgrin gegen
gefarbt, nochmals mit Essigsaure gespult und durch dreimaliges eintauchen in 100 %

Alkohol entwassert. AbschlieRend wurden die Praparate fur 2-mal 5 Minuten in Xylol

gespult und zur Fixierung und Mikroskopierung in Vitroclud eingedeckt.

Abb. 2: Enthommene Gewebeproben angefarbt in der Trichromfarbung nach Masson-Goldner
(x20). Links 4 Wochenprobe ohne Bio-Oss, rechts entnommene 4 Wochenprobe mit Bio-Oss

Partikeln (Pfeil). (KN = Knochenneuformation, PM = Provisorische Matrix)
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6.5. Immunhistologie

6.5.1. Prinzip

Durch immunhistologische Analysen konnen die an der Knochenheilung beteiligten
Proteine mit Hilfe von Antikérpern sichtbar gemacht werden. Dadurch kann bestimmt
werden, in welchem Gewebe das Protein vorhanden ist und in welchem Kompartiment
der Zelle es lokalisiert ist.

Die immunhistologische Farbung dieser Arbeit erfolgte durch die APAAP - Methode
(Alkalische — Phosphatase — Anti — Alkalische — Phosphatase). Die Durchfliihrung dieser
Methode basiert auf der Beschreibung durch Cordell et al. und bietet die Mdglichkeit
bestimmte Zellantigene nachzuweisen (Cordell et al. 1984).

Die Alkalische — Phosphatase — Anti — Alkalische — Phosphatase beschreibt einen
Komplex aus dem Enzym alkalische Phosphatase und dem dagegen gerichteten
Antikorper anti-alkalische Phosphatase.

Hierbei werden Gewebeproben zunachst mit einem unkonjugiertem Primarantikorper
beschichtet, welcher sich an das nachzuweisende Antigen bindet. In einem zweiten
Schritt wird ein Bruckenantikdrper, der gegen das Fc-Fragment des Primarantikorpers
gerichtet ist, aufgetragen, um anschlielend den Immunkomplex aus monoklonalem
Antikodrper und alkalischer Phosphatase hinzuzuflgen.

Dieser losliche Immunkomplex wird abschlielend durch eine Enzymreaktion sichtbar
gemacht. Hierbei werden der alkalischen Phosphatase, ein Enzym das
Phosphorsaureester hydrolysiert, organische Phosphatverbindungen angeboten. Die
alkalische Phosphatase spaltet Phosphat ab und die freigesetzte Verbindung reagiert
zu einem farbigen Endprodukt.

Der Briickenantikdrper muss stets im Uberschuss vorliegen, so dass eine der beiden
antigenbindenden Regionen an den Primarantikorper bindet und der andere
antigenbindene Arm zur Anlagerung des Enzym-Immunkomplexes zur Verfugung steht.
Als Primar- und Immunkomplexantikdrper dienen in dieser Studie monoklonale Maus-
Antikoérper, wahrend beim Brickenantikdrper polyklonale Kaninchen — Anti — Maus 1gG
genutzt werden. Die Antikorper sollten eine hohe Spezifitat und Affinitat zu den
nachweisenden Antigenen haben und keine Kreuzreaktion mit anderen Epitopen

(Antigenbindungsstellen) zeigen.
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Der Vorteil dieser Methode ist die verstarkte Markierung. Durch wiederholte Zugabe von
Brickenantikdrpern kann eine Signalverstarkung erfolgen und somit eine geringe

Menge von Antigenen nachgewiesen werden.

* *
% X

o'
=

Antigene v
Antigene

Primarantikorper

Briickenantikorper

enzymmarkierter
APAAP-Komplexantikorper

Alklische Phosphatase

Chromogen

Abb. 3: Schematische Darstellung der APAPP — Methode

6.5.2. Farbung — APAAP

Um die gefertigten Schnitte mittels der APAAP - Methode anfarben zu kdnnen, folgte
der Entparaffinierung mit Xylol und Rehydrierung mittels absteigender Alkoholreihe,
eine zusatzliche 10-mindtige Fixierung und Permeabilisierung mit Methanol.
AnschlieBend erfolgte eine Antigendemaskierung mittels Citratpuffer und
Mikrowellenbehandlung. Dazu wurden die Schnitte in mikrowellengeeignete Gefalle
gegeben welche mit Citratpuffer (Target Retrieval Solution pH 6,1) geflllt waren und 30
Minuten hitzeinduziert. Nach Abkuhlung der Schnitte wurden diese in Tris Buffered

Solutions (TBS - Puffer) gewaschen und Uber Nacht bei 4°C gelagert. Zur Absattigung
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niedrig affiner Bindungsstellen des Gewebes und damit zur Reduktion unspezifischer
Anfarbungen folgte eine 20-minutige Inkubation mit einem Proteinblock. Nach
Blockierung der Biopsien wurden diese mit den Primarantikorpern Osteonectin (Maus,
Verduinnung 1:2000), Osteocalcin (Maus, Verdunnung 1:10) und Cbfa1 (Kaninchen,
Verdunnung 1:200) fur 120 Minuten bei 37°C Uberschichtet. Die Immunlokalisation der
Blutgefalde erfolgte mittels des monoklonalen Antikdrpers CD31 (Maus, Verdunnung
1:20). Um nicht gebundene Antikorper zu entfernen wurden die Schnitte 3-mal in TBS-
Spulpuffer gewaschen. Schnitte mit Cbfa1 Antikorpern mussten zusatzlich mit einem
Maus-Anti-Kaninchen Antikorper (Maus, Verdinnung 1:40) fur 30 Minuten inkubiert
werden.

Nach wiederholtem Waschen mit TBS - Spulpuffer folgte in einem weiteren Schritt das
hinzufuhren des Brickenantikorper Kaninchen-Anti-Maus (Kaninchen, Verdinnung
1:40). Diese wurden ebenfalls verdunnt und fur 30 Minuten inkubiert. Nach erneutem
Waschen wurden alle Schnitte fur 40 Minuten mit dem APAAP-Komplex (Maus,
Verduinnung 1:100) Uberschichtet und wiederum 3-mal mit TBS-Puffer gespult.

Zur Visualisierung des Antigen-Antikdrper-Komplexes wurde das Substrat-Chromogen-
Fuchsin verwendet. Die Losung wurde kurz vor Gebrauch nach Angaben des
Herstellers gemischt und 10 - 30 Minuten, je nach Sicht, inkubiert. Nach 5-minGtigem
Spulen mit TBS - Spulpuffer wurden die Praparate fir 2 Minuten mit Hamatoxylin
gegengefarbt, unter flieRendem Wasser fur 5 Minuten geblaut und wiederholt 2-mal in
Aqua dest. gespult.

AbschlieBRend wurden die gefarbten Schnitte in Kaisers Glyceringelantine und

Deckglasern eingedeckt und bei Raumtemperatur getrocknet.

6.5.2.1. Positiv- und Negativkontrollen

Um die Spezifitat der Antikdrper kontrollieren zu kdénnen und das Vorhandensein der
Antigene nachzuweisen sind Positivkontrollen durchgefihrt worden. Hierzu diente
humanes Knochenmark, enthommen aus dem Beckenkamm.

Als Negativkontrolle wurden Schnitte herangezogen, welche anstelle des primaren
Antikdrpers mit nichtimmunisietem Serum und in gleicher Verdinnung inkubiert

wurden.
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Abb. 4a: APPAP-Methode
Nachweis des monoklonalen Antikorpers
Cbfa1 (VergrofRerung x20)

Abb: 4b: APPAP-Methode
Nachweis des monoklonalen Antikorpers
Osteonectin (Vergroferung x20)

Abb. 4c: APPAP-Methode
Nachweis des monoklonalen Antikorpers
Osteocalcin (VergroRerung x20)

Abb. 4d: APPAP-Methode
Nachweis des monoklonalen Antikorpers
CD 31 (VergrofRerung x20)

Abb. 4 a - d: Immunhistochemische Farbung
Die Abbildungen zeigen 4 zentrale Schnitte einer apikal enthommenen Gewebeprobe mit

unterschiedlichem Antikdrpernachweis.



Material und Methoden

Tab. 2: Verwendete Materialien mit Herstellerangaben zur Aufbereitung der Proben und

Masson-Goldner-Trichrom Farbung

Verwendete Materialen

Hersteller

Formaldehyd-Losung 4% gepuffert

Herbeta-Arzneimittel, Berlin Deutschland

EDTA-Entkalkungslésung

Herbeta-Arzneimittel, Berlin Deutschland

Paraffin Merck KGaA, Darmstadt Deutschland
Xylol J.T.Baker, Deventer Holland
Ethanol Herbeta-Arzneimittel, Berlin Deutschland

Eisenhamatoxylin nach Weigert A
Eisenchloridlésung nach Weigert B

Waldeck GmbH & Co. KG Division
Chroma, Munster Deutschland

Ponceau-Saurefuchsin (Goldner III)

Dr. K. Hollborn & Soéhne, Leipzig
Deutschland

Essigsaure

Merck KGaA, Darmstadt Deutschland

Phosphormolybdansaure-Orange-G

Merck KGaA, Darmstadt Deutschland

Goldner-Lésung Il Lichtgran

Waldeck GmbH & Co. KG Division
Chroma, Munster, Deutschland

Vitroclud

R. Langenbrinck, Teningen Deutschland




Material und Methoden

Tab. 3: Verwendete Materialien mit Herstellerangaben zur immunhistologischen Farbung

Verwendete Materialien

Hersteller

Methanol

J.T. Baker, Deventer, Holland

Target Retrieval Solution pH 6,1

DAKO S1699, Denmark A/S

Proteinblock

DAKO X0909, Denmark A/S

Antikdrperverdinner

DAKO S2022, Denmark A/S

Cbfa1 Antikorper

United States Biological C7900-71,
Lot: L8050168

Osteonectin Antikdrper

United States Biological C8063-14,
Lot: L8022150

Osteocalcin

R&D Systems Inc. MAB 1419,
Lot: IFS0208051

CD 31 (Clon JC70A) IgG1

DAKO MO0823, Lot: 00054859
Denmark A/S

Maus Anti Kaninchen Ig

DAKO MO0737, Lot: 00033589,
Denmark A/S

Kaninchen Anti Maus Ig

DAKO Z0259, Lot: 00039248, Denmark
A/S

APAAP (Maus)

DAKO D0651, Lot: 00035032,
Denmark A/S

Substrat-Chromogen-Fuchsin

DAKO K0624, Denmark A/S

Levamisol

DAKO K5000, Denmark A/S

Hamatoxylin

DAKO Cat:S2020 Lot:00002756,
Denmark A/S

Kaisers Glyceringelantine

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
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Tab. 4: Verwendete Gerate und deren Hersteller

Verwendete Gerate

Hersteller

Citadel (Gewebeeinbettautomat)

Shandon

Paraffingieldstadion EG 1160

LEICA

Mikrotom 2065

Reichert-Jung

Mikroskop-Axiophot

Zeiss
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6.6. Histomorphometrie

Sowohl die Ubersichtsfarbungen, als auch die immunhistologischen Farbungen wurden
mittels des Photomikroskops ,Axiophot® ausgewertet (Axiophot 1 Zeiss, Jena,
Germany).

Die gewlnschten Schnitte wurden mit Hilfe des Scannersystem ScanScop T3 (Aperio
Technologies Inc., Vista, USA) bei einer Auflésung von 0,25 um/Pixel und einem 40-
fachen Objektiv eingescannt. Die Bearbeitung und Vermessung der Aufnahmen erfolgte

mit dem Bildanalyseprogramm AxioVision Rel.4.6. (Zeiss, Jena, Germany).

6.6.1. Auswertung der Ubersichtsfiarbung

Mittels der Ubersichtsfarbungen wurde das Gewebe zunéchst unter dem Mikroskop
histologisch untersucht. Fir die morphologische und qualitative Analyse des
Umbauprozesses wurden die gefarbten Praparate bei 40-facher VergroRRerung
begutachtet. Die provisorische Matrix stellte sich als bindegewebige Struktur mit in
fibroser Matrix eingebetteten Mesenchymzellen dar, wahrend lebensfahiger Knochen
als mineralisierte Gewebematrix mit, in Lakunen eingebetteten, Osteozyten definiert
wurde.

Vor der histologischen Evaluation erfolgte zunachst die Kalibrierung mit einem
Objektmikrometer. Dieser wurde diagonal auf dem Abbild platziert.

In jedem Praparat wurde der coronale und apikale Bereich des Schnittes bestimmt und
jeweils ein zentraler Ausschnitt — ROl (,Region of interest®) ausgewahlt. Der zu
untersuchende ROI wurde mit Hilfe der AxioCam MRc5-Kamera (Carl Zeiss, Gaéttingen,
Germany) aufgenommen und digitalisiert. Mit dem Bildanalyseprogramm AxioVision
4.6. konnte anschlieRend in den gewahlten Ausschnitten neugebildeter Knochen,
Bio-Oss Partikel und die provisorische Matrix markiert und Uber die Pixelzahlung
automatisch das relative Volumen errechnet werden. Durch die definierte GroRe des
ROI von 2665 x 1999 Pixel, wurde daraufhin der Anteil von neugebildetem Knochen,

Bio-Oss und provisorischer Matrix errechnet und prozentual bestimmt.
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Bio-Oss Partikel

Knochengewebe

provisorische Matrix

Abb. 5: Beispiel zur Vermessung der Ubersichtsverfarbung

Die Konturen der Knochenstrukturen, der Bio-Oss Partikel und der provisorischen Matrix im ROI
wurden umrandet und die markierte Flache mit Hilfe des Bildanalyseprogramms in Pixel®

angegeben.

Die Vermessung der Ausschnitte erfolgte von einer Person 3-mal zu jeweils
unterschiedlichen Zeitpunkten, ohne zuvor Einblick in die klinischen Daten gehabt zu
haben. Abschliellend wurden die Mittelwerte errechnet und zusammen mit den

klinischen Daten mit Hilfe des Excel-Programms tabellarisch erfasst.

6.6.2. Auswertung der immunhistologischen Farbung

Ziel der immunhistologischen Auswertung war die quantitative Bestimmung von
Osteoprogenitorzellen und Endothelzellen in der provisorischen Matrix. Zur Auswertung
wurden auch hier die Schnitte mit Hilfe des ScanScope T3 digitalisiert. Bei den
unterschiedlichen immunhistologischen Farbungen mit Cbfa1, Osteocalcin, Osteonectin
sowie CD 31, wurde jeweils der gleiche ROl ausgewahlt, welcher zuvor bei der
Ubersichtsfarbung coronal und apikal bestimmt und vermessen wurde. Fir die
immunhistologische Evaluation wurden nur die Proben untersucht, welche im
ausgewahlten ROI einen Anteil an povisorischer Matrix von mehr als 50 % zeigten.

In dem gewahlten Ausschnitt wurden Knochen und Bio-Oss Partikel, sowie, durch z.B.
Uberlagerung, entstandene Artefakte markiert und von der Gesamtfliche subtrahiert.

Die restliche verbleibende Flache provisorischer Matrix wurde als 100 % gesetzt und



Material und Methoden 52

mittels des digitalen Messprogramms vermessen. Hierbei wurde zunachst die

Gesamtzahl mesenchymaler Zellen im ROI bestimmt und nach Zelldichte klassifiziert.
Klassifizierung der Zelldichte:
0 - 500 Zellen

500 - 1000 Zellen
1000 - 2500 Zellen

geringe Zelldichte

mittlere Zelldichte
hohe Zelldichte

AnschlieRend erfolgte die Markierung und Zahlung der sehr stark antigenpositiven
Zellen. Diese zeichneten sich, je nach Farbintensitat und verwendetem Antikorper,
durch einen rétlich bis braunlich erscheinenden Schweif entlang des Zellkerns, aus.

Die Erkennung von Zellkernen und antigenpositiven Zellen durch das
Bildanalyseprogramm Axio Vision 4.6., war durch die zuvor erfolgte Programmierung
von Farbe und GrolRe der zu markierenden Objekte moglich. Auftretende
Uberlagerungen oder Artefakte im Bild wurden durch manuelle Korrektur
ausgeschlossen.

Die Ergebnisse der positiv expressierenden Zellen von Osteocalcin, Osteonectin und
Cbfa1 in der provisorischen Matrix wurden prozentual von der Gesamtzellzahl ermittelt

und ebenfalls kategorisiert.

Klassifizierung antigenpositiver Zellen von Cbfa1, Osteonectin und Osteocalcin:

SI = 0-29%
SIl = 30-49 %
SIl = 50-79 %

SIV = 80-100 %

Die semi-quantitative Datenerhebung von CD31-gefarbten Biopsien wurde mittels des
immunreaktiven Scores (IRS) erbracht. Die Werte fur den Score ergeben sich nach
Auswertung und Zahlung durch Multiplikation der Werte fur Farbintensitat (0-3) und dem
Prozentsatz positiver Zellen (0-4). Der IRS nimmt einen Wert zwischen 0 und 12 an und

wird wie folgt interpretiert (Remmele & Stegner 1987).
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Klassifizierung antigenpositiver Zellen mit CD 31 (IRS):

0-1 = keine Expression

2 -3 = schwache Expression

4 -8 = malig starke Expression
9-12 = starke Expression

Auch die immunhistologischen Messungen wurden von einer Person 3-mal zu jeweils
unterschiedlichen Zeitpunkten durchgeflhrt, so dass abschlieRend die erhobenen

Daten gemittelt und tabellarisch mit dem Excel-Programm erfasst wurden.

6.7. Statistische Analyse

Die mit dem Tabellenkalkulationsprogramm Excel archivierten Datensatze wurden in
das SPSS V13.0 (SPSS Inc.,Chicago, IL, USA) und SAS V9.1. (SAS Institute Inc., Cary,
NC, USA) - Statistikprogramm importiert und die histomorphometrischen Daten
deskriptiv analysiert.

Mit Hilfe von Nichtparametrischen Tests wurden mogliche Unterschiede auf ihre
Signifikanz hin untersucht. Die Analyse der erhobenen Daten der Ubersichtsfarbungen
erfolgte zunachst mit Hilfe des Wilcoxon-Signed-Rank-Test, wobei hier geschaut
wurde, ob sich Unterschiede in den coronalen und apikalen Bereichen der Proben
zeigten. Stellten sich Unterschiede hinsichtlich der Knochenneuformation in den
unterschiedlichen Bereichen dar, wurden diese vergleichend analysiert. Um einen
induktiven Vergleich von unabhangigen Stichproben durchfihren zu kénnen, wurde der
Mann-Whitney-U-Test genutzt. Hierbei galt es die Proben mit Bio-Oss und die Proben
ohne Bio-Oss jeweils in den coronalen und apikalen Bereichen auf ihre statistische
Signifikanzen hin zu prifen. Um den madglichen Einfluss von abhangigen und
unabhangigen Faktoren auf die Knochenneuformation in den Alveolen zu untersuchen,
wurde anschlieBend eine zweifaktorielle parameterfreie Varianzanalyse durchgefihrt
(Brunner et al. 2003). Hierbei galt der Bereich (coronal/apikal) als abhangiger Faktor
und Bio-Oss (augmentiert/nicht augmentiert) als unabhangiger Faktor.

Die immunhistologischen Daten wurden ebenfalls mittels einer zweifaktoriellen

parameterfreien Varianzanalyse untersucht. Hierbei wurde die Einflussnahme von
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den Parametern coronal/apikal bzw. augmentiert/nicht augmentiert auf antigenpositive
Zellen (Cbfa1, Osteonectin, Osteocalcin, CD31) hin analysiert.

AbschlieRend wurden die Ergebnisse der Ubersichtsfarbung sowie der
immunhistologischen Auswertung in Bezug gesetzt. Dies erfolgte durch den
Spearman’s Rho-Test. Spearman’s Rangkorrelationskoeffizient ist ein
Zusammenhangsmalfd, mit dem sich der Zusammenhang zwischen 2 Variablen
bestimmen lasst. Somit lie sich der Einfluss von prozentualem Anteil des Knochens
auf positive Werte von Cbfa1, Osteonectin und Osteocalcin evaluieren.

Far alle Tests wurde P < 0.05 als Signifikanzniveau definiert.
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7. Ergebnisse

An der Studie beteiligt waren 10 Patienten, denen insgesamt 25 Zahne aus dem
Oberkiefer (n = 19) und dem Unterkiefer (n = 6) extrahiert wurden. Nach Extraktion der
Zahne folgte die Augmentation von 12 Alveolen, 13 Alveolen wurden nicht augmentiert
und der Spontanheilung Uberlassen.

Der postoperative Heilungsverlauf war bei allen Patienten komplikationslos. Die
klinische Beurteilung der Wunden zeigte einen regelgerechten Verlauf der Wundheilung
und eine teilweise geschlossene Weichteilsituation nach 4 Wochen. Bei allen Patienten
und allen 25 Extraktionsalveolen wurde eine Implantation nach 4 Wochen durchgefihrt.
Mittels Bohrschablone wurde die genaue Lage der Extraktionsalveolen lokalisiert und es
erfolgte die Insertion von 25 Implantaten, mit gleichzeitiger Entnahme der

Gewebebiopsien zur weiteren Analyse.
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Abb. 6: Anzahl inserierter Implantate pro Zahnabschnitt
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7.1. Morphologische Charakteristika

7.1.1. Ubersichtsfiarbung

In den entnommenen Gewebeproben stellten sich unter dem Mikroskop
unterschiedliche Gewebstypen nebeneinander dar.

Die histologischen Untersuchungen zeigten in den 4 Wochen Proben im coronalen und
zentralen Bereich dominierend provisorische Matrix. Das gesamte Gewebe zeichnete
sich durch eine starke Vaskularisierung aus und von apikal bildeten sich Trabekel aus
Geflechtknochen. Die einzelnen Gewebeproben waren in ihrer Entwicklung
unterschiedlich stark fortgeschritten. Wahrend in einigen Proben ausschlie3lich
provisorische Matrix beobachtet werden konnte, zeigte sich in einer anderen Probe
neben Geflechtknochen auch ein geringer Anteil an Lamellenknochen, sowie
geringflugig Knochenmark.

In den entnommenen Gewebebiopsien der augmentierten Alveolen, waren Bio-Oss
Partikel eingebettet in der Bindegewebsmatrix sichtbar. Die Oberflache der Partikel war
umgeben von Mesenchymzellen und beginnende Knochenneuformationen waren zu

erkennen.
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coronal

7a: Der coronale Ausschnitt zeigt vor
allem provisorische Matrix mit einer
hohen Anzahl an Mesenchymzellen
und Gefalen (x20).

-y

Abb. 7: Histologisches Bild einer
nicht augmentierten Alveole

(Masson-Goldner —Trichrom x2)

-

L - 3 i z

7b: Im apikalen Ausschnitt ist die
Bildung von Geflechtknochen (Pfeil) zu
erkennen. Die Oberflache ist umsaumt

von Osteoblasten (x20).
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coronal

8a: Bio-Oss Partikel (Pfeil) eingebettet in

provisorische Matrix. Die Oberflache des

Partikels ist von Osteoblasten umgeben

und Knochenneuformationen sind sichtbar
(x20).

Abb. 8: Histologisches Bild einer mit
Bio-Oss Collagen augmentierten
Alveole (Masson-Goldner-Trichrom
x2)

Abb. 9: Knochenneuformation
(Pfeil) entlang eines Bio-Oss
Partikels (x40)
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7.1.2. Immunhistologische Farbung

Im mikroskopischen Bild waren in allen untersuchten Gewebeschnitten jeweils Cbfa1-,
Osteonectin-, Osteocalcin- und CD 31 - positiv expressierende Zellen sichtbar. In Cbfa1
und Osteonectin gefarbten Praparaten zeigten sich die positiven Zellen verteilt im

gesamten Bereich der provisorischen Matrix und in direkter Nachbarschaft der

Oberflache von sich neu bildendem Knochen und Bio-Oss Partikeln.

Osteocalcin - positive Zellen waren ebenfalls in der gesamten provisorischen Matrix

erkennbar, dominierten jedoch entlang von vaskularen Strukturen.

Abb.10: Entnommene Gewebebiopsie

einer nicht augmentierten Alveole. Das
mit Cbfa1 - angefabte Praparat zeigt
einen apikalen Ausschnitt aus der
Alveole (x20).

10a: Der vergrolerte Ausschnitt zeigt
die Bildung von neuem Knochen und
eine zellreiche provisorische Matrix.
Entlang der Oberflache und im
Inneren des sich entwickelnden
Knochens sind Cbfa1 - positive Zellen
(Pfeil) zu finden (x40).
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Abb.11: Histologisches Bild einer mit
Osteonectin angefarbten Gewebebiopsie.
Hierbei handelt es sich um den coronalen
Teil einer augmentierten Alveole. Ein
vergrolerter Ausschnitt ist in der folgenden
Abbildung zu sehen (x20).

11a: Entlang der Bio-Oss Partikel ist die
Bildung von neuem Geflechtknochen
zuerkennen. Die provisorische Matrix zeigt
eine hohe Dichte an mesenchymalen
Stammzellen. Osteonectin positive Zellen
finden sich verstreut in der gesamten
provisorischen Matrix wieder und umgeben
die Oberflache der Bio-Oss Partikel sowie

des neu gebildeten Knochens (x40).



Ergebnisse

61

Abb.12: Osteocalcin-Farbung einer
coronal entnommenen Gewebebiopsie
einer nicht augmentierten Alveole. Die
provisorische Matrix mit einer hohen
Zelldichte zeigt eine hohe Anzahl an
Gefalken. Osteocalcin-positive Zellen sind
hauptsachlich peri-vaskuldr zu erkennen
(Pfeil) (x40).

Abb.13: Biopsie einer mit Bio-Oss
augmentierten Alveole. Innerhalb der
zellreichen provisorischen Matrix zeigen
sich ebenfalls Gefalle, welche umsaumt
sind von Endothelzellen (Pfeil). Die rote
Farbung demonstriert CD 31 — positive
Zellen entlang der Gefalde (x20).
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7.2. Histomorphometrische Messungen

7.2.1. Ergebnisse der nicht augmentierten Alveolen

Zur Evaluation standen 13 Extraktionsalveolen von 9 weiblichen und 4 mannlichen
Patienten zur Verfligung. Die durchschnittliche Knochenneuformationsrate aller
nicht augmentierten Extraktionsalveolen betrug 9 % (Bereich 0 - 44 %). Die
provisorische Matrix, bestehend aus einer bindegewebigen Struktur und
mesenchymalen Stammzellen, hatte einen durchschnittichen Gesamtanteil von 91 %
(Bereich 56 — 100 %). Die Knochenneuformationrate der einzelnen Extraktionsalveolen
ist in Tabelle 5 zusammenfassend dargestellt.

Gleichzeitig wurden die Werte in einen coronalen und apikalen Bereich unterteilt.
Hierbei zeigten sich Unterschiede hinsichtlich der Knochenneuformationrate. Wahrend
sich coronal durchschnittliche Werte von 4 % (Bereich 0 — 18 %) ergaben, fanden sich
apikal 13 % (Bereich 0 — 44 %). Die provisorische Matrix hatte im coronalen Bereich
einen durchschnittlichen Anteil von 96 % (Bereich 82 — 100 %) und im apikalen Bereich
86 % (Bereich 56 — 100 % ). Die Menge an Knochenneuformation war im apikalen

Bereich signifikant hoher als im coronalen Bereich (P = 0.005).

7.2.2. Ergebnisse der augmentierten Alveolen

Insgesamt 12 mit Bio-Oss Collagen augmentierte Extraktionsalveolen von 4 Patienten
wurden quantitativ analysiert. Die durchnittliche Knochenneuformationsrate
betrug insgesamt 11 % (Bereich 0 — 51 %). Die durchschnittiche Gesamtsumme an
Bio-Oss Partikeln aller Proben war 9 % (Bereich 5 — 34 %) und die der verbleibenden
provisorischen Matrix 80 % (Bereich 60 — 100 %). Zwischen dem coronalen und
apikalen Bereich zeigten sich Unterschiede. Die Messungen ergaben coronal eine
durchschnittliche Knochenneuformationrate von 6 % (Bereich 0 — 36 %), Bio-Oss
Partikel 9 % (Bereich 5 — 34 %) und einen Anteil an provisorischer Matrix von 84 %
(Bereich 60 — 100 %). Apikal betrug die Knochenformationsrate 16 % (Bereich 2 — 51
%), Bio-Oss Partikel 10 % (Bereich 5 — 33 %) und provisorische Matrix 76 % (Bereich
44 — 99 %).

Die Ergebnisse zeigten eine Signifikanz hinsichtlich der Knochenneuformationsrate
zwischen dem coronalen und apikalen Bereich (P = 0.010). Die Knochenneuformation

war im apikalen Bereich hoher als im coronalen Bereich.
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Tab. 5: Knochenneuformation der nicht augmentierten Alveolen

Provisorische

Geschlecht Regio Bereich Knochen ( %) Matrix (% )
1 w 11 coronal 1 99
apikal 2 98
2 w 11 coronal 1 99
apikal 27 73
3 w 21 coronal 13 87
apikal 19 81
4 w 13 coronal 0 100
apikal 30 (2% KM) 68
5 w 23 coronal 18 82
apikal 44 56
6 M 23 koronal 0 100
apikal 0 100
7 M 43 coronal 11 89
apikal 10 90
8 M 14 coronal 0 100
apikal 15 85
9 w 14 coronal 1 99
apikal 2 98
10 w 24 coronal 2 98
apikal 19 81
11 w 46 coronal 0 100
apikal 1 99
12 M 37 coronal 0 100
apikal 6 94
13 w 21 coronal 0 100
apikal 1 99
Mittelwert (%) 9 91
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Tab. 6: Knochenneuformation der augmentierten Alveolen

Geschlecht Regio Bereich Knochen (%) Bio-Oss (%) provisorische
Matrix ( % )

1 w 44 coronal 0 11 89
apikal 1 22 77

2 w 17 coronal 10 13 77
apikal 49 7 44

3 w 16 coronal 4 1 95
apikal 51 2 47

4 w 25 coronal 9 12 79
apikal 24 3 73

5 w 12 coronal 0 2 98
apikal 1 12 87

6 w 11 coronal 3 0 97
apikal 10 1 89

7 w 13 coronal 36 4 60
apikal 39 0 61

8 w 22 coronal 8 3 89
apikal 5 16 79

9 w 32 coronal 6 (0,2% KM) 0 94
apikal 11 1 88

10 w 31 coronal 0 0 100
apikal 0 1 99

11 M 13 coronal 1 34 65
apikal 4 33 63

12 M 23 coronal 0 33 67
apikal 1 28 71

Mittelwert (%) 11 9 79
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7.2.3. Vergleich der augmentierten und nicht augmentierten Extraktionsalveolen

Zum Vergleich der unabhangigen Stichproben, wurden mit Hilfe des Mann-Whitney-U
Test die Ergebnisse der coronalen Bereiche der augmentierten und nicht augmentierten
Alveolen, sowie die Ergebnisse der augmentierten und nicht augmentierten apikalen
Bereiche gegenuber gestellt. Insgesamt ergaben sich 50 Messwerte, die miteinander
verglichen wurden. Die Knochenneuformationsrate zeigte hierbei keine signifikanten
Unterschiede zwischen den augmentierten und nicht augmentierten Alveolen, weder
coronal (P = 0.27) noch apikal (P = 0.93).
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Abb. 14: Vergleich augmentierter und nicht augmentierter Alveolen

im coronalen und apikalen Bereich
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7.2.4. Zweifaktorielle parameterfreie Varianzanalyse der Knochenneuformation

Die Ergebnisse der histomorphometrischen Messungen wurden abschliel3iend mit Hilfe
des Brunner-Tests statistisch analysiert. Bei der Analyse der 4 Wochenproben galt der
Bereich (coronal / apikal) als abhangiger Faktor und Bio-Oss (augmentiert / nicht
augmentiert) als unabhangiger Faktor. Die Ergebnisse zeigten keinen signifikanten
Unterschied zwischen den augmentierten und nicht augmentierten Alveolen (P = 0.55),
jedoch einen deutlich signifikanten Unterschied zwischen den coronalen und apikalen
Bereichen (P < 0.01).

60

50
40
30
20
10

apical coronal augmentiert nicht augmentiert

M abhdngiger Faktor ~ M unabhangiger Faktor

Abb. 15: Gegenliiberstellung der apikalen/coronalen Bereiche sowie der

augmentierten/nicht augmentierten Alveolen
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7.3. Immunhistologische Messungen

Die quantitative Auswertung der immunhistologisch-gefarbten Schnitte erfolgte an 13
nicht augmentierten Alveolen und 12 augmentierten Alveolen. Jeweils eine Probe aus
den nicht augmentierten und den augmentierten Alveolen zeigten im apikalen Abschnitt
einen hohen Grad an Ossifikation und somit einen geringen Anteil an provisorischer
Matrix (< 50 %). Sie wurden aus der Untersuchung ausgeschlossen, so dass jeweils 13
coronale und 12 apikale Abschnitte untersucht wurden.

Die enthommenen Gewebsschnitte zeigten unter dem Mikroskop eine unterschiedlich
hohe Zelldichte in der provisorischen Matrix. Zur besseren Ubersicht erfolgte eine
Kategorisierung der Zelldichte. Die Verteilung der Proben in Bezug auf die Zelldichte
stellte sich wie folgt dar:

Im coronalen Bereich der Biopsien zeigten mehr als 1/3 (n = 18) eine mittlere Zelldichte
(500 - 1000 mesenchymale Stammzellen) in der provisorischen Matrix. Zwei Praparate
hatten eine geringe Zelldichte (< 500 mesenchymale Zellen) und drei Praparate eine
hohe Zelldichte (> 1000 mesenchymale Stammzellen).

Im apikalen Bereich hatten nahezu 1/3 (n = 8) der Biopsien eine geringe Zelldichte
(< als 500 mesenchymale Zellen) in der provisorischen Matrix, 72 % (n = 16) zeigten
eine mittlere Zelldichte (500 - 1000 mesenchymale Stammzellen) und in einem Praparat
war eine hohe Zelldichte (> 1000 mesenchymale Stammzellen) zu verzeichnen.

Es waren keine signifikanten Unterschiede in der Zelldichte zwischen den nicht
augmentierten und augmentierten Alveolen (P = 0.22) sowie zwischen den coronalen

und apikalen Bereichen (P = 0.16) zu erkennen.
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7.3.1. Ergebnisse der nicht augmentierten Alveolen (Cbfa1, OSN, OC)

Cbfa1l

Die Zahlung der Cbfa1-positiv reagierenden Zellen ergab ein durchschnittliches
Ergebnis von 56 % (Bereich 23 - 82 %), wobei 53 % (Bereich 23 - 78 %) positive Zellen
in der coronalen Region gefunden worden und 60 % (Bereich 38 - 82 %) in der apikalen
Region. Die Verteilung der ermittelten Werte im coronalen und apikalen Bereich ist im

folgenden Boxplot-Diagramm (Abb. 16) dargestellt.
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Abb.16: Boxplotdiagramm zur Darstellung des Medians und der Werteverteilung von

Cbfa1-positiven Zellen im coronalen und apikalen Bereich der nicht augmentierten Alveolen
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Osteonectin

Osteonectin-positive  Zellen konnten bei den nicht augmentierten Alveolen
durchschnittlich 45 % (Bereich 17 - 76%) gezahlt werden. In der coronalen Region
wurden 39 % (Bereich 17 - 67 %) und in der apikalen Region 51 % (Bereich 22 - 76 %)

errechnet.
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Abb. 17: Boxplotdiagramm zur Darstellung des Medians und der Werteverteilung von
Osteonectin-positiven Zellen im coronalen und apikalen Bereich der nicht augmentierten

Alveolen
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Osteocalcin

Die immunhistologische Analyse von Osteocalcin-positiven Zellen ergab im
Durchschnitt 18 % (Bereich 5 - 33 %). Auch hier zeigten sich Unterschiede im
coronalen und apikalen Bereich. Coronal konnten 15 % (Bereich 5 - 33 %) und apikal

21 % (Bereich 11 - 33 %) positiv expressierende Zellen gefunden werden.
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Abb. 18: Boxplotdiagramm zur Darstellung des Medians und der Werteverteilung von
Osteocalcin-positiven Zellen im coronalen und apikalen Bereich der nicht augmentierten

Biopsien (°AusreilRer)
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7.3.2. Ergebnisse der augmentierten Alveolen (Cbfa1, OSN, OC)

Cbfa1
Die Messungen der mit Bio-Oss augmentierten Alveolen ergaben im Durchschnitt
57 % (Bereich 10 - 85 %) Cbfa1 positive Zellen. Im coronalen Bereich wurden 52 %

(Bereich 10 - 83 %) errechnet und im apikalen Bereich 61 % (Bereich 19 - 85 %).
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Abb. 19: Boxplotdiagramm zur Darstellung des Medians und der Werteverteilung von Cbfa1-

positiven Zellen im coronalen und apikalen Bereich der augmentierten Alveolen
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Osteonectin

Osteonectin positive Zellen ergaben durchschnittlich 32 % (Bereich 11 - 63 %). Es
zeigten sich coronal 29 % (Bereich 11 - 48 %) und apikal 34 % (Bereich 17 - 63 %). Die
Werteverteilung der coronalen und apikalen Bereiche ist im folgenden Boxplotdiagramm

dargestellit.
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Abb. 20: Boxplotdiagramm zur Darstellung des Medians und der Werteverteilung von

Osteonectin-positiven Zellen im coronalen und apikalen Bereich der augmentierten Alveolen
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Osteocalcin

Bei der Zahlung von Osteocalcin positiven Zellen wurde ein Durchschnitt von 25 %
(Bereich 16 - 42 %) ermittelt, wobei 24 % (Bereich 16 - 42 %) im coronalen und 27 %

(Bereich 18 - 40 %) im apikalen Abschnitt zu finden waren.
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Abb. 21: Boxplotdiagramm zur Darstellung des Medians und der Werteverteilung von

Osteocalcin-positiven Zellen im coronalen und apikalen Bereich der augmentierten Alveolen
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7.3.3. Zweifaktorielle parameterfreie Varianzanalyse der immunhistologischen
Messungen (Cbfa1, OSN, OC)

7.3.3.1. Vergleich immunreaktiver Zellen der coronalen und apikalen Bereiche

Die statistische Auswertung der ermittelten Werte ergab, dass statistisch signifikante
Unterschiede zwischen den coronalen und apikalen Bereichen bei Cbfa1 (P < 0.01),
Osteonectin (P < 0.01) und Osteocalcin (P < 0.01) existierten. Es zeigte sich jeweils
eine hohere Anzahl an positiv expressierenden Zellen in den apikalen Bereichen als in
den coronalen Bereichen, was sich in den einzelnen Boxplotdiagrammen wieder
spiegelt (Abb. 16 - 18).

7.3.3.2. Vergleich immunreaktiver Zellen zwischen augmentierten und nicht

augmentierten Alveolen

Beim Vergleich der augmentierten und nicht augmentierten Alveolen, verdeutlichte die
statistische Auswertung einen signifikanten Unterschied zwischen augmentierten und
nicht augmentierten Alveolen bei Osteonectin (P = 0.015) und Osteocalcin (P < 0.01)
positiven Zellen. Wahrend die nicht augmentierten Alveolen einen héheren Anteil an
Osteonectin positiven Zellen aufwiesen, zeigten die mit Bio-Oss augmentierten Alveolen
einen hoheren Anteil an Osteocalcin positiv expressierenden Zellen als nicht
augmentierte Alveolen. Die Ergebnisse der Cbfal positiven Zellen zeigten keine
Signifikanz (P = 0.82). Die Verteilungen der immunreaktiven Zellen von Cbfa1,
Osteonectin und Osteocalcin der augmentierten und nicht augmentierten Alveolen sind

im folgenden Boxplotdiagramm dargestellt (Abb.22).
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Abb. 22: Boxplotdiagramm zur Darstellung des Medians und der Werteverteilung
immunreaktiver Zellen in nicht augmentierten und augmentierten Alveolen nach einer 4-

waochigen Heilungsperiode

7.3.4. Ergebnisse der CD 31 - Expression durch Endothelzellen

Die immunhistochemische Farbung der entnommenen Gewebeproben mit dem
Antikorper CD 31 =zeigte insgesamt eine maRig starke Expression in den
Endothelzellen. Dabei lag die immunhistochemische Farbintensitdt nach dem zur
Beurteilung verwendeten Immunreaktiven Score nach Remmele & Stegner in den nicht
augmentierten Alveolen im Mittel bei einem Score von 6. Hierbei fand sich im
coronalen Bereich ein Score von 4 und im apikalen Bereich ein Score von 7.

In den augmentierten Alveolen zeigten die Ergebnisse coronal ebenfalls einen Score
von 4 und apikal einen Score von 6. Hiermit resultierte ein durchschnittlicher Score von
5 bei den augmentierten 4 Wochenproben.

Im Vergleich aller Gewebeproben ergaben die Ergebnisse des Immunreaktiven Score

einen signifikanten Unterschied zwischen dem CD 31 Score in den coronalen und
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apikalen Bereichen (P < 0.001). Die Expression von CD 31 war im apikalen Bereich
hoher als im coronalen Bereich.
Zwischen den nicht augmentierten und augmentierten Alveolen demonstrierte die

statistische Analyse jedoch keine Signifikanzen (P = 0.82).

7.4. Korrelation von Knochenneuformationsrate und immunhistologisch — positiv
expressierenden Zellen (Cbfa1, OSN, OC)

Die Knochenheilung in der Extraktionsalveole wurde durch zuvor histomorphometrische
(Knochenneuformationsrate) und immunhistologische Messungen (positiv
expressierende Mesenchymzellen) getrennt voneinander untersucht. In einer
abschlielfend durchgefuhrten Korrelationsanalyse nach Spearman (Spearman’s Rho
Test) wurde gepruft, ob ein Zusammenhang zwischen der Knochenneuformationsrate
und der Anzahl Cbfa1-, Osteocalcin- und Osteonectin- positiven Zellen besteht.

Die Ergebnisse zeigten, dass bei den augmentierten Alveolen kein statistischer
Zusammenhang zwischen der Knochenneuformationsrate und Cbfal (P = 0.056),
Osteonectin (P = 0.160) und Osteocalcin (P = 0.062) positiven Zellen existiert.

Bei den nicht augmentierten Alveolen konnte hingegen ein Zusammenhang zwischen
der Knochenneuformationsrate und Osteocalcin (P = 0.029) positiven Zellen dargestellt
werden. Daher werden in den gleichen Proben mit viel Knochenneuformation weniger
positiv expressierende Zellen in der provisorischen Matrix beobachtet. Cbfa1

(P = 0.509) und Osteonectin (P = 0.298) zeigten keine Signifikanzen auf.
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8. Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurde die Wundheilung von nicht augmentierten
und mit Bio-Oss Collagen augmentierten Extraktionsalveolen nach einer
Heilungsperiode von 4 Wochen untersucht. Alle Extraktionsalveolen zeigten klinisch
einen regelgerechten, komplikationslosen Heilungsverlauf mit einer teilweise

geschlossenen Weichteilsituation.

8.1. Histomorphometrische Untersuchungen

Schaut man sich den derzeitigen Stand der Literatur an, sind nur wenige humane
Studien mit metrischen Angaben zur Knochenneuformation fur den Zeitraum von 4
Wochen postextractionem zu finden (Ahn & Shin 2008, Trombelli et al. 2008). Meist
handelt es sich um beschreibende histologische Untersuchungen ohne quantitative
Angaben des sich neuformatierenden Knochengewebes (Amler et al. 1960, Amler 1969,
Boyne 1966, Evian et al. 1982). Tierexperimentelle Hundestudien dokumentieren nach
einer Woche den Beginn von sich bildendem Geflechtknochen. Bereits nach 2 - 4
Wochen weisen canine Studien eine Flllung der heilenden Extraktionsalveolen von bis
zu 90 % mit Geflechtknochen nach (Cardaropoli et al. 2003, Araujo et al. 2009). Diese
Ergebnisse mussen vorsichtig auf die Verhaltnisse am Menschen Ubertragen werden.
Aufgrund unterschiedlicher physiologischer Knochenumbauraten der einzelnen Spezies
unterscheidet sich die Geschwindigkeit der Heilungskaskade zwischen Mensch und
Hund. Der Knochenturnover beim Hund ist im Gegensatz zum Menschen erhdht, er
betragt beim Hund das 1,5 - fache vom Menschen (Pearce et al. 2007, Cardaropoli et
al. 2003). Somit lasst sich der Zeitraum von 2 - 4 Wochen bei einer humanen
Extraktionsalveole mit dem Zeitraum von zirka 1 - 3 Wochen beim Hund vergleichen.

Die hier vorliegende Studie konzentrierte sich unter anderem auf die
histomorphometrische Vermessung des sich neu bildenden Gewebes in der initialen
Alveolenheilung. Nach histomorphometrischer Analyse der entnommenen Proben ergab
sich in dieser Untersuchung eine mittlere Knochenneuformationsrate von 9 % nach 4
Wochen Heilung. Neben dominierender provisorischer Matrix von durchschnittlich 91 %,
zeigten sich in den Gewebeproben Knochenneuformationen aus Geflechtknochen. Es
war die Bildung von primaren Osteonen zu erkennen, was fur den weiteren Umbau des
Geflechtknochens spricht. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit einer Studie von

Trombelli und seinen Mitarbeitern im gleichen Zeitraum. Mittels Planimetrie wurde im
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Querschnitt der prozentuale Anteil an Granulationsgewebe, provisorischer Matrix,
Geflechtknochen und Lamelleknochen in den Hamatoxylin-Eosin-gefarbten Schnitten
bestimmt. Im Zeitraum von 2 - 4 Wochen wurden 10 Proben untersucht, welche
insgesamt eine mittlere Knochenneuformationsrate von 7 % hatten. Erst nach einer
Periode von 6 - 8 Wochen stellte sich bei Trombelli ein Zuwachs an neu geformten
Knochen von 34 % dar. (Trombelli et al. 2008). Eine hdhere Knochenneuformation
beschreiben Ahn & Shin in einer anderen Untersuchung im Zeitraum von 2 - 4 Wochen
(Ahn & Shin 2008). Beim Vergleich von parodontal vorgeschadigten und intakten
Alveolen zeigte die histomorphomoetrische Untersuchung der gesunden Alveolen eine
Knochenneuformation von etwa 15 %. Hierbei ist jedoch kritisch anzumerken, dass
lediglich drei intakte Alveolen als Kontrollgruppe zur Untersuchung heran gezogen
wurden (Ahn & Shin 2008). Da individuelle Schwankungen der einzelnen Gewebetypen
beobachtet wurden (Heberer et al. 2008 & 2011, Trombelli et al. 2008), sind die
Ergebnisse der Studie von Ahn & Shin nur bedingt zu bewerten.

Wie bereits erwahnt, konnten Autoren deutliche Variationen in den Gewebeproben bei
den einzelnen Individuen feststellen (Heberer et al. 2008 & 2011, Trombelli et al. 2008).
Auch im Rahmen der hier vorliegenden Studie waren unterschiedliche Reifegrade bei
der Evaluation zwischen den einzelnen Proben zu erkennen. Wahrend bei einer 4
Wochenprobe bereits 44 % der apikalen Alveole von Knochenneuformation
gekennzeichnet war, zeigte sich daneben eine andere Probe aus dem gleichen
Zeitraum mit noch 100 % provisorischer Matrix, sowohl im apikalen als auch im
coronalen Bereich. Histologisch waren in 2 Proben Knochenmarksformationen als
Zeichen von bereits beginnendem Remodelling zu beobachten. Die unterschiedliche
Qualitat und Quantitat des Knochengewebes in den untersuchten Alveolen stellten sich
unabhangig von der Augmentation dar. Der Grund fir den unterschiedlichen
Entwicklungsgrad der Gewebeproben ist derzeit noch nicht wirklich verstanden, wird
aber mit unterschiedlichen Faktoren in Verbindung gebracht welche die
Knochenphysiologie beeinflussen (Amler 1993, Saldanha et al. 2006).

In einer retrospektiven Studie wurde das Alter der Patienten als mdglicher Einflussfaktor
untersucht. Amler stellte fest, dass die Hartgewebsbildung in der frihen Heilungsphase
bei Patienten die junger als 20 Jahre alt waren deutlich schneller voran schritt als bei
Patienten mit einem Lebensalter von Uber 60 Jahren. Erst nach 4 - 6 Wochen war das
Heilungsmuster der jungen und alten Patienten wieder vergleichbar (Amler 1993).

Heberer et al. und Trombelli beobachteten die Differenzen in der Geschwindigkeit der



Diskussion 79

Hartgewebsbildung bei den einzelnen Patienten jedoch auch nach einem Zeitraum von
4 - 6 Wochen (Heberer et al. 2008, 2010, Trombelli et al. 2008). Somit mussen weitere
Faktoren Einfluss auf die Wundheilung innerhalb der Alveole haben.

Einige Studien bestatigen den negativen Effekt von Nikotin auf die Knochenheilung
(Rapuri et al. 2000, Saldanha et al. 2006). Saldanha beobachtete nach einer 6-
monatigen Heilungsperiode von humanen Extraktionsalveolen einen signifikant héheren
Dimensionsverlust des Alveolarkamms, sowie eine verzdgerte Wundheilung der
Alveolen bei Patienten die rauchten, als bei nicht rauchenden Patienten. Auch Jones et
al. zeigten in einer Studie mit 15 Patienten, dass 80 % der Patienten mit verzdgerter
Wundheilung Raucher waren (Jones & Triplett 1992).

Im Rahmen der hier vorliegenden Studie wurden nur gesunde, nicht rauchende
Patienten mit unauffalliger Anamnese ausgewahlt und Zahne mit parodontalen und
apikalen Auffalligkeiten aus den Untersuchungen dieser Studie ausgeschlossen. Die
beachtlichen Schwankungen der Knochenneuformationen in den evaluierten Alveolen
kann mit dieser Studie nicht geklart werden. Einflussfaktoren wie Nikotin, parodontal-
vorgeschadigte Zahne, aber auch Knochendefekte durch unsachgemale Extraktionen

konnen in dieser Studie ausgeschlossen werden.

Beim Vergleich der coronalen und apikalen Bereiche konnte ein Unterschied in der
Knochenneuformation unabhangig von augmentativen Malinahmen beobachtet werden.
Die histomorphometrische Analyse zeigte, dass die Formation an neuem Knochen im
apikalen Bereich zu 2/3 hdéher war als im coronalen Bereich. Auch andere Autoren
beschreiben in ihren Studien ein ahnliches Heilungsmuster (Amler 1969, Trombelli et al.
2008, Heberer et al. 2008, 2011). Amlers Studie zeichnet den zeitlichen Verlauf der
Geweberegeneration von Extraktionsalveolen auf und beschreibt nach 10 Tagen die
erste Osteoidbildung im apikalen und lateralen Bereich. Sie dokumentiert jedoch nicht
die Knochenneuformationsrate der einzelnen Bereiche in der Alveole und es werden
keine metrischen Angaben gemacht (Amler 1969). Histomorphometrische Analysen der
Teilbereiche innerhalb der Alveole existieren von Heberer et al. erst ab einem Zeitraum
von 6 Wochen post extractionem. Nach histologischer Begutachtung und
histomorphometrischer Vermessung dokumentierte Heberer et al. an humanen, mit Bio-
Oss Collagen augmentierten Alveolen, einen Anteil von 40 % an neugeformten
Knochen im apikalen Bereich, welcher doppelt so hoch war wie im coronalen Bereich

mit 20 % (Heberer et al. 2008). Diese Ergebnisse spiegelten sich auch wieder in einer
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Studie mit Extraktionsalveolen nach einer 12-wdchigen Heilungsperiode (Heberer et al.
2011). Hierbei wurden mit Bio-Oss Collagen augmentierte und nicht augmentierte
Alveolen histomorphometrisch miteinander verglichen. Unabhangig von der
Augmentation, war der Anteil an Knochen auch hier im apikalen Bereich mit 50 % hoher
als im coronalen Bereich (Heberer et al. 2011). Daraus lasst sich schlussfolgern, dass
die Formation von neuem Knochen aus dem apikalen Bereich der Extraktionsalveole
initiilert wird, wie es bereits in vorangegangenen humanen und tierexperimentellen
Studien belegt werden konnte (Ahn & Shin 2008, Heberer et al. 2008, Araujo & Lindhe
2005).

In dieser Studie heilten alle Alveolen ohne chirurgischen Wundverschluss. Der
marginale Verschluss der Alveole erfolgte lediglich durch die Uberwucherung des
lateralen Epithels. Die langsame, aber beginnende Knochenneuformation im coronalen
Bereich der hier entnommenen Biopsien, bestarken die Tatsache, dass das Periost
nicht an der Matrixbildung beteiligt ist und die Knochenformation von apikal induziert
wird. Diese Beobachtung stimmt mit Ergebnissen aus friheren Studien Uberein, welche
ebenfalls keinen chirurgischen Weichgewebsverschluss durchfihrten (Amler 1969,
Boyne 1966, Dies et al. 1996). Eine Aussage, ob die Formation des Knochens auch von
lateral angeregt wird, kann mit dieser Studie nicht getatigt werden. Die Biopsien
demonstrieren einen Teilbereich der heilenden Extraktionsalveole und erlauben somit
nur eine Einschatzung uber den coronalen und apikalen Bereich. Veroffentlichte
Studien diskutierten jedoch, ob das periodontale Ligament fur die kndchernde
Regeneration verantwortlich gemacht werden kann. Sie vermuten, dass die
Fibroblasten im verbleibenden peridontalen Ligament die Knochenbildung beeinflusst
(Todo 1968, Devlin & Sloan 2002). Da in dieser Studie jedoch alle Alveolen grundlich
kiUrettiert und das peridontale Ligament damit vollstandig entfernt wurde, kann diese
Vermutung ausgeschlossen werden und steht im Einklang mit anderen humanen
Studien (Heberer et al. 2008, 2011, 2012, Trombelli et al. 2008).

Ein weiterer Fokus dieser Studie war der Vergleich von Bio-Oss Collagen
augmentierten Alveolen mit nicht augmentierten Alveolen. Studien zufolge ist Bio-Oss
ein osteokonduktives und biokompatibles Knochenersatzmaterial, welches ein
passendes Gerust zum Anbau von neuem Knochen bietet (Hislop et al. 1993, Jensen et
al. 1996). Die Partikel des xenogenem Knochenersatzmaterials werden langsam in den

umgebenden Knochen eingebaut und mit der Zeit in den physiologischen



Diskussion 81

Remodellierungsprozess involviert (Traini et al. 2008, Berglundh & Lindhe 1997, Araujo
et al. 2010). Die frihe initiale Wundheilung von geflllten Alveolen wurde bis dato jedoch
nur in tierexperimentellen Untersuchungen evaluiert (Araujo et al. 2009, 2010). Humane
Studien untersuchten die augmentierte Alveole erst zu einem spateren Zeitpunkt ab 6
Wochen (Scheyer et al. 2012, Heberer et al. 2008). So evaluierte Scheyer et al. in einer
aktuellen Studie Extraktionsalveolen, welche mit einem allogenem Material augmentiert
wurden. Er demonstrierte nach 6 Wochen Bereiche von Geflechtknochen, ohne jedoch
quantitative Angaben zu machen (Scheyer et al. 2012). Die Bildung von neuem
Knochen entlang von Bio Oss-Partikeln konnte auch in friheren Studien beobachtetet
werden (Heberer et al. 2008, Araujo et al. 2009, Carmagnola et al. 2003). Die
histologischen Bilder der vorliegenden Studie bestatigen das osteokonduktive Verhalten
der Bio Oss-Partikel. Nach einer 4-wochigen Heilungungsperiode zeigten sich die Bio-
Oss Partikel umgeben von provisorischer Matrix und entlang ihrer Oberflache war die
Apposition von neuem Knochen zu erkennen. Histomorphometrisch stellte sich eine
durchschnittliche Knochenneuformationsrate von 11 % dar.

Tierstudien zeigten, dass Bio-Oss augmentiert in eine frische Extraktionsalveole, eine
hemmende Wirkung auf den Modelling- und Remodellierungsprozess hat (Araujo et al.
2008, Jensen et al. 2006). Im frGhen Stadium der alveolaren Wundheilung beobachtete
Araujo, in einer tierexperimentellen Studie, eine verzogerte Knochenheilung. Araujo
mutmaldte eine Beeintrachtigung auf die Hartgewebsdisposition durch mehrkernige
Riesenzellen. Er vermutete eine korpereigene Abwehrreaktion mit entziundlichen
Prozessen auf das Bio-Oss als Fremdkorpermaterial (Araujo et al. 2009). Die
Ergebnisse in dieser Studie kdnnen eine Beeinflussung durch Bio-Oss Collagen auf die
frihe Wundheilung nicht bestatigen. In keiner der Biopsien wurden mehrkernige
Riesenzellen gefunden. Die histomorphometrischen Untersuchungen in dieser Studie
lassen keinen signifikanten Unterschied zwischen den augmentierten (11 %) und nicht
augmentierten (9 %) Alveolen erkennen. Es Iasst sich somit schlussfolgern, dass die
Augmentation humaner Extraktionsalveolen mit Bio-Oss Collagen, nach einer 4-
wochigen Heilungsperiode keinen Einfluss auf das prozentuale Knochenvolumen hat.
Die Anwesenheit von mehrkernigen Riesenzellen entlang von Bio-Oss Material wurde
bereits in friheren Studien beschrieben (Piattelli et al. 1999, Merkx 2000, Jensen et al.
2006) und unterschiedlich diskutiert. Wahrend einige Autoren mehrkernige Riesenzellen
fur die allmahliche Elimination und Resorption von Knochenersatzmaterial
verantwortlich machen (Berglundh & Lindhe 1997; Cardaropoli et al. 2005), beschreibt
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Jensen zwar die Anwesenheit von mehrkernigen Riesenzellen entlang der Oberflache
von Bio-Oss, weildt aber keine quantitative Reduktion der Partikel nach (Jensen et al.
2006).

8.2. Immunhistologische Untersuchungen

Nach histomorphometrischer Analyse der Knochenneuformation, lag ein weiteres
Hauptaugenmerk in der hier vorliegenden Studie auf der Bestimmung des osteogenen
Potentials der provisorischen Matrix. Hierzu wurden 3 spezifische Proteine heran
gezogen, welche als Marker fur die osteoblastare Differenzierungskaskade genutzt
werden (Jeon et al. 2003, Bielby et al. 2007). Der Unterschied zwischen diesen
Proteinen liegt im Zeitpunkt ihrer Expression wahrend der Differenzierung von
Osteoblasten (Komori & Kishimoto 1998).

Die Expression des Transkriptionsfaktor Cbfa1 erfolgt zu einem frihen Zeitpunkt der
Osteoblastendifferenzierung und wird von jedem zukunftigen Osteoblasten, unabhangig
von seinem Reifestadium und seinem embryionalen Ursprung expressiert (Ducy 2000,
Karsenty 2000). Die provisorische Matrix der in dieser Studie entnommenen
Gewebeproben, zeigte einen Anteil von 56 % Cbfa1 - positiv expressierenden Zellen.
Mit dieser Beobachtung kann angenommen werden, dass mehr als die Halfte der Zellen
in der provisorischen Matrix nach einer 4-wochigen Heilungsperiode ein
osteogenetisches Potential haben. Dieses Ergebnis zeigte sich unabhangig von der
Augmentation der Alveolen und der Lokalisation der Zellen im coronalen oder apikalen
Bereich. Ubereinstimmende Daten ergaben sich auch bei der quantitativen Analyse von
humanen Extraktionsalveolen nach einer 6-wochigen Heilungsperiode von Heberer et
al.. Auch hier waren 2/3 der Zellen immunreaktiv fir Cbfa1 (Heberer et al. 2011). Neben
dem Einfluss auf die osteoblastare Reifung, ist das Protein jedoch auch essentiell fur
die Differenzierung hypertropher Chondrozyten (Franceschi et al. 2007).

Da die Formation von Knochen bei der Heilung sowohl durch
desmale/intramembrandse Ossifikation als auch durch enchondrale Ossifikation
erfolgen kann (Nakata et al. 2002), stellt sich hierbei die Frage, ob es sich bei den
Cbfa1 - positiven Zellen um Zellen osteoblastaren Ursprungs handelt. In einer Studie
von Kanyama wurde an einem Rattenmodell die Knochenheilung nach Extraktion der
oberen rechten Molaren untersucht. Nach immunhistochemischen Analysen dominierte

eine starke Migration und Proliferation von osteogenetischen und angiogenetischen
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Zellen in der Alveole. Eine Differenzierung von Chondrozyten aus den mesenchymalen
Stammzellen wie bei der enchondralen Verkndcherung war jedoch nicht zu beobachten.
Diese Beobachtung lieR Kanyama schlussfolgern, dass die enchondrale Ossifikation
nicht an der Wundheilung im Alveolarknochen beteiligt ist (Kanyama et al. 2003). Auch
die Untersuchungen von Chao & Inoue bestatigen, dass es bei der Heilung des
Alveolarknochens ausschlief3lich zu einer intramembrandsen Ossifikation kommt (Chao
& Inoue 2003). Cbfa1 kann somit als Indikator fur das osteogenetische Potential der
Zellen in der heilenden Extraktionsalveole benutzt werden, gibt jedoch keine Auskunft
uber den Reifegrad des sich bildenden Knochens.

Mit der Differenzierung zu reifen Osteoprogenitorzellen kommt es in der
osteogenetischen Zelllinie zur Expression des nicht-kollagenen Proteins Osteonectin
(Komori & Kishimoto 1998). Die immunhistologischen Ergebnisse zeigten 45 %
Osteonectin-postive Zellen verteilt im gesamten Bereich der provisorischen Matrix. Es
lasst sich suggerieren, dass fast die Halfte der Zellen reife Osteoprogenitorzellen sind,
wobei die Reifung von apikal nach coronal voran schreitet. Die Expression von
Osteonectin wurde aber auch bei Fibroblasten beobachtet, Zellen welche sich ebenfalls
aus den mesenchymalen Stammzellen ableiten, und auch bei Megakaryoblasten und
Blutplattchen, welche sich aus den hamatopoetischen Stammzellen differenzieren
(Valenti et al. 2008). Aus diesem Grund ist die Bestimmung des osteogenetischen
Potentials in der provisorischen Matrix begrenzt und die immunhistologische
Untersuchung mit Osteonectin in  Kombination mit anderen osteoblastischen
Transkriptionsfaktoren oder Proteinen unerlasslich.

Ein weiteres Protein, welches zur Untersuchung des osteogenetischen Potentials der
heranreifenden Zellen herangezogen wurde, ist das Osteocalcin. Osteocalcin gilt als
hochspezifischer Marker, welcher wahrend der Knochenneuformation gebildet wird
(Hauschka et al. 1989). Die Expression des Proteins erfolgt zu einem spaten Zeitpunkt
durch aktive Osteoblasten, mit Beginn der Mineralisierung der extrazellularen Matrix
(Hauschka et al. 1989, Lian et al. 1998).

Innerhalb dieser Studie prasentierte die provisorische Matrix nach 4 Wochen alle
Reifegrade der osteogenetischen Linie, wobei bereits 1/5 der Zellen immunreaktiv fur
aktive Osteoblasten mit einem héheren Wert im apikalen Bereich waren. Auch Trombelli
et al. untersuchte die Anwesenheit von Knochenzellen mit Hilfe von BMP-7 und
Osteocalcin (Trombelli et al. 2008). BMP-1, auch bekannt als Osteogenic Protein-1,

wird von osteogenetischen Zellen expressiert und gilt ebenfalls als Marker von
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Osteoblasten (Iltho et al. 2001). Trombelli beschreibt eine hohe Zelldichte von
Osteocalcin und BMP-7 positiven Zellen entlang der Oberflache von neugeformten
Geflechtknochen. Diese Aussage deckt sich mit den Beobachtungen in dieser Studie.
Trombelli beschreibt jedoch nur die Oberflache des neugeformten Knochens, welche
die aktive Zone der Knochenneuformation darstellt, gibt aber keinerlei Information Uber
das osteogenetische Potential der Zellen innerhalb der verbleibenden provisorischen
Matrix.

Zieht man zum Vergleich Studien von Heberer et al. heran, welche das osteogenetische
Potential zu einem spateren Zeitpunkt von 6 und 12 Wochen immunhistologisch
untersuchten, wird deutlich, dass die Anzahl an aktiven Osteoblasten (6 Wochen: 11,8
%, 12 Wochen: 9,4 %) mit fortschreitender Heilung abnimmt (Heberer et al. 2012,
Nahles et al. 2013). In den Ergebnissen der vorliegenden Studie wird eine Korrelation
der Knochenneuformationrate mit Osteocalcin — positiv expressierenden Zellen deutlich.
Je mehr Knochenneuformation in den einzelnen Proben zu erkennen war, desto
geringer wurde die Anzahl an Osteocalcin — positiv expressierenden Zellen, also an
aktiven Osteoblasten. Osteoblasten gehen vermutlich in einen inaktiven Zustand Uber
und werden zu sogenannten Bone-Lining-Cells. Dabei spielen sie eine entscheidende
Rolle beim Remodelling-Prozess des Knochens und prasentieren eine Ansammlung
von Zellen, welche befahigt sind auf osteoinduktive Signale zu reagieren (Hauge et al.
2001, Eriksen 2010). Aus diesem Vergleich lasst sich schlielen, dass die initiale
Knochenneuformation, welche in unterschiedlichen humanen Studien beschrieben wird
(Amler 1969, Boyne 1966, Heberer et al. 2008), ihren Hohepunkt an aktiven
Osteoblasten in der frihen Phase der Heilung von 4 Wochen nach Extraktion erreicht
hat.

Die Proben dieser Studie zeigten, dass sich Osteocalcin-positive Zellen verteilt in der
gesamten provisorischen Matrix befinden, jedoch auch mit einer besonders hohen
Dichte im Bereich von vaskularen Strukturen, welche in allen Proben histologisch zu
erkennen waren. Neben der Expression von Osteocalcin durch reife Osteoblasten
beschreibt Watson in seiner Untersuchung von kalzifizierenden vaskularen Zellen in
Bezug auf die Arteriosklerose, auch die Synthese von Osteocalcin durch glatte
Muskelzellen in Gefallen (Watson et al. 1994). Schaut man sich jedoch den
charakteristischen Aufbau von Gefalden an, fehlt den Kapillaren die, im Gegensatz zum
arteriellen- und vendsen System, vorhandene Muskelschicht aus glatten Muskelzellen

(Wheater et al.1987). Daraus lasst sich fur diese Studie schlussfolgern, dass es sich bei
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den Osteocalcin-positiv expressierenden Zellen entlang der Kapillaren um Osteoblasten
handelt.

Verschiedene Publikationen verdeutlichen den Zusammenhang zwischen Angiogenese
und Knochenneuformation (Trueta 1963, Saur et al. 1978, Lienau et al. 2009, Goétz et al.
2012). Demnach geht die Angiogenese, der Osteogenese voraus und stellt die
Grundlage fur die nachfolgende Knochenneubildung dar (Kleinheinz et al. 2002, Saur et
al. 1978). Einsprie3ende Kapillare sind verantwortlich fir den Transport von Zellen und
Nahrstoffen, welche die Bildung von neuem Knochen beeinflussen (Hankenson et al.
2011). Die Untersuchung des angiogenen Potentials in dieser Studie lasst eine
Korrelation des angiogenen Potentials mit dem osteogenen Potential erkennen. Das
Bild der Expression fur CD 31 - positive Zellen zeigte nach 4 Wochen insgesamt eine
malig starke Expression. Vergleichend mit den Ergebnissen der osteoblastaren Marker
war auch bei den endothelialen Zellen ein signifikant hoherer Wert im apikalen als im
coronalen Bereich zu beobachten. Ahnliche Ergebnisse bestatigen sich in der Studie
von Nahles et al. Uber einen zeitlichen Verlauf von 4 bis 12 Wochen. Bei der Reifung
von Osteoblasten, welche ihren Hohepunkt in der frihen Heilungsphase von 4 Wochen
erreicht haben, zeigt CD 31 ebenfalls ein hoheres Level an CD 31 positiven Zellen nach
4 Wochen als nach 12 Wochen (Nahles et al. 2013).

Die Aufmerksamkeit der immunhistologischen Auswertung, richtete sich ebenfalls auf
den Vergleich der augmentierten und nicht augmentierten Alveolen. Bisher existieren
nur wenige Studien, die den Einfluss von Bio-Oss Collagen auf das osteogene und
angiogene Potential wahrend der Alveolenheilung untersuchten.

In einer Studie von Carinci und seinen Mitarbeitern wurde der genetische Effekt von
Bio-Oss auf osteogenetische Zellen in vitro mit Hilfe von molekularbiologischen
Untersuchungssystemen untersucht und demonstriert, dass Bio-Oss transkriptionelle
Aktivitaten beeinflusst. Dieses Ergebnis konnte eine Erklarung, auf die biologische
Affinitdt von Bio-Oss zu osteogenetischen Zellen und die Fahigkeit osteoblastische
Differenzierung zu stimulieren, sein (Carinci et al. 2006). Ahnliche Ergebnisse zeigte die
Untersuchung an einem Rattenmodell von Tapety et al. (Tapety et al. 2004). Um die
Antwort von Knochenzellen auf ein deproteinisiertes bovines Knochenmaterial (Bio-
Oss) zu untersuchen, wurden mit Hilfe von alkalischer Phosphatase, Osteocalcin und
EDI, eine immunhistochemische Analyse durchgefuihrt. Diese zeigte ALPase-positive
Osteoblasten auf der Oberflache der Bio-Oss Partikel, sowie Anteile an neu gebildetem

Knochen, immunreaktiv fur Osteocalcin, entlang der Partikel (Tapety et al. 2004). In der
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immunhistologischen Auswertung der hier prasentierten Studie, stellte sich ebenfalls ein
enger Kontakt zwischen den Knochenzellen und der Oberflache der Bio-Oss Partikel
dar. Es zeigte sich eine hohe Anzahl an Cbfa1- und Osteonectin- positiven Zellen
entlang der Oberflache. Ein Einfluss des Augmentationsmaterials auf die Anzahl und
Zusammensetzung der osteogenen Zellen, konnte nicht festgestellt werden. Beim
Vergleich der Gewebeproben zwischen den augmentierten und nicht augmentierten
Alveolen wurden keine signifikanten Unterschiede der immunreaktiven Zellen fur Cbfa1,
Osteonectin und Osteocalcin gefunden. Vergleichbare Beobachtungen konnten in einer
Studie mit Bio-Oss Collagen augmentierten und nicht augmentierten Alveolen nach
einer 6 - wochigen Heilungsperiode dokumentiert werden (Heberer et al. 2011).

In Bezug auf den Einfluss von Knochenersatzmaterialien auf die Angiogenese
demonstrierten veroffentlichte Studien, dass Tragermaterialien zur Kultivierung von
korpereigenen Zellen im Zuge des Bone Tissue Engineering, die Neovaskularisierung
fordern. Es wird eine mechanische Unterstlitzung der Zellen wahrend der Regeneration
geliefert, ohne diese negativ zu beeinflussen (Fuchs et al. 2009, Xing et al. 2010). Die
immunhistochemische Farbintensitat in der vorliegenden Untersuchung lag bei den
ungefullten Alveolen bei einem Score von 6 und bei den augmentierten Alveolen im
Durchschnitt bei einem Score von 5. Somit stellte sich bei beiden Proben eine malig
starke Expression dar und zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen den
augmentierten und nicht augmentierten Alveolen. Demzufolge ist davon auszugehen,
dass eine Augmentation mit Bio-Oss Collagen keinen hemmenden Effekt auf das
angiogene Potential hat und somit keinen Einfluss auf die Angiogenese wahrend der

frGhen Heilungsperiode.

8.3. Schlussfolgerung

In der frihen Phase der Heilung von Extraktionsalveolen ist die Bildung von
neugeformten Knochen in unterschiedlichen Reifegraden zu erkennen, wobei sich
groRe individuelle Variationen in den Gewebeproben darstellen. Unabhangig von
AugmentationsmalRnahmen wird die Knochenreifung von apikal initiiert und schreitet
nach coronal voran.

Die immunhistochemische Analyse verdeutlichte innerhalb der provisorischen Matrix ein
hohes osteogenes und angiogenes Potential. Bereits 1/5 der aktiven Zellen waren zu

aktiven Osteoblasten gereift. Bio-Oss Collagen als Augmentationsmaterial, zeigte zum
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Zeitpunkt von 4 Wochen post extractionem keinerlei Einfluss auf die Wundheilung. Es
waren keine Anzeichen von Entzindungen zu erkennen und es wirkte sich weder auf
die Knochenneuformation noch auf das osteogene Potential negativ aus.

Aus diesen Ergebnissen lasst sich Schlussfolgern, dass eine Implantation zum frihen
Zeitpunkt von 4 Wochen bereits mdglich ist und dass das noch vorhandene
Weichgewebe, aufgrund seines hohen osteogenen Potential, im Zuge einer
Implantation nicht entfernt werden sollte. Zur Evaluation von mdglichen
Einfluparametern auf die interindividuellen Varianzen der Knochenneuformationsraten
und dem osteogenen Potential in der Heilung von Extraktionsalveolen, sind

weiterfUhrende Studien mit hoheren Patientenzahlen sinnvoll und anzustreben.
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