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Zusammenfassung

Der Einsatz von Membranen erfolgt in der oralen Chirurgie zur selektiven Deckung von
Knochendefekten. In der vorliegenden Arbeit wird die Anwendung einer quervernetzten,
resorbierbaren Prototyp-Kollagenmembran im Hinblick auf die Knochenneuformations-
rate nach Augmentation mit avaskularem Beckenkammtransplantat am Gottinger
Minischwein untersucht. Fur diese Studie wurde sechs Schweinen ein Knochenblock
des Alveolarkamms aus jedem der vier Quadranten entfernt. Zwei Monate nach der
Defektsetzung erfolgte eine Augmentation mit einem Transplantat aus dem porcinen
Beckenkamm, das mit zwei Osseosyntheseschrauben fixiert wurde. Anhand einer
Randomisierungsliste erfolgte zur Abdeckung der augmentierten Knochenbldcke die
selektive Verwendung der Prototyp-Kollagenmembran (Bio-Gide-Pro®) oder die reine
Periostabdeckung. Nach der Augmentation wurde nach vollendeten 2, 5 und 8 Wochen
eine polyfluorochrome Sequenzmarkierung der Knochenneuformation durchgefihrt.
Zwolf Wochen post augmentationem, die unter geschlossener, unbelasteter Einheilung
erfolgte, wurden die Tiere geopfert und die Praparate enthommen. AnschlieRend
wurden die Biopsien histologisch aufbereitet und ausgewertet. Dabei sollte die
Knochenneubildungsrate (KNR) bei den beiden verschiedenen Abdeckungen
fluoreszenzmikroskopisch unter Verwendung spezieller Filter nach bestimmten
Zeitintervallen (3. - 5. Woche = t1, 6. - 8. Woche = t2, 3. - 8. Woche = t3) evaluiert und
verglichen werden. Weiterhin wurde die Resorptionstendenz der Transplantate nach 12
Wochen unter der Verwendung der Membran oder der reinen Periostabdeckung
bestimmt. Die Ergebnisse zeigten eine durchschnittliche KNR bei der Verwendung der
Kollagenmembran im Zeitraum t1 von 47,74 ym und im Zeitraum t2 von 32,29 uym. Bei
der reinen Periostabdeckung ergab sich eine durchschnittiche KNR bei t1 von 45,47
pym und bei t2 von 29,14 ym. Die statistische Analyse zeigte keinen signifikanten
Unterschied hinsichtlich der Lokalisation (Oberkiefer/Unterkiefer) und der
Abdeckmethode. Die KNR pro Tag nahm vom ersten (11) zum zweiten (t2)
Untersuchungszeitraum ab. Hinsichtlich der Resorptionstendenz zeigte sich eine
durchschnittliche Resorption des Augmentates von 85,2% ohne signifikanten Einfluss
der Lokalisation und Verwendung von Membran oder Periostabdeckung. Gleichzeitig
trat eine Dehiszenzhaufigkeit von 54,6% (6 von 11 Praparaten) auf, davon bei 66,6%
unter Membranverwendung und bei 33,3% unter reiner Periostabdeckung. KNR und

Resorptionsrate  wurden durch die Membran nicht beeinflusst, aber die



Dehiszenzhaufigkeit. Zusammenfassend ist zu sagen, die in dieser Studie verwendete
Membran zeigte keinen direkten Vorteil hinsichtlich der Knochenneuformationsrate im
Vergleich zur reinen Periostabdeckung, sowie eine sehr hohe Dehiszenzhaufigkeit mit
damit verbundenen ausgepragten Resorptionstendenzen. Aufgrund der Ergebnisse
dieses Pilotversuches wurden keine weiteren tierexperimentellen oder humanen
Studien mit der verwendeten quervernetzten Kollagenmembran (Bio-Gide-Pro®)
durchgefuhrt.



Summary

Membranes are used in oral surgery for selective defect coverage. This study
investigated the application of a cross-linked, bioresorbable prototype-collagen
membrane considering the bone formation, following alveolar ridge augmentation with
autogenous iliac bone grafts in Goéttingen minipigs. For this study, an osseous block of
the alveolar crest from each of the four quadrants was removed in six Goéttingen
minipigs. Two months after creating the defect, an augmentation procedure was
performed with a transplant from the porcine iliac bone crest, which was fixed with two
microscrews. Based on a randomization list, either the prototype Bio-Gide-Pro® collagen
membrane or perios coverage was applied to cover the block augmentation. Two, five
and eight weeks after the augmentation, a polyfluorochrome sequence labelling of the
new bone formation was performed. Twelve weeks after the augmentation procedure
the animals were sacrificed and the biopsies removed. Subsequently, the biopsies were
prepared histologically and evaluated. The bone formation rate (BFR) in the two
different cover methods was to be evaluated and compared applying a fluorescence-
microscope using special filters for specific time intervals (3 - 5" week = t1,
6™ - 8" week = t2, 3" - 8" week = t3 ). Furthermore, the resorption rate of the grafts was
determined after 12 weeks, either covered with a bioresorbable membrane or
periosteum. The results showed an average BFR under the collagen membrane of
47.74 um in the period t1 and of 32.29 uym in the period t2. Applying the periosteum-
coverage, a BFR of 45.47 ym resulted at t1, and of 29.14 uym at t2. The statistical
analysis showed that there was no significant difference, neither in location (maxilla /
mandible) nor method of coverage. The BFR per day decreased from the first (t1) to the
second (t2) period of investigation. Regarding the resorption rate, there was an mean
resorption rate of the graft of 85.2% without a significant influence of the localisation and
use of membrane or periosteum. At the same time, a dehiscence rate of 54.6%
(6 of 11 preparations) occurred, of which 66.6% was recorded among membrane cases
and 33.3% with periosteum. The BFR and resorption were not influenced by the
membrane, but by the rate of dehiscences. In conclusion, the membrane used in this
study did not show an advantage in terms of BFR compared to periosteum, and there
was a very high dehiscence rate associated with pronounced resorption. Based on the
results within this study, no other animal or human studies were carried out that used

cross-linked collagen membrane (Bio-Gide-Pro®).






1. Einleitung

Bei kraniofazialen Knochendefekten, die entzindlicher, tumordser, traumatischer und
atrophischer Herkunft sein konnen, besteht die Notwendigkeit der Behandlung, um die
ursprungliche physiologische Kaufunktion wiederherstellen zu koénnen. Gleichzeitig
spielen auch weitere funktionelle und asthetische Grinde eine entscheidende Rolle.
(Reuther und Kubler 1999) Gerade im Hinblick auf die prothetische Wiederherstellung
der Defektbereiche ist eine knocherne Rekonstruktion des Alveolarkamms in
horizontaler und vertikaler Dimension von entscheidender Bedeutung. (Wiltfang und
Gellrich 2003, Wurzler et al. 2004, Zitzmann 2004) Die Therapiemdglichkeiten reichen
von membrangestutzter Knochenregeneration bis zur Verwendung grof3volumiger
Knochenrekonstruktionen. (Weibrich et al. 1999) Die gesteuerte Knochenregeneration
(GBR - guided bone regeneration) ist ein Verfahren, bei dem durch den Einsatz von
Membranen die eigene Regenerationsfahigkeit des Knochens ausgenutzt wird. Durch
die Abdeckung des Defektes mit Membranen wird dabei das Einwachsen von schnell
proliferierenden Bindegewebszellen verhindert. (Hardwick et al. 1994) Mittlerweile zahlt
die gesteuerte Knochenregeneration zu den Standardverfahren in der Parodontologie
und Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie. Barrieremembranen verschiedener Arten
stehen fur die Umsetzung des GBR-Verfahrens zur Verfugung (resorbierbare und nicht
resorbierbare Membranen, Titanfolien, etc.). (Hammerle und Lang 2001) Resorbierbare
Membranen haben den Vorteil, dass ein Zweiteingriff entfallt. Ist ein Kieferknochen-
defekt zu grof3, so dass der Korper selbst zur Regeneration nicht fahig ist (critical size
defect), muss nach einer geeigneten Therapie gesucht werden, um den fehlenden
Knochen wieder aufzubauen. (von Garrel und Gotzen 1998) In Abhangigkeit der Grolde
stehen dabei verschiedene Moglichkeiten zur Verfugung. Neben den xenogenen,
allogenen und alloplastischen Knochenersatzmaterialien ist der autologe Knochen nach
wie vor als ,Goldstandard® zur Deckung kraniofazialer Defekte aufgrund seiner
osteogenen, osteokonduktiven und osteoinduktiven Eigenschaft zu sehen. (Stutzle et al.
1998, Bauer und Muschler 2000, Artzi et al. 2004, Zijderveld et al. 2005, Nelson et al.
2006, Fickl et al. 2008, Mertens et al. 2012) Entnahmemadglichkeiten des autologen
Knochens sind je nach bendtigtem Volumen zum einen der intraorale Bereich mit
Spenderarealen der Tuber-, Kinn- und Retromolarregion (Kubler et al. 1998) und zum
anderen der extraorale Bereich (lleum, Fibula, Tibia, Costae und Scapula). (Kneser et

al. 2006) Aufgrund der immunologischen Gleichheit zwischen Empfanger und Spender

10



ist autologer Knochen in Bezug auf die Infektionsgefahr ausgehend vom Transplantat
unbedenklich. Nachteilig ist die begrenzte Verfugbarkeit des autologen Knochens und
die Resorptionstendenz des Materials bei fehlender Belastung. (Capelli 2003, Soost et
al. 2001) In der Literatur werden die Moglichkeiten der Membranabdeckung diskutiert,
um etwaige Resorptionstendenzen beeinflussen zu kdnnen. Durch die Verwendung von
Membranen verspricht man sich dabei den Erhalt des Knochenvolumens autologer
Transplantate. (Camargo und Lekovic 2000, Taguchi et al. 2005) Um die
Aufrechterhaltung der Barrierfunktion der Membranen gewahrleisten zu kdnnen, sind an
diese verschiedene Anforderungen wie eine ausreichende Standzeit, biologische
Vertraglichkeit, gute Platzierbarkeit und dem mechanischen Schutz des kndchernen
Defekts geknupft. (Ling et al. 2003, Verardi und Simion 2007)

In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb die Anwendung eines Prototyps einer
experimentell chemisch quervernetzten, resorbierbaren Kollagenmembran im Rahmen
einer praklinischen Prufung am Tiermodell nach Beckenkammaugmentation untersucht.
Zunachst werden aber die anatomischen Grundlagen, die gangigen
Augmentationsmaterialien und -verfahren sowie die verschiedenen Membranarten und

ihre Verwendung beschrieben.
1.1. Aufbau des Knochengewebes

Knochengewebe ist ein spezialisiertes Bindegewebe, das einen Teil des
Bewegungsapparats bildet und einen wichtigen Bestandteil der Stutzfunktion
ubernimmt. Wegen seines trajektoriellen Systems von Kollagenfibrillen zeichnet sich

Knochengewebe durch maRige Elastizitat und Zugfestigkeit aus. (Kugler et al. 2001)

Die aullere Oberflache des Knochens bedeckt das gefall- und nervenfaserreiche
Periost. Makroskopisch lassen sich kompakte und spongidse Anteile unterscheiden. Die
Kompakta (Substantia corticalis) ist die aul’ere Schicht eines Knochens, die fur die
Stutzfunktion verantwortlich ist und aus konzentrisch angeordneten Lamellen besteht.
Zur Versorgung des Knochens mit Nahrstoffen und Sauerstoff dient ein eigenes
Gefallsystem, das die Lamellen (Osteone) durchsetzt. Das Osteon ist konzentrisch um
ein zentrales Gefall, dem Haversschen Kanal angeordnet. (Welsch 2003) Die
Blutversorgung und Reizleitung der Osteone untereinander erfolgt Uber seitliche
Volkmannkanédle (Hees und Sinowatz 2000, Liebich 2004), wie Abbildung 1
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schematisch zeigt. Die Kortikalis geht direkt in die Spongiosa uber, deren Trabekel sich
parallel zur grofdten Druck- und Biegebeanspruchung ausrichten. (Welsch 2003) Der
Hohlraum zwischen der Substantia spongiosa bildet die Markraume (Cavum medullare),
die Ort der Blutbildung sind. Die Innenseite des Knochens wird von platten Zellen mit

osteogener Funktion, dem Endost, ausgekleidet. (Katagiri und Takahashi 2002)

Abbildung 1: Schematischer Aufbau des Lamellenknochens (Brockhaus scolaris intensiv
lernen Biologie, Hrsg. Uwe Deppe, 2013)

Kollagenfasern

Molekularbiologisch lassen sich im Knochengewebe eine anorganische von einer
organischen Substanz unterscheiden. Die Knochenbestandteile sind zu 70%
anorganischen und zu 20% organischen Ursprungs, auf3erdem ist im Knochen 10%
Wasser als intraossare Flussigkeit enthalten. (Welsch 2003) Der anorganische Anteil
der Knochenmatrix setzt sich Uberwiegend aus kristallinem Hydroxylapatit ( ~ 89%),
Carbonaten ( ~ 6%) und Nitraten ( ~ 5%) zusammen, auch Phosphate und Fluoride
liegen in geringen Mengen vor. (Welsch 2003, Bonjour 2011) Die Apatitbildung lauft
uber amorphes - (ACP - amorphous calcium phosphate) und octa - Hydroxylapatit (OCP
- octacalcium phosphate), die bei der Osteogenese leichter prazipieren. Das
Hydroxylapatit stellt eine Austauschoberflache flr andere Stoffe dar, z.B. bildet es einen
schwerl6slichen Chelatkomplex mit Tetracyclin. Diese Eigenschaft macht man sich in
der Fluoreszenzmikroskopie zunutze. (Marx und Garg 1998, Murshed et al. 2005) Der

organische Anteil wird zu 95% vom Kollagen Typ | gebildet, die restlichen 5% machen
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Proteoglycane und andere nicht-kollagene Proteine aus, wie Osteonectin, Osteopontin
und Osteocalcin. (Boskey und Posner 1984) Zusatzlich zur organischen Matrix finden
sich im organischen Anteil die Knochenzellen. Diese sind Osteoblasten ( ~ 15%),
Osteozyten ( ~ 85%), Osteoklasten ( ~ 0,5%) und Knochenbelegzellen ( ~ 0,1%).
Osteoblasten sind differenzierte postproliferativ aktive Zellen mesenchymalen
Ursprungs an der Knochenoberflache von Wachstums- und Anbauzonen. Sie
produzieren das Osteoid und fuhren zur Mineralisierung des Knochens mittels BAP
(bone alkaline phosphatase). Aul3erdem enthalten sie die BMP’s (bone morphogenetic
proteins). Diese nehmen Einfluss auf die Osteoinduktion und besitzen die Fahigkeit die
Knochendifferenzierung zu stimulieren. (Urist 1965) Sie regulieren demzufolge
Knochenumbau (Resorption), -heilung und dessen Bildung. (Lind 1996, Marx und Grag
1998, Henriksen et al. 2009) Osteozyten sind in die Knochenmatrix eingemauerte reife
Knochenzellen und liegen abgeflacht in Lakunen lamelldren Knochens. Sie regulieren
den Metabolismus und die Ernahrung des Knochens mittels aerober Glykolyse und sind
am Hydroxylapatitaustausch mit dem Blutplasma beteiligt. (Liebich 2004) Sie nehmen
Einfluss auf den Phosphatstoffwechsel und besitzen lange dendritische Zellauslaufer
mit Mechanorezeptoren, die innerhalb eines Osteons ein Synzytium bilden und Uber
gap junctions eine interzellulare SignalUbertragung ermdglichen. (Bonewald 2011)
Osteoklasten sind groRe mehrkernige Zellen des monozytaren Phagozytensystems,
deren Bildung durch Ostrogen und Calcitonin gehemmt und durch Parathormon aktiviert
wird. (Garg 2006) Reguliert wird dieser Vorgang durch den intrazellularen
Calciumspiegel. Die Zellen bauen die kalzifizierte Knochenmatrix unter Phagozytose
und TRAP (tatrat-resistant acid phosphatase) ab und es bildet sich durch Resorption
von Knochen innerhalb von 1-2 Wochen eine Erosionslakune (Howshipsche Lakune).
(Marks 1983) Die wellige Zelloberflache (ruffled border) ist Ort der Resorption, die helle
Zone (clear zone) dient der Bindung der Osteoklasten an den Knochen. (Watanabe et
al. 1995) Knochenbelegzellen (lining cells) sind flache Zellstrukturen, sie liegen einem
schmalen Band nicht mineralisierter Filamente und Kollagenfasern auf. Sie stehen Uber
gap junctions mit Osteozyten und Osteoblasten in Verbindung. (Miller und Jee 1987)
Dadurch sind sie an Umbauvorgangen nach mechanischer Belastung beteiligt. Sie
bilden eine Membran auf der Knochenoberflache, die die intraossare Flussigkeit (bone
fluid) von der Flussigkeit im Interstitium des Knochenmarks trennt. (Canas et al. 1969)
Ihnen wird auch die Fahigkeit zur Regulation des Mineralstoffwechsels und der

Hamatopoese zugesprochen. (Calvi et al. 2003)
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1.2. Osteogenese

Ossifikation ist der Vorgang der Bildung von Knochengewebe, der immer gleich verlauft:
Osteoblasten produzieren das Osteoid, das mineralisiert wird. Man unterscheidet
grundsatzlich die primare von der sekundaren Ossifikation. Die erstmalige Bildung von
Knochen wird als primare Ossifikation gesehen, es entsteht Geflechtknochen. Die
sekundare Ossifikation beschreibt die Umwandlung des Geflechtknochens in
Lamellenknochen. (Noble und Reeve 2000, Liebich 2004)

Die Osteogenese beschreibt die individuelle Entstehung von Knochen innerhalb der
Embryogenese, diese kann auf zwei Arten erfolgen: desmal (direkt) und chondral
(indirekt). Zwei Formen der chondralen Ossifikation sind zu unterscheiden: die peri- und

die enchondrale Ossifikation.

* desmale Ossifikation
Durch Anlagerung von Apatit an ein Osteoid entsteht aus embryonalem Bindegewebe
Geflechtknochen. Mesenchymzellen differenzieren sich dadurch zuerst zu Vorlaufer-
zellen und schlieldlich zu Osteoblasten. (Franz-Odendaal 2011) Diese Art der
Knochenbildung ist im Viscerocranium, der Mandibula, der Maxilla und im Bereich der
Claviculae zu finden. (Welsch 2003, Amir et al. 2006)

* chondrale Ossifikation
Eine knorpelig vorgebildete Knochenanlage wird kndchern ersetzt. Auf diese Weise
entstehen Knochen des lleums, der Vertebrae oder die Knochen der Extremitaten.
(Grimes et al. 2011, Ignatius et al. 2011)

o perichondrale Ossifikation
Dabei erfolgt die Verknocherung von aufden, indem sich eine Manschette um die
Diaphyse eines Rohrenknochens legt, beginnend in der Schaftmitte. Der Knorpel
induziert eine Knochenbildung. Das Perichondrium wird zum Periost, der Knorpel wird

durch das primare Knochenmark ersetzt.

o enchondrale Ossifikation
Die Ossifikation erfolgt von innen, im Bereich der Epiphysen und in kurzen Knochen. Es
kommt zur Gefaldeinsprossung und Umwandlung der Mesenchymzellen zu
Chondroklasten. (Loffler et al.1997) Liegen die hyalinen Knorpelzellen parallel und

langs der Achse (Reservezone), teilen sie sich in eine Zone des saulenférmigen
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Knorpels (Proliferationszone). Der nun hypertrophe Knorpel (Blasenknorpel) lagert
Glycogen ein (Resorptionszone) und in der Verknocherungs- bzw. Erdffnungszone
verkalken die interzellularen Septen und werden zur Primarspongiosa und der
Wachstumsprozess beginnt; Wachstum bedeutet in diesem Zusammenhang ein
Zerreilen der Vesikelmembran. (Kugler et al. 2001) Ossifikation und Epiphysenfugen
dienen dem Langenwachstum, Apposition mit einer Knochenabbauzone dem

Dickenwachstum.
1.3. Knochenumbau

Durch funktionelles Anpassen an wechselnde &auflere Belastungen wird Knochen
umgebaut. Der Umbau ist aullerdem zustandig fur das Konstanthalten des
Serumspiegels von Calcium und Phosphat. Er ermdglicht ein Reparieren von
Mikrotraumen und beugt damit einer Materialermudung vor. Jahrlich werden zwischen 4
und 10% des gesamten Knochens umgebaut. (Hadji et al. 2002) Die Umbaurate der
Substantia spongiosa ist mit 25 - 28% deutlich hoher als die der Substantia compacta
(2,5 - 4%). (Lullmann-Rauch 2003, Bartl 2008) Knochenumbau beschreibt dabei das
selektive Anbauen durch Osteoblasten und die Resorption mittels Osteoklasten
wahrend des Wachstumsprozesses, beides findet nie an gleicher Stelle statt. Das
Wolffsche Gesetz besagt, dass sich unter Belastung Knochen aufbaut und an Festigkeit
zunimmt, wahrend er sich abbaut, wenn er wenig belastet wird. (Wolff 1892) Wolff
erkannte bei seinen Untersuchungen an Femurkdpfen den physikalischen Effekt, dass
sich die Trabekelstrukturen entlang der Wirkung der mechanischen Krafte ausrichten.
Knochenveranderung beruht demnach auf wirkenden Kraften und folgt den
muskuloskelettalen Beanspruchungen. (Wolff 1892) Pathologische Prozesse und
Anpassung an mechanische Belastungen werden durch Knochenneuformation im
adulten Organismus verandert. Wahrend der Umbau entweder aus Aktivierung und
Resorption oder aus Aktivierung und Formation zusammengesetzt ist, besteht der
Remodelingprozess aus allen drei Formen der Veranderung (Aktivierung, Resorption
und Formation). Demnach kann an Stellen resorbierten Knochens auch wieder neuer
Knochen gebildet werden. Beim Umbau in kortikalen Knochen bilden Osteoklasten
einen Resorptionstunnel (cutting cone), der von Osteoblasten aufgefullt wird (closing
cone) und ein neues Osteon entstehen lasst, in spongidsem Knochen findet eine

Rinnenbildung statt und es entsteht nach Knochenaufflillung ein Hemi-Osteon.
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Coupling, das Bilden einer Einheit von Osteoblasten und Osteoklasten, garantiert ein
stetes Ersetzen von abgetragenem Knochen. (Parfitt 1979, 1994, 2000) Obwohl der
Aufbau und die Zellstruktur des Alveolarknochens generell denen anderer
Knochengewebe entsprechen (MacMillan 1924), ist es notwendig ihn gesondert zu
beschreiben, um die physiologischen Eigenschaften und die daraus resultierenden

Folgen zu erlautern.

1.4. Aufbau des Alveolarknochens

Der Alveolarknochen besteht aufgrund der unterschiedlichen mastikatorischen
Belastung der einzelnen Bereiche zu verschiedenen Anteilen aus Spongiosa und
periostbedeckter Kompakta, oral zeigt sich meist eine dickere Kompakta als vestibular.
(Schroder 1986) Das Periost des Alveolarknochens besteht aus einer Faserschicht
(Stratum fibrosum) und einer Cambriumschicht (Stratum osteogenicum), zwischen
ihnen verlaufen Sharpeysche Fasern. (Schroder 1982) Blndelknochen bildet den
kortikalen Anteil der Alveoleninnenseite der naturlichen Zahnfacher (Araujo und Lindhe
2005), die von der Lamina cribriformis ausgekleidet sind und durch ihre l6chrige
Struktur ein Einstrahlen von desmodontalen Fasern bis in die Markraume ermaoglichen.
Der nach Zahnextraktionen auftretende Knochenrlckgang ist unter anderem von
Atwood  Kklinisch und tierexperimentell mit dem Ziel der histologisch
nachzuvollziehenden Resorptionsmechanismen untersucht worden. Er konnte zeigen,
dass der Verlust der Desmodontalfasern in diesem Zusammenhang eine zentrale
Bedeutung hat. (Atwood 1971, Araujo et al. 2005) Aufgrund der fehlenden Funktion
resorbieren diese Fasern, das zieht eine Resorption des Blndelknochens nach sich.
Dieser Umbau bedeutet vor allem fur die marginalen Bereiche der Alveole einen

kompletten Masseverlust, da diese fast ausschliel3lich aus Blindelknochen bestehen.

Ziel ist es, diese physiologische Volumenreduktion zu kompensieren. Daflr stehen in
der oralen Chirurgie verschiedene Augmentationsmaterialien zur Verfugung, die im

nachsten Kapitel beschrieben werden.

1.5. Augmentationsmaterialien

Augmentationsmaterialien in der Idealvorstellung sollten zunachst in den ortsstandigen
Knochen integriert, nach Funktionserfullung abgebaut und in kdérpereigenen Knochen

umgewandelt werden. Neben dem Auffillen des Defektes mussen eine
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Revaskularisierung und eine adaquate Resorptionsstabilitat gewahrleistet sein. (Boyne
1973, Wagner und Al Nawas 2004) Zusatzlich wird eine nicht antigene Wirkung
gefordert, um eine infektidse, kanzerogene, teratogene und allergische Reaktion auf
das Ersatzmaterial sicher ausschlieBen zu kénnen. Das Material sollte sich an den
Komponenten der physiologischen Knochenregeneration orientieren: (Laurencin et al.
2006) an der osteogenen Komponente, als Fahigkeit Knochen zu bilden, der
osteokonduktiven Komponente, die Knochenwachstum entlang einer Leitschiene
ermdglicht und der osteoinduktiven Komponente, die eine Bildung von Knochengewebe
induziert. (Albrektsson und Johansson 2001) Verwendung und Einsatz sowohl
knocherner als auch synthetischer Materialien zur Deckung von Knochendefekten
haben eine weitreichende Tradition, die bis in das 16. Jahrhundert dokumentiert ist.
(Lindgvist et al. 1985, Prolo und Rodrigo 1985) Fallopius (1523 - 1562) hielt seine
Rekonstruktionsversuche mit Gold erstmals schriftlich fest. (Sailer und Weber 2000)
Mitte des 19. Jahrhunderts begannen Forschungen um Knochenersatzmaterialien.
Ollier veroffentlichte in seinem Werk Uber Knochenregeneration die Grundlagen der
Transplantationsmedizin, die er tierexperimentell ermittelte. Er schlussfolgerte aus
seinen Ergebnissen, dass eine Vitalitdt des transplantierten Knochens vorliegt. Er
pragte die noch heute verwendete immunologische Einteilung der Materialen nach ihrer

Herkunft in autolog, allogen, xenogen und alloplastisch. (Ollier 1867)

Bezeichnung Herkunft Anwendungsbeispiele
autolog/autogen vom selben Individuum | Zahn-, Knorpel-, Knochentransplantate
isogen vom genetisch Zahn-, Knorpel-, Knochentransplantate

identischen Individuum

allogen/homolog von derselben Spezies | Lyoknochen, Lyoknorpel, DFDBA*, AAA-

Bone**
xenogen/heterolog | von anderer Spezies Hydroxylapatit, Kollagen,
Kalziumkarbonat
alloplastisch synthetisch oder halb- Hydroxylapatit, B-Trikalziumphosphate,
synthetisch Bioglaser

*DFDBA = demineralized freeze-dried bone allograft
**AAA-Bone = autolysierter antigenextrahierter allogener Knochen

Tabelle 1: Einteilung giangiger Augmentationsmaterialen zum Knochenaufbau (Wagner und Al

Nawas 2004)
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Unabhangig voneinander fuhrten Barth und Curtis histologische Untersuchungen an
Knochenimplantaten durch, mit der Erkenntnis, dass transplantierte Knochenelemente
verloren gehen und lediglich eine Leitschiene fur den neugebildeten Knochen
darstellen. Barth pragte damit den Begriff schleichender Ersatz. Er sprach sich
entschieden gegen eine qualitative Unterteilung der autologen, allogenen und
xenogenen Knochenersatzmaterialien (KEM) aus. (Curtis 1893, Barth 1893 und 1895,
Wagner und Al Nawas 2004) Axhausen und Lexer fuhrten Barths Arbeit weiter und
konnten zeigen, dass die Knochenneubildung sogar vom Transplantat selbst ausgehen
kann. (Axhausen 1907, Lexer 1925) Mittels histologischer Untersuchungen zeigten sie,
dass autologe Transplantate den allogenen Uberlegen sind und xenogene Transplante

ihnen gegenuber keine regenerative Potenz besitzen.
1.5.1. Augmentationsmaterialien: autolog/autogen

Dr. Philipp Franz von Walther (Chirurg und Augenarzt) transplantierte als erster 1821
autologes Spendermaterial, das er bei einer Schadeltrepanation gewann. (von Walther
1821) Die Anwendung im Bereich des Gesichtsschadels, wie Kieferrekonstruktionen,
wurde erst in den zwanziger Jahren des letzten Jahrhunderts beschrieben und
durchgefuhrt. (Lexer 1924) Die Knochenregeneration erfolgt durch zellvermittelte
Osteogenese, hinzu kommen die osteoinduktiven und die osteokonduktiven
Eigenschaften. Auf Grund dessen gilt die autologe Defektdeckung besonders bei
grollvolumigen Defekten heute noch als der ,Goldstandard® unter den
Augmentationsmaterialien in der Zahnmedizin (Garofalo 2007), au3erdem zeigt er eine
hohe Biokompatibilitat. (Klinge et al. 2000) Immunologische Reaktionen durch Antigene
sind ausgeschlossen, da Spender und Empfanger identisch sind. (Misch und Dietsh
1993, Muller 2005) Mdgliche intraorale Enthnahmestellen sind Tuber, Kinn, Linea obliqua
und Retromolarregion. In diesen Bereichen ist das Knochenangebot begrenzt, sodass
groliere bendtigte Volumina extraoral aus dem lleum, der Fibula, der Scapula oder der
Tibia gewonnen werden konnen. Nachteilig bei der Verwendung von autologen
Transplantaten sind die zusatzliche Entnahmemorbiditat mit moéglichen Komplikationen
sowie die zeitbedingte Resorptionstendenz (Khoury 1994, Garofalo 2007, Sbordone et

al. 2011), weshalb alternative Ersatzmaterialien in der Literatur diskutiert werden.

18



1.5.2. Augmentationsmaterialien: allogen/homolog

Allogene Knochenersatzmaterialien sind humanen Ursprungs, aber genetisch nicht
identisch. MacEwen fuhrte 1881 in Glasgow die erste erfolgreiche allogene
Knochentransplantation zur Wiederherstellung eines Humerus durch. (MacEwen 1881,
de Boer 1989, Gross et al. 1993) Das Material wird u.a. durch Mechanismen der
Kryokonservierung, Lyophilisation und Deproteinisierung aufbereitet. Immunreaktionen
konnen aufgrund der unterschiedlich antigenen Eigenschaften unter anderem an einer
Ubertragung von Infektionen beteiligt sein oder sogar zu einer AbstoRung des
Augmentates fuhren. Allogener Knochen wird aus Knochenbanken von humanen
Spendern bezogen, die ethische Komponente ist also kritisch zu hinterfragen. (Glass et
al. 2008) Die Knochenneubildung folgt der Osteokonduktion, dabei dient das
Transplantat als Leitschiene fur den neu zu bildenden Knochen und durch die
Platzhalterfunktion wird das Einwandern von knochenbildenden Zellen im Bereich des
Defektes gefordert. (Aukhil et al. 1986) Die ausreichende Verfugbarkeit des Materials
und die Vermeidung der Entnahmemorbiditat sind entscheidende Vorteile allogener

Materialien.
1.5.3. Augmentationsmaterialien: xenogen/heterolog

Xenogene Knochenersatzmaterialien sind tierischen Ursprungs. Der Chirurg Job
Janszoon van Meekeren aus Amsterdam fuhrte die erste erfolgreiche xenogene
Knochentransplantation bei einem russischen Soldaten mit caninem Ersatzmaterial
durch. (van Meekeren 1668) Xenogene Transplantate sind unbegrenzt verfugbar und
weisen keine Morbiditat der Entnahmestelle auf. Sie werden aus Individuen
verschiedener Spezies, meist porcin (Schwein) oder bovin (Rind), gewonnen, weshalb
die Moglichkeit einer hyperakuten, vaskularen oder zellvermittelten AbstolRungsreaktion
in Betracht gezogen werden muss. (Lin et al. 2000) Laut Stellungnahme der DGZMK
2006 ist das xenogene Material aus bovinem Knochen BioOss® (Biomaterial - Geistlich,
Baden-Baden, Deutschland) im Einsatz in der Zahnmedizin als unbedenklich eingestuft
worden. (Becker und Terheyden 2006) Weitere Materialien xenogener Herkunft sind
Algen (z.B. Frios Algipore®, Friadent, Mannheim, Deutschland) und Korallen (z.B.
Biocoral®, Inoteb, St. Gonnery, Frankreich). Durch Autoklavierung, Lyophilisierung,

Sterilisierung und Deproteinisierung erfolgt die Aufbereitung dieser Materialien. Das
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Bereitstellen einer pordsen Leitstruktur bildet die reparative Potenz im Sinne der
Osteokonduktion. (Parikh 2002)

1.5.4. Augmentationsmaterialien: alloplastisch

Alloplastische Transplantate werden synthetisch oder halbsynthetisch hergestellt, einige
Vertreter sind B-Trikalziumphosphat-Keramiken (Cerasorb®) und Hydroxylapatit. Die
synthetischen Materialien verfugen Uber definierte physio- und kristallochemische
Eigenschaften und einen hohen Reinheitsgrad. (Horch et al. 2006) Sie sind druckstabil,
werden nach Angaben einiger Autoren langsam und im Idealfall vollstandig,
gleichmafig und parallel zur kérpereigener Knochenbildung in situ remodelliert. (Taylor
et al. 2002, Baumgarten 2009) Die Fahigkeit der Resorption ermoglicht den
schleichenden Ersatz bei gleichzeitigem Erhalt der Stabilitdt. Die osteokonduktive
Eigenschaft wird in Kombination mit einer geeigneten Porenstruktur zwischen 100 und
125 um erreicht. (Merten et al. 2001) Bei diesen Transplantaten kann das Ubertragung
von Infektionskrankheiten und das damit assoziierte immunologische Restrisiko
aufgrund antigener Eigenschaft systematisch ausgeschlossen werden. (Knaepler et al.
1992, Stevenson et al. 1996)

1.6. Augmentationsverfahren

Kieferkammdefekte, die durch Extraktion, Trauma oder Atrophie entstehen, kdnnen
durch verschiedene Techniken wieder rekonstruiert werden. Sie werden unterteilt in
non-additive und additive Verfahren. Non-additive Verfahren zur Rekonstruktion der

Kieferkammdefekte sind unter anderem:

* Distraktionsosteoplastik

* Bone-splitting-Technik
Die Distraktionsosteoplastik beruht auf der mechanischen Verlangerung des Knochens.
Dazu wird der ortstandige Knochen horizontal segmentiert und dann Distraktoren unter
Erhalt der Periostabdeckung eingesetzt. In bestimmten Zeitintervallen wird der
Distraktor aktiviert. Dabei werden die Segmente weiter unter der bestehenden
Weichteilabdeckung voneinander bis zu einer gewunschten Hohe separiert, so dass im
Segmentspalt ein Kallus entstehen kann. Dieser wird dann im weiteren Zeitverlauf zu

Geflecht- und spater Lamellenknochen umorganisiert. (McAllister und Haghighat 2007)

20



Diese Technik ist aufwendig und bedarf eine individuelle Planung und eine langere
Behandlungszeit. Es erfordert Motivation und Mitarbeit des Patienten, aber eine
Knochenentnahme entfallt. Ein Zugewinn an Weichgewebe ist beschrieben worden.
(Gaggl 2002)

Bei der Bone-splitting-Technik erfolgt eine segmentale lamellare Osteotomie des
Alveolarkamms durch vertikale Augmentation zur Verbreiterung des Kieferkamms.
Diese Extentionsplastik wurde erstmals von Osborn beschrieben. (Osborn 1985) Diese
Technik wurde weiterentwickelt: Khoury verwendete autologes Material und modifizierte
das Verfahren. (Khoury 1987) Summers, Nentwig und Streckbein entwickelten non-
ablative Knochenspreizer, die eine primare Implantation mit der Kombination der Bone-
splitting-Technik ermdglichen. (Summers 1994, Nentwig 1996, Streckbein 1997)

Zu den chirurgischen Standardverfahren der additiven Rekonstruktion des Kieferkamms

zahlen nach Kessler et al. (2004):

* LeFort I-Osteotomie mit Einlagerungsplastik
* Sinusbodenelevation

* Onlay-Technik autologer Blocktransplantate

Das Verfahren der LeFort I-Osteotomie mit Einlagerungsplastik wurde erstmals von Bell
und McBride beschrieben und dient dem Ausgleich der vertikalen Relation zwischen
beiden Kiefern. (Bell und McBride 1977) Da im atrophierten Kiefer auch das
Gaumengewodlbe abflacht, wurde diese Operationstechnik modifiziert, um auch in
diesem Bereich eine Korrektur vornehmen zu kénnen. (Neukam et al. 1989, Sailer
1989)

Im Oberkiefer kann durch Zahnverlust im Seitenzahnbereich und dadurch fehlender
Belastung die Pneumatisierung der Kieferhdhle fortschreiten, in Folge dessen sich der
Kieferhohlenboden absenkt. Daraus kann eine nur noch dunne Knochenlamelle
resultieren, die die Begrenzung zur Kieferhdhle bildet. Um diese Region dennoch als
Implantatlager zu nutzen, hat sich die Sinusbodenelevation (SBEA) durchgesetzt.
(Jensen et al. 1994, Shulman und Jensen 1998, Neukam und Schultze-Mosgau 2004)
Augmentationen zur Rekonstruktion der atrophierten Maxilla im Onlay-Verfahren mit
autologem Beckenkamm wurden zunachst als Monotherapie-Verfahren angewendet.
(Branemark et al. 1975) Ziel dabei ist die Wiederherstellung des atrophierten

Alveolarkamms in horizontaler und vertikaler Dimension. Entsprechend der
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Ausdehnung des Defektes wird dabei ein autologer kortikospongidser Knochenblock
z.B. aus dem lleum entfernt, modelliert und in den Kieferkammdefekt eingebracht und
mit Mikroschrauben befestigt. (McAllister und Haghighat 2007) Aufgrund der
beobachteten hohen Resorptionstendenzen wurde nach Moglichkeiten gesucht, eine
langfristige Stabilisierung dieser Volumenerweiterung zu erzielen. Die simultane
Verwendung autologer Transplantate mit enossalen Implantaten schien Erfolg
versprechend. (Cranin et al. 1988) Auftretende Dehiszenzen forderten das operative
Management zu Uberdenken. (Misch und Dietsh 1994) Neben Qualitat (kortikaler Anteil
des autologen Transplantates) und Quantitat, scheint der Implantationszeitpunkt
Einfluss auf die Resorption und die Knochenneuformation auszutben. (Kahnberg und
Vannes-Lofquist 2005, Mertens et al. 2012) Ein zweitzeitiges operatives Verfahren mit
Einheilzeiten von 3 Monaten vor Implantatinsertion nach Beckenkammtransplantation
wird gegenwartig bevorzugt. (Umstadt et al. 1999, Nelson et al. 2006, Heberer et al.
2008) Um dieses Vorgehen erklaren zu konnen, werden im Folgenden die

Mechanismen der Augmentateinheilung naher erlautert.

1.7. Mechanismen der Augmentatheilung

Augmentationen dienen der VolumenvergroRerung und werden als enossale Heilung
bezeichnet. Bei der direkten (primaren) Frakturheilung wird das Granulationsgewebe,
das aus dem urspringlichen Thrombus entsteht, mit Geflechtknochen durchsetzt und
ohne Kallusbildung durch langsaxial angeordnete Osteone ersetzt (Spaltheilung).
(Schenk und Buser 1998, Gerstenfeld et al. 2003) Die Heilung nach chirurgischen
Eingriffen verhalt sich anders. Am Augmentat finden Resorptionen des nekrotischen
komprimierten Materials statt sowie eine vermehrte Freisetzung von Wachtumsfaktoren
wie BMP, IGF-1 und FGF, die die Knochenbildung stimulieren. Dieser als
Osteoinduktion bezeichnete Effekt dauert etwa einen Monat. Hier tritt das starkste
Wachstum in der ersten Woche auf, da die Angiogenese drei Tage nach der
Augmentation eintritt. (Marx et al. 1998, Garg 2006) Die Angiogenese wird begleitet von
einer Entzundungsreaktion bedingt durch das Einwandern von Makrophagen und
Osteoklasten. Durch GefalReinsprossung, Resorption und Apposition wird der
transplantierte Knochen durch neu gebildeten Knochen ersetzt, dieser Vorgang wird als
schleichender Ersatz bezeichnet (creeping substitution). (Albrektsson und Johansson

2001) GefalRe des Periosts und der Haversschen Kanale sprief3en in die Markraume
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des Transplantates ein. Proteinkomplexe, die an das Transplantat binden, induzieren
vitale mesenchymale Zellen sich zu Osteoblasten zu differenzieren. Auf diese Weise
wird das Tranplantat von au3en nach innen durch neu gebildeten Knochen ersetzt.
(Burkhardt 1983) Das entstehende Blutkoagulum wird durch das vorhandene Periost
stabilisiert. (Araujo und Lindhe 2005) Bei der Osteokonduktion dient das Transplantat
als Leitschiene flr den Knochen. Bedingt durch die Blutgerinnungskaskade kontrahiert
das Fibrinnetz und Fibrinogen lasst aus Thrombin Fibrin entstehen. (Walter 1976) Alle
drei Formen des Einheilens sind ausschlielich bei autologen Knochentransplantaten
vorhanden. (Albrektsson und Johansson 2001) Je nach Herkunft werden
kortikospongiose (z.B. lleum) oder kortikale (z.B. Fibula) Transplantate verwendet.
(Kubler 1997) Es ist gezeigt worden, dass die kortikale Dicke und Dichte die
Resorptionstendenz beeinflussen. (Lundgren et al. 1996) Dabei spielt die embryonale
Herkunft eine untergeordnete Rolle. (Ozaki und Buchman 1998) Um Resorptionen
entgegenzuwirken, muss der transplantierte Knochen belastet werden, aus diesem
Grund ist eine zeitnahe Versorgung mit Implantaten anzustreben. Tierexperimentelle
Untersuchungen ergaben eine von der DefekigroRe und den verwendeten
Knochenersatzmaterialien abhangigen Einheilzeit, diese variierten von 3 bis 15
Monaten. (Neukam et al. 1989, Neukam und Schultze-Mosgau 2004) In einer Tierstudie
von Shirota et al. an Unterkiefern im Kaninchenmodell zeigten autologe
Beckenkammtransplantate nach dreimonatiger Einheilzeit ein stabiles, vitales
Knochenlager fur Implantate und das gunstigste Verhaltnis zwischen
Knochenneuformation und Knochenresorption bezogen auf die untersuchten Zeitraume
von 7, 14, 30, 60, 90 und 180 Tagen. (Shirota et al. 1991) Nelson et al. beschrieben als
erste Arbeitsgruppe den Implantationszeitpunkt nach drei Monaten in humanen Studien
und beurteilten ihn als guten Kompromiss zwischen Knochenneubildung und dem
Resorptionsbeginn. (Nelson et al. 2006, Heberer et al. 2008) Die Kongruenz zum
Knochenlager ist genauso wichtig wie die Stabilisierung des Augmentates mit
Osteosynthesematerial (Osteosynthesechrauben, -platten etc.) oder als praprothetische
Versorgungsvariante zusammen mit Implantaten. GroRere Defekte durch Resorptionen
oder Traumata konnen auf diese Weise kompensiert werden. Nkenke et al.
untersuchten in humanen Studien die Bedeutung intraoperativer Stabilisierung von
kortikospongiosen Knochenblocken. Es konnte herausarbeitet werden, dass eine
optimale Befestigung am ortsstandigen Knochen die Resorption der Transplantate um
zwei Drittel verringert. (Phillips und Rahn 1988, Nkenke et al. 2001) Autologer
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kortikospongioser Beckenkammknochen zeigte in Kaninchen-Studien bei unbelasteter
Einheilung je nach kortikalem Anteil eine Resorption von bis zu 68%. (Chen und
Glowaki 1994) In Studien von Alonso und Machado de Almeida wurde die Hypothese
aufgestellt, dass augmentierter membrandéser Knochen geringere Resorptions-
tendenzen hat als enchondraler. Des Weiteren wird die Resorptionsrate weiter
reduziert, wenn das Transplantat mechanisch belastet wird. (Alonso und Machado de
Almeida 1995) Ozaki et al. beschrieben in ihren Studien den Knochentyp und nicht
deren Herkunft als Ursache unterschiedlicher Resorptionsraten, ein hoherer kortikaler
Anteil des Knochens zeigte geringere Resorptionen unabhangig vom Entnahmeort als
spongidser Knochen. (Ozaki et al. 1998) Zur Minimierung der Resorptionstendenz
werden der Einsatz von Membranen und die Verfahren der gesteuerten Gewebe- bzw.
Knochenregeneration (GBR und GTR) in der Literatur diskutiert. (Camargo und Lekovic
2000, Taguchi et al. 2005)

1.8. Einsatz von Membranen in der Zahnmedizin

Erstmals wurde die gesteuerte Knochenregeneration mit Membranen 1959 zur
Ausheilung von Wirbelfrakturen eingesetzt. (Hurley et al. 1959) Die guided tissue
regeneration (GTR) zielt auf den Erhalt und die Regeneration des gesamten
Parodontiums (Alveolarknochen, Wurzelzement und parodontales Gewebe) ab,
wahrend sich die guided bone regeneration (GBR) auf die Foérderung der
Knochenneuformation beschrankt. (McAllister und Haghighat 2007) Die synthetischen
Membranen erzeugen eine Barriere zur Verschiebung der Konkurrenz zwischen
verschiedenen Gewebearten mit dem Ziel einer kndéchernen Regeneration. (Reichart et
al. 2001) Beide Verfahren folgen dem gleichen Prinzip. (Nyman et al. 1982) Sie dienen
unter anderem der Abdeckung und dem Schutz von Implantaten bzw. Augmentaten,
dem Verschluss des Sinusbodens oder dem Auffullen von Knochendefekten. (Schwarz
et al. 2006a) In diesem Zusammenhang dienen sie der Stabilisierung des
Blutkoagulums. Eine dichte Membranadaptation ist entscheidend fur eine
komplikationsfreie primare Wundheilung. (Zitzmann et al. 2001) Dimensionsverluste am
Alveolarknochen und dem umliegenden Weichgewebe konnten mit diesem Verfahren
reduziert werden. (Nevins et al. 2006, Fickl et al. 2008) Zu den wichtigsten
Anforderungen, die an eine Membran gestellt werden, zahlen Biokompatibilitat,

Gewebeintegration und Bioadhasion. (Haney et al. 1993) Ein vorhandener
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Knochendefekt wird mit einer Membran abgedeckt, damit er langsam knochern
regenerieren kann, wahrend die rasch proliferierenden gingivalen Bindegewebszellen
aus diesem Hohlraum ausgeschlossen werden. (Hammerle et al. 1998) Nach einem
Knochenverlust im  Bereich des Kieferknochens stellt die gesteuerte
Knochenregeneration (GBR - guided bone regeneration) mit Membranen eine
Maoglichkeit der Therapie dar und kann mit oder ohne Augmentation von
Knochenersatzmaterial (in Kapitel 1.6. aufgefuhrt) erfolgen. (Buser et al. 1993) Die
funktionelle Inanspruchnahme des transplantierten Knochens hat entscheidenden

Einfluss auf die Knochentransformation. (Roux 1895)

Hardwick postulierte die vier wesentlichen Ziele einer erfolgreichen GBR: Ausschluss
von Zellen, hauptséchlich Bindegewebszellen, Raumschaffung und Raumerhalt, damit
die Knochenzellen einwachsen kénnen, Schutz des Blutgerinnsels und Stabilisierung
der Wunde. (Hardwick et al. 1994)

Heute werden zur gesteuerten Knochenregeneration nicht resorbierbare Membranen
aus Polytetrafluorethylen (ePTFE z.B. Gore-Tex®, Gore, Putzbrunn, Deutschland),
Titanfolien (FriosR BoneShield®, Friadent, Mannheim, Deutschland) und resorbierbare
Membranen synthetischer (Polyactide und Polyglykolide z.B. Epi-Guide®, Curasan,
Kleinostheim, Deutschland) oder xenogener (Kollagen z.B. Bio-Gide®, Geistlich, Baden-
Baden, Deutschland) Herkunft verwendet. Die nicht resorbierbaren Membranen haben
den resorbierbaren gegenuber den Vorteil einer zeitlich unbegrenzten Barrierefunktion
und damit dem von Hartwick geforderten Ausschluss von Bindegewebszellen.
(Hardwick et al. 1994) Nachteilig ist, dass sie in einem zweiten Eingriff wieder entfernt
werden mussen. Das operative Trauma kann zu unerwinschten Resorptionen fuhren.
(Hadmmerle und Lang 2001) In einer humanen Studie von Strietzel wurden resorbierbare
und nicht resorbierbare Membranen untersucht. Bei Verwendung nicht resorbierbarer
Membranen zur Defektdeckung wird eine Membranexposition in bis zu 44%
beschrieben. (Strietzel 2001, McAllister und Haghighat 2007) Diese kann eine
bakterielle Superinfektion nach sich ziehen (Buser et al. 1990), die trotz Desinfektion
und antibiotischer Therapie zur Knochenresorption fuhren kann und teilweise auch eine
Entfernung der Membran oder des gesamten Augmentates erforderlich macht. Werden
resorbierbare Membranen verwendet, findet sich in 4 bis 15% eine Exposition, die durch

Lokalbehandlung sekundar epithelisierten und abheilten, so dass ein Augmentatverlust
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verhindert wurde. (Friedmann et al. 2011) Die Gro3e und Beschaffenheit des Defektes
zeigte in dieser Studie keinen signifikanten Einfluss auf die Expositionsrate im Vergleich
der beiden Membranarten. (Strietzel 2001) Um diese Nachteile zu umgehen, ging die
Entwicklung und Forschung vermehrt in Richtung der resorbierbaren Materialien.
(Hutmacher et al. 1996) Nicht quervernetzte resorbierbare Membranen haben eine
kiirzere Standzeit. Bei der nativen Bio-Gide® - Membran liegt die zu erwartende
Resorptionsdauer bei circa vier Wochen (Schwarz et al. 2006b), dadurch kdnnen
Barrierefunktionen vor allem bei groReren Defekten nicht lange genug aufrechterhalten
werden. (Brunel et al. 1996) Rothamel et al. diskutieren in Studien an Ratten die initiale
Membranstabilitat von vier Wochen gegenuber dem Zeitraum der Revaskularisierung

von bis zu drei Monaten. (Rothamel et al. 2005)

In der Literatur werden in diesem Zusammenhang quervernetzte resorbierbare
Materialien mit verlangerter Standzeit zwischen vier (Bio-Gide-Perio® - chemische
Vernetzungsmethode) und 24 Wochen (Ossix - Vernetzung durch Polysaccharid-
insertion) diskutiert. (Rothamel et al. 2005, Schwarz et al. 2006b) Um die Standzeit der
kollagenen Membranen zu verlangern und die Stabilitdt zu steigern, werden
verschiedene Methoden zur Erzeugung einer Quervernetzung verwendet. Chemische,
physikalische und enzymatische Verfahren stehen dafur zur Verfugung. (Bunyaratavej
und Wang 2001) Die wenigen tierexperimentellen Untersuchungen zeigten, dass durch
eine chemisch experimentelle Quervernetzung die Resorption langsamer und
proportional zum Vernetzungsgrad erfolgt. Sie besitzen eine geringere Antigenitat und
gunstigere Effekte auf die Koagulation bzw. die Wundheilung gegenuber anderen
Vernetzungsmethoden z.B. mit Glutaraldehyd oder Polysacchariden. (Brunel et al.
1996, Rothamel et al. 2005, von Arx et al. 2005) Die Verwendung von Glutaraldehyd
scheint einen betrachtlichen Einfluss auf die Biokompatibilitat zu haben, wahrend die
Proliferation durch die Vernetzung mit Polysacchariden nicht negativ beeinflusst wurde.
(Schwarz et al. 2004) Kollagen wird physiologisch durch enzymatische Spaltung mittels
Proteasen und Kollagenasen metabolisiert. (Tatakis et al. 1999) Klinische
Untersuchungen ergaben, dass natives und quervernetztes Kollagen zusatzlich durch
polymorphkernige Granulozyten und Makrophagen resorbiert wird. (Rothamel et al.
2005) Primare Nachteile durch zu schnelle Degradation und vorzeitigen Verlust der
Platzhalterfunktion kdnnten durch eine Erhdhung des Vernetzungsgrades der Kollagene

in Membranen verbessert werden. (Hyder et al. 1992, Rothamel et al. 2005, Schwarz et
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al. 2006b, Becker et al. 2009) Aussagekraftige Studien mit dieser Art von Membranen
bei grolRvolumigen autologen TransplantationsmalRnahmen fehlen bis dato. Diese
waren aber entscheidend, um mdgliche positive Einflisse auf Knochenneu-
formationsraten und Resorptionstendenzen und damit stabile Langzeiterfolge bei Onlay-

Graft Verfahren evaluieren zu konnen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde im praklinischen Versuch im Tiermodell der Einsatz der

Bio-Gide-Pro® - Kollagenmembran unter diesen Gesichtspunkten untersucht.
1.9. Tiermodell und Vergleich des Knochens

Es existiert kein einheitliches Tierversuchsmodell hinsichtlich der Erzeugung
kraniofazialer Knochendefekte. Ratten zeigen kein Haverssches Remodeling und sind
deswegen als Modell fur Vorgange im kortikalen Knochen ungeeignet, daher muss ein
grolderes Saugetier verwendet werden (Auszug aus dem Antrag auf Genehmigung
eines Versuchsvorhabens nach § 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes bei dem
zustandigen Landesamt)'”. Die Verwendung des Géttinger Minischweins schien bei der
geplanten Fragestellung sehr geeignet, da bei diesen Tieren genlgend autologes
Spendermaterial gewonnen werden kann und die Kiefergrof3e und -form ideal fur die
vorgesehene Setzung der Defekte ist. (Hale et al. 1991, Mosekilde 1995) Entstanden ist
die sogenannte ,white line” des Gottinger Minischweins durch die Kombination des
Temperaments und des Typs der Minnesota Minipig mit der Kleinwuchsigkeit und
Fruchtbarkeit des viethamesischen Hangebauchschweins. (Sambraus 2001) Die daraus
entstandenen Nachkommen wurden mit der Deutschen Landrasse rlckgekreuzt und
aufgrund der Dominanz des weillen Erscheinungstyps als ,white line“ bezeichnet.
(Haring et al. 1967) Die Tiere zeichnen sich durch ihr ideales Verhaltnis zwischen
KorpergrofRe und -gewicht aus. Auch die Anzahl und die Qualitat der Ohrvenen, die
unkomplizierte Heilung sowie die Indolenz nach chirurgischen Eingriffen sind fur die
geplanten Eingriffe sehr geeignet. (Beglinger et al. 1975) Zudem kdnnen ahnliche
Instrumente wie beim Menschen verwendet werden, die Biomechanik ist vergleichbar
und auch der Kostenaufwand ist niedrig zu halten. (Wissing et al. 1990) Aul3erdem
weist das Gottinger Minischwein hinsichtlich der Knochenphysiologie, der Anatomie, der
Morphologie, des Heilungsprozesses und des Remodelings eine sehr groRe Ahnlichkeit
zum Menschen auf (Thorwarth et al. 2005), so dass aufgrund der zu erwartenden

Reaktion Ruckschlusse gezogen werden konnen. Auch ist die Reproduzierbarkeit der
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Ergebnisse bei entsprechend geringer Fallzahl gegeben. (Honig und Merten 1993,
Pearce et al. 2007)

Um die Knochenneuformationsrate im Tiermodell zeitlich und ortlich zu markieren,
finden Fluorochrome ihre Anwendung und dienen dem Sichtbarmachen der

Mineralisationsfront zum Zeitpunkt der Fluorochromgabe. (Rahn 2003)
1.10. Fluoreszenzmikroskopie

Abbildung 2: Fluoreszenzmikroskopie

N Xylenolorange
Calceingrin
B Alizarinrot

Als Fluoreszenz wird die spontane Emission von Licht bezeichnet, sie endet mit dem
Einstellen der anregenden Strahlung. Wird ein Molekul mit Licht einer bestimmten
Wellenlange angeregt, werden seine Elektronen auf ein hoheres Energieniveau
gehoben. Fallen die Elektronen auf ihr ursprungliches Niveau zurick, wird Energie in
Form von Warme und Photonen (Licht) frei. (Rahn et al. 1980) Das Fluoreszenzlicht ist
aufgrund dieser Tatsache langwelliger als das Anregungslicht, das sogenannte Stokes-
Shift, und betragt im Mittel 20 - 50 nm. Um die Fluoreszenz sichtbar machen zu kdnnen,
muss das Licht so gefiltert werden, dass diese durch das starke Anregungslicht nicht
uberstrahlt wird. (Knoche 1979, Herman 1989a und 1989b) Der Anregungsfilter bringt
das Anregungslicht in den Bereich der gesuchten Wellenlange. Es entsteht Licht
mehrerer Farben, obwohl der Wellenlangenbereich sehr eng ist. Ein Sperrfilter direkt
hinter dem Objektiv filtert das Licht erneut, um das exakte Fluoreszenzlicht zu erzielen.

(Rahn 1976) Das Spektrum der Gasentladungslampen reicht bis in den UV-Bereich.
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Ihre Lichtintensitat ist sehr hoch, daher eignen sich diese Lampen besonders zur
Fluoreszenzmikroskopie. Knochen besitzt eine physiologische Primarfluoreszenz, die
bei der polyfluorochromen Sequenzmarkierung durch das Verwenden von
Fluorochromen zu einer Sekundarfluoreszenz fuhrt. Fluorochrome, die zur Markierung
neuen Knochens verwendet werden, diurfen die Mineralisation des neuen und alten
Knochens nicht beeinflussen und miussen eindeutige Banden bilden, die von anderen
Farbstoffen gut abgrenzbar sind. Sie durfen nicht toxisch sein und sollten sich relativ
unempfindlich gegenuber Chemikalien oder Licht verhalten. (Rahn und Perren 1971)
Fluorochrome absorbieren aufgenommenes Licht einer bestimmten Wellenlange,
emittieren Licht charakteristischer Intensitat und Wellenlange in spezifischer Farbe und
geben Licht teilweise als Strahlung wieder ab. Sie binden sich als Chelatkomplex an
das Hydroxylapatit wahrend der Mineralisationsphase der Knochenneuformation. Diese
Tatsache pradestiniert sie zum Sichtbarmachen von Veranderungen in der
Knochenphysiologie, sowohl Region und Zeitpunkt als auch Ausmal} lassen sich mit
dieser Methode festhalten. (Rahn 2003) Bereits 1958 wurden gelb fluoreszierende
Tetrazykline untersucht. (Milch et al. 1958) Ab 1966 fanden Calcein-Grin (Suzuki und
Mathews 1966) und ab 1971 auch Xylenolorange und das rote Alizarin ihre Anwendung

als Fluorochrome. (Rahn und Perren 1971)
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2. Fragestellung der Arbeit

Das Ziel der Arbeit war die klinische und histologische Evaluation des Einsatzes einer
experimentell chemisch quervernetzten, resorbierbaren Prototyp-Kollagenmembran
Bio-Gide-Pro® (Biomaterials - Geistlich, Wolhusen, Schweiz) nach dem Prinzip der
gesteuerten Knochenregeneration (GBR) im Tierexperiment. Diese Pilotstudie erfolgte

im Rahmen einer praklinischen Prufung.

Die vorliegende Studie sollte zeigen, ob und wie die Membran das Heilungs- bzw.
Resorptionsmuster eines nichtvaskularisierten Beckenkammtransplantates beeinflusst.
Die Untersuchung erfolgte im split-mouth Design, als Kontrollgruppe dienten die

Praparate mit Periostabdeckung.

Es wurden histologische und fluoreszenzmikroskopische Befunde erhoben und

zusatzlich die Augmentation zwischen Ober- und Unterkiefer verglichen.
Verwendung der Bio-Gide-Pro® - Kollagenmembran bezogen auf:

1. Die Knochenneuformationsrate nach Augmentation
Oberkiefer

Unterkiefer
2. Die Resorptionsrate nach 12 Wochen
Oberkiefer

Unterkiefer

3. Die Dehiszenzhaufigkeit nach 12 Wochen
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3. Material und Methoden

Ein Antrag auf Genehmigung eines Versuchsvorhabens nach § 8 Abs. 1 des
Tierschutzgesetzes wurde gestellt. Das Projekt war unter der Nummer - G 0403/05
beim Landesamt fir Gesundheit und Soziales” registriert mit der offiziellen
Bezeichnung: ,Untersuchung von Kollagenmembranen zur Abdeckung von Knochen-
defekten nach Kieferaugmentation (Kurzbezeichnung: Kieferaugmentation mit

avaskularem Huftknochen am Minischwein)®.
3.1. Versuchstiere

Bei den Tieren handelte es sich um 6 weibliche 2-jahrige Minischweine mit einem
durchschnittlichen Gewicht von 30 - 35 Kilogramm (Géttingen Minipig® - Ellegaard,
Dalmose, Danemark). Entsprechend der Richtlinien wurden die Tiere im
Biomedizinischen Forschungsinstitut unter der Leitung von PD Dr. C. Grol3e - Siestrup
untergebracht (Genehmigungsnummer: ZH 76). Tierarztin Dr. B. Ruhe Ubernahm die
Hauptverantwortlichkeit, das Tierpflegepersonal garantierte die ganztagige Fulrsorge.
Die Tiere wurden in einem 24 m? groRen, gefliesten GroRraumgehege im
Biomedizinischen Forschungsinstitut bei 20 C° gehalten. Die Ernahrung beinhaltete
eingeweichtes, vitaminreiches Mischfutter (ssniff Mpig-E, Soest, Deutschland)® und

Wasser ad libitum.
3.1.1. Medikamentose Therapie

24 Stunden praeoperativ wurde eine Infektionsprophylaxe mit Baytryl® (BAYER,
Leverkusen, Deutschland) 10% begonnen, die in einer Dosierung von 2,5 ml pro

100 kg KG i.m. appliziert wurde.

Zur Sedierung und Narkoseeinleitung wurden perioperativ jedem der Tiere Atropin® 1%
(Ursapharm, Saarbriicken, Deutschland) zwischen 0,5 - 0,8 ml, Ketamin® 10% (Actavis,
Miinchen, Deutschland), Xylazin® 2% (CEVA, Disseldorf, Deutschland) und Stresnil®
40 mg/ml (Janssen, Beerse, Belgien) gewichtsabhangig Uber einen Zugang in die

Ohrvene gespritzt.
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Zur Aufrechterhaltung der Narkose wurden intraoperativ im 20 Minutentakt und
30 Minuten nach Narkoseeinleitung 4 ml Ketamin® 5% (Actavis, Miinchen, Deutschland)
und 0,7 ml Xylazin® (CEVA, Diisseldorf, Deutschland) i.v. injiziert.

Narkoseeinleitend wurde Isofloran-Baxter® (Baxter GmbH, Unterschleiheim,
Deutschland) verwendet, zur Schmerzprophylaxe wurden intraoperativ halbstindlich
2 ml Fentanyl® - Jansson (Jansson Cilag GmbH, Neuss, Deutschland) i.v. verabreicht.
Zusatzlich wurden Infusionen mit Jonosteril® (Fresenius Kabi AG, Bad Homburg,
Deutschland) ad 1,5 | und HAES-steril® 6% (Fresenius Kabi AG, Bad Homburg,

Deutschland) ad 0,5 | als Volumenersatz eingesetzt.
3.1.2. Chirurgischer Eingriff

Die Operationen wurden alle von der Oralchirurgin Prof. Dr. K. Nelson (Implantologie
und Spezialprothetik) und Dr. Dr. C. Glatzer (Facharzt fir Mund-Kiefer-Gesichts-
chirurgie) durchgeflhrt.

Die durchgefuhrten Schritte sind im Folgenden dokumentiert.
Defektsetzung

Nach der Narkoseeinleitung wurde die Desinfektion, die sterile Abdeckung sowie die
Injektion von 5 ml Ultracain DS forte 1:100000 (Sanofi-Aventis, Frankfurt, Deutschland)
je Kiefer durchgefuhrt. Im Unterkiefer erfolgte eine Leitungsanasthesie in Hohe des
N. alveolaris inferior und im Oberkiefer eine Infiltrationsanasthesie im Bereich der
Defektsetzung. Die SchnittfUhrung erfolgte marginal mit einer Entlastung im
Eckzahnbereich nach anterior vestibular. Nach distal wurde der Schnitt Uber den
Resektionsbereich hinaus extendiert. Ein Mukoperiostlappen wurde prapariert und die
Schleimhaut im Oberkiefer nach vestibular und im Unterkiefer nach lingual mobilisiert.
Ein kastenférmiges Segment von 3,5 cm Lange und 1,5 cm Hohe wurde mit dem
Holex - digitaler Caliper® (Hoffmann GmbH, Minchen, Deutschland) markiert, mit einer
oszillierenden Knochensage® (Aesculap Typ G-6100-05, Tuttlingen, Deutschland)
geschnitten, entnommen und die vorhandenen Zahne dieses Bereiches entfernt. Die
scharfen Knochenkanten wurden geglattet, der Mukoperiostlappen mit 3 bis 4
Einzelknopfnahten gestutzt, spannungsfrei adaptiert und im Anschluss Uber dem Defekt

mit einer fortlaufenden Naht vernaht. Verwendet wurde dafur ein Monocryl-Faden der
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Starke 3/0 (Johnson & Johnson, St-Stevens-Woluwe, Belgien). Bei allen 6
Versuchstieren erfolgte die Resektion in jedem der vier Quadranten des Ober- und

Unterkiefers.
Augmentation

Zwei Monate nach der Defektsetzung erfolgte die Operation zur Augmentation mit
kortikospongidsem Beckenkamm. Fur die Durchfiuhrung wurden zwei Operationsteams
bendtigt, die gleichzeitig operierten:

Team | - Entnahme Beckenkammtransplantat (extraoral)

Team Il - Kieferkammaugmentation (intraoral)
Team | - extraoral

Nach Desinfektion, steriler Abdeckung und Infiltration von insgesamt 5 ml Ultracain DS
forte 1:100000 (Sanofi-Aventis, Frankfurt, Deutschland), wurde die Spina iliaca anterior
superior durch Palpation lokalisiert und die Schnittfihrung angezeichnet. Der Schnitt
wurde entlang der Crista iliaca 10 cm nach dorsal gefuhrt. Es erfolgte die scharfe
Durchtrennung der Cutis und Subcutis, das Abheben der Muskulatur von der Faszie
und die stumpfe und teilweise scharfe Praparation mit der Schere bis auf das Periost.
Uberwiegend mit dem Raspatorium wurde das Periost vom Becken abgeldst, bis die
gesamte Lange des Beckenknochens dargestellt war. Die Osteotomielinie wurde nach
Ausmessen mit dem Holex - digitaler Caliper’” (Hoffmann GmbH, Miinchen,
Deutschland) gekennzeichnet. Es erfolgte die Osteotomie mit anschlielBender
Entnahme eines 7cm langen und 3cm hohen kortikospongiésen Knochenblocks
(tricortikal) mittels Knochensage® Typ G-6100-05 (Aesculap, Tuttlingen, Deutschland)
und MeiRel. Die Konfiguration des Knochens erfolgte mit 0.g. Knochensage®* horizontal
und vertikal in vier Blocke entsprechend des Knochendefizits des jeweiligen Kiefers.
AbschlieBend erfolgte die sorgfaltige elektrochirurgische Blutstillung und ein
schichtgerechter Wundverschluss mit resorbierbarer Naht Vicryl 2/0 (Johnson &

Johnson, St-Stevens-Woluwe, Belgien).
Team Il - intraoral

Es erfolgte eine Desinfektion, steriles Abdecken des Operationsbereiches und die
Infiltration von insgesamt 10 ml UDS forte 1:100000 (Oberkiefer und Unterkiefer).
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Begonnen wurde am Oberkiefer rechts, die Schnittfuhrung erfolgte entlang der Narben
der Voroperation auf dem Alveolarkamm mit einer Entlastung nach vestibular. Ein
Mukoperiostlappen wurde gebildet und der kastenformige Defekt vorsichtig dargestellt.
Der Alveolarknochen wurde angefrischt und der Knochenblock des kortikospongidsen
Beckenkammes mit rotierenden Instrumenten an die Defektgrofle angepasst. Die
Fixation des Transplantates erfolgte equicrestal mit zwei Osseosyntheseschrauben
(Medartis® @ 2.0 mm, Lange: 10 mm, Basel, Schweiz). In den Fallen in denen eine
Membran verwendet wurde erfolgte zur spannungsfreien Adaptation des
Mukoperiostlappens eine Periostschlitzung und eine Mobilisation des Lappens, um
einen dichten Wundverschluss mit der resorbierbaren Naht Monocryl 3/0 (Johnson &
Johnson, St-Stevens-Woluwe, Belgien) zu erreichen. Voraussetzung der
Periostabdeckung war das intakte Periost, so dass eine Periostschlitzung nicht erfolgte.
Das Vorgehen am Unterkiefer war analog. Das Schwein wurde umgelagert, so dass ein
Zugang zu den Quadranten 2 und 3 ermdoglicht wurde. Begonnen wurde am Oberkiefer

wie in den Quadranten 1 und 4.

Anhand einer Randomisierungsliste wurde die Bio-Gide-Pro® - Kollagenmembran
(Biomaterials - Geistlich, Wolhusen, Schweiz) auf die Schweinekiefer verteilt. Bei
Schwein Nummer 6 wurde die Membran in allen vier Quadranten verwendet, bei
Schwein Nummer 2 wurde kein Augmentat mit einer Membran abgedeckt. Die Ubrigen
vier wurden im split-mouth-Verfahren getestet, so dass im Zuge der Augmentation

insgesamt 12 Kieferhalften mit und 12 ohne Membranabdeckung vorlagen.
3.1.3. Bio-Gide-Pro® - Kollagenmembran

In der Arbeit wurde der Prototyp einer quervernetzten, resorbierbaren Kollagenembran
unter der Bezeichnung Bio-Gide-Pro® (Biomaterials - Geistlich, Wolhusen, Schweiz) mit
einer Abmessung von 16 x 22 mm verwendet. Sie bestand aus nicht-toxisch chemisch
quervernetztem porkinen Typ | und Il Kollagen. Durch die auf der sogenannten ,zero-
length® Technik basierenden Vernetzungmethode wird ihr eine Resorptionszeit
zwischen 4 und 8 Wochen zugesprochen. (Rothamel et al. 2004) Bei der ,zero-length®
Technik werden Reagenzien eingesetzt, deren reaktive Gruppen mit Aminogruppen in
Proteinen reagieren, z.B. EDC (1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimid) oder
NHS (N-Hydroxysulfosuccinimid). (Wong 1991) Sie bilden mit dem Protein ein stabiles

34



Intermediat und haben den Vorteil, dass keine zusatzlichen Stoffe in das Kollagen
eingebracht werden mussen. Die offenporige Bilayer-Membran ist aus zwei Schichten
aufgebaut: einer kompakten, die auf das Weichgewebe aufgebracht wird und einer

pordsen Schicht, die den Knochendefekt bedeckt.

untersuchte VN-Membran BG-Membran
Produktname Bio-Gide-Pro® Bio-Gide®
REM
Hersteller B Geistlih Pharma AG, Wolhusen, Schweiz
Herkunft porkin, Typ | und Il Kollagen
Resorptionszeit 4 — 8 Wochen 2 — 4 Wochen
dreifach chemisch experimentell nativ
Vernetzung (zero-length-technik)
Struktur bilayer offenporig

Tabelle 2: Daten der untersuchten Kollagenmembran versus native Bio-Gide® - Membran
(Rothamel et al. 2004)

3.1.4. Nachsorge der Tiere

Die Tiere wurden durch Tierarztin Dr. Barbel Ruhe oder dementsprechend
ausgebildetes tierarztliches Fachpersonal nachgesorgt. Alle Tiere erholten sich nach
dem chirurgischen Eingriff schnell und fingen wenige Stunden nach der Operation an zu
fressen, was als Anzeichen fir Indolenz und die gute Vertraglichkeit des Eingriffes

gewertet wurde.

Postoperativ wurden 1,3 ml Temgesic® (Essex Pharma, Miinchen, Deutschland)
dreimal taglich i.m. appliziert, danach wurden 2 ml Rimardyl® (Pfizer GmbH, Karlsruhe,
Deutschland) einmal taglich i.m. verabreicht. Prophylaktisch wurden zusatzlich
3 Wochen postoperativ kombinierend die bakterizid wirksamen Substanzen Baytryl®
(BAYER, Leverkusen, Deutschland), wie beschrieben und Borgal® (Intervet GmbH,

Unterschlei3heim, Deutschland) 3 ml i.m. taglich einmal appliziert.
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In der ersten postoperativen Woche wurden die Versuchstiere taglich einmal nach
Befinden, Fressverhalten, Fieber und Gewicht, sowie Wunddehiszenzen untersucht und
die festgestellten Parameter dokumentiert. Als Wunddehiszenz wurde gewertet, wenn
ein Auseinanderweichen der Wundrander mit Freilegung der Membran und/oder des
Knochenblockes zu verzeichnen war. Im weiteren Verlauf verkurzten sich diese
Kontrollen auf einmal wdchentlich. In Fallen von Wunddehiszenzen erfolgte eine
Anfrischung der Wunde durch Kurettage mit einen scharfen Loffel nach Willinger (Henry
Schein Dental GmbH, Langen, Deutschland) und eine desinfizierende Spulung mit

Polyvidonjod-L6sung (B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland).

3.1.5. Fluorochromlabelling

Um das Fluorochromlabelling durchfuhren zu kénnen, wurden die Tiere sediert. Die
Farblésungen wurden am Vortag der Injektion frisch angesetzt und der pH - Wert
eingestellt. Angefangen wurde mit 90 mg pro kg Koérpergewicht Xylenolorange (Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) nach vollendeten 14 Tagen post augmentationem,
20 mg pro kg Korpergewicht Calceingrin (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
folgten 3 Wochen spater. Nach weiteren 3 Wochen erfolgte die Gabe von 30 mg pro kg
Korpergewicht Alizarin-Komplex (Merck, Darmstadt, Deutschland) als i.v.-Applikation in

die Ohrvene.
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3.2. Herstellung der histologischen und fluoreszenzmikroskopischen

Praparate
3.2.1. Sedierung

Die Toétung der Versuchstiere erfolgte 12 Wochen post augmentationem. Die Tiere
wurden mit Ketamin® 10% (Actavis, Miinchen, Deutschland), Xylazin® 2% (CEVA,
Diisseldorf, Deutschland) und Stresnil® 40 mg/ml (Janssen, Beerse, Belgien) sediert.
Ein Venenzugang wurde gelegt und sie erhielten intravenés 2 g Trapanal® (Byck-
Gulden, Konstanz, Deutschland), 40 mg Pancuronium® (Delta-Select, Pfullingen,
Deutschland) und 60 mmol einer 7,45%igen Kaliumchloridldsung. Die angeschlossene

Sektion diente der Gewinnung des Knochenmaterials.
3.2.2. Herstellung der Blocke

Es wurden ca. 2 cm® groRe Knochenbldcke entnommen, die die region of interest (ROI)
einschloss. Die Praparate wurden zusatzlich sagittal nach Entfernung der
Osseosyntheseschrauben (Medartis® @ 2.0 mm, Lange: 10 mm, Basel, Schweiz) in

deren Verlauf geteilt.

Zur Konservierung wurden die zuvor entnommenen Knochenfragmente in einer
formaldehydbasierten Fixierung fiir Fluorochromlabellings® zwischen 10 und 14 Tagen
belassen. Ein Liter dieser Losung wurde aus 324 ml Formalin (37%), 540 ml Ethanol
(100%) und 130 ml Natrium-Barbital-Puffer (0,1 mol / pH = 7,3) bestehend aus 58,1 ml
Natrium-Barbital (2,06%) und 41,9 ml Salzsaure (0,1%) sowie 6 g Glucose hergestellt.

Das Formalin wurde ausgewaschen und mittels aufsteigender Alkoholreihe (70% / 80%
/ 90% / 96% Ethanol - Herbeta - Arzneimittel, Berlin, Deutschland) fur jeweils 7 Tage

wurde eine Entwasserung der Proben erreicht.

Darauf wurden sie 4 Stunden mit Xylol (J.T.Baker, Deventer, Holland) entfettet und flr

die Aufnahme der Acrylate vorbereitet.
Die Verarbeitung erfolgte ausschlielich in Polyethylen- oder Glasgefalien.

Die verwendeten Kunststoffkomponenten von Technovit® 9100 NEU (Heraeus Kulzer

GmbH & Co. KG, Wehrheim, Deutschland) eignen sich besonders gut fir die
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Darstellung nicht entkalkter Knochenpraparate im Dunnschnittverfahren. Die
Basislosung dieser Losung besteht aus Methylmethacrylat (die vor Losungsherstellung
durch eine Chromatographiesaule mit 50g Aluminiumoxid (Al.O3) entstabilisiert wurde)
und dem Zusatz eines Hydrophilierungsmittels. Dazu kommen Polymethylmethacrylat -
Pulver zur Absenkung des Polymerisationsschrumpfes sowie Harter 1 fur die
Peroxidverbindung. Harter 2, der Katalysator fur Harter 1, ist zudem der Regler fur eine

kontrollierte und niedrigtemperierte Polymerisation.

Die Immersion erfolgt in drei Stufen Uber die Prainfiltration (1 Tag) bis zur Infiltration
(7 Tage). Die Polymerisation erfolgt in vorgekuhlten Einbettformen bei 4°C fur die Dauer

von 4 Tagen.

Die ausgeharteten Proben wurden aus den Einbettformen gelést und mit Technovit®
3040 (Heraeus Kulzer GmbH & Co. KG, Wehrheim, Deutschland) gesockelt. Das
Trimmen der Priparate am Gerét Jean Wirtz Phoenix 3000°" (Firma Jean Wirtz GmbH
& Co KG, Ddusseldorf, Deutschland) mit Schleifpapier” (Merck, Darmstadt,
Deutschland) einer 80er Koérnung diente sowohl dem Beseitigen von Kanten als auch
dem Anpassen an die Fassung am Schneidegerat, um ein optimales Einspannen zu

gewahrleisten.
3.2.3. Herstellung von Schnitten

Die ersten Schnitte am Schneidegerat Leica RM 2255% (Leica, Nussloch, Deutschland)
wurden mit 100 pym Schichtdicke durchgeflhrt bis zum Erreichen der festgelegten
Schnittebene. Um das Messer und den Schnittblock zu befeuchten, wurde
Schneidefliissigkeit (1,5 ml Lifosan Soft® auf 50 ml Wasser)® (Braun AG, Sempach,
Schweiz) genutzt. Von jeder Probe wurden in Folge 14 Schnitte mit einer Schichtdicke
von 60 ym genommen und in die Mitte eines Objekttragers'®” (Paul Marienfeld GmbH &
Co.KG, Lauda-Kdénigshofen, Deutschland) positioniert. Um ein Austrocknen zu
verhindern, wurden sie mit 70%igem Ethanol (Herbeta - Arzneimittel, Berlin,
Deutschland) benetzt. Das Polymer wurde abschlieRend mit einer Streckflissigkeit
(30 ml 2-Butoxylacetat + 70 ml 70% Ethanol) aufgeldst, das Préaparat mit Kisolfolie'"
(Merck, Darmstadt, Deutschland) abgedeckt und ein Filterpapierstreifen'® (Sartorius
AG, Gottingen, Deutschland) dazwischen gelegt, der die Uberschissige Flissigkeit

aufnahm. Die Objekttrager wurden leicht gepresst gestapelt und 48 Stunden im
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Warmeautomaten Heraeus B6 (Heraeus GmbH, Hanau, Deutschland) bei 70 °C
getrocknet. Durch das Fluorochromlabelling der Praparate musste sehr sorgsam mit
den Blocken und Schnitten umgegangen werden, da diese aullerst lichtempfindlich
sind. Zum Schutz vor einer direkten Lichteinstrahlung erfolgte die Lagerung verpackt in

Aluminiumfolie, um ein Ausblassen der Fluoreszenzen zu vermeiden.
3.2.4. Farbungen

Zunachst wurde eine Ubersichtsfarbungen pro Praparat zur Darstellung des Gewebes
und seinen Veranderungen angefertigt. Dazu wurden die beschichteten und
getrockneten Objekttrager dreimal fur 20 Minuten mit 2-Methoxyethylacetat (MEA)
entplastet, in einer absteigender Alkoholreihe (96% / 90% / 80% / 70% Ethanol -
Herbeta - Arzneimittel, Berlin, Deutschland) rehydriert und abschlielfend mit Aqua
bidest. gespult. Durch eine kurzzeitige Farbung dringt die Farbelésung nur in die oberen
Zellschichten ein (15 pm) und eine Uberlagerung der gefarbten Schichten wird
verhindert. Die restlichen Schnitte wurden belassen, lichtgeschutzt verpackt und dienten

der Auswertung der Fluoreszenzmarkierung unter dem Mikroskop.

Ubersichtsfarbung nach Masson-Goldner-Trichrom 3" 14 19" 16°

Abbildung 3: Biopsie Praparat OK mit Membran Masson-Goldner-Trichromféarbung,
Ubersichtsfirbung (x 10)
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O ortsstindiger Knochen

Bei dieser Farbung wurde nach der Spulung in Aqua bidest. der Farbekorb fur drei
Minuten in Weigerts-Eisenhamatoxylin™" (Waldeck GmbH & Co. KG, Minster,

Deutschland) eingetaucht. Danach wurde der Korb fir 10 min. mit flieRendem
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Leitungswasser umspiilt, in Saurefuchsin-Ponceauldsung™ (Dr. K. Hollborn & Séhne,
Leipzig, Deutschland) fur 5 min. belassen und mit 1% iger Essigsaure gespdult. Nach 15
min. in Phosphormolybdén-saure-Orange-G'®" (Merck, Darmstadt, Deutschland)
schloss sich ein kurzes Eintauchen in Essigsaure 1% an. Die Praparate wurden 8 min.
in Goldner-Lésung 11l Lichtgriin®®” (Waldeck GmbH & Co. KG, Miinster, Deutschland)
gefarbt. Danach wurde erneut 1%ige Essigsaure zum Spulen verwendet. Um den
Farbevorgang zu beenden, wurde mit aufsteigender Alkoholreihe dehydriert, mit Xylol
(J.T.Baker, Deventer, Holland) entfettet und mittels Vitroclud® (R. Langenbrinck,
Emmendingen, Deutschland) der Objekttrager'® (Paul Marienfeld GmbH & Co.KG,

Lauda-Konigshofen, Deutschland) mit einem Deckglas abgedeckt.
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3.3. Digitales Bildanalysesystem

Die Analyse teilte sich in zwei Abschnitte: erstens die Bestimmung der
Knochenneuformationsrate mittels polyfluorochromer Sequenzmarkierung und zweitens
die Bestimmung der Resorptionsrate mit eingescannten, nach Masson-Goldner-

Trichrom gefarbten Schnitten.

3.3.1. Fluoreszenzmikroskopie

Jeweils das Praparat, bei dem alle drei Fluoreszenzbanden deutlich zu erkennen
waren, wurde ausgewahlt und direkt vom Objekttrager'® (Paul Marienfeld GmbH &
Co.KG, Lauda-Kénigshofen, Deutschland) unter dem Mikroskop betrachtet.

Ziel der fluoreszenzmikroskopischen Auswertung war die quantitative und qualitative
Beurteilung der Knochenneubildungsrate (KNR) im Transplantat. Bei der
Dokumentation war darauf zu achten, dass der VergroRerungsfaktor des Objektivs mit
dem des Programmes ubereinstimmt, dadurch erschien die angezeigte Strecke bereits
in  Mikrometer (um) umgerechnet, die der KNR des jeweiligen dreiwochigen
Zeitintervalls entsprach. Zusatzlich wurde die Strecke von Xylenolorange zu Alizarin
ermittelt, um die KNR des gesamten Beobachtungszeitraumes bestimmen und die
Breite der Calceingrinbande berechnen zu konnen. Die Bestandaufnahme erfolgte
jeweils zu drei unterschiedlichen Zeitpunkten an drei verschiedenen Praparatstellen.
Die Fluoreszenzbanden wurden an Praparaten mit 10-facher VergroRerung in dem
Bereich vermessen, der an die Schraubenkanale der  entfernten
Osteosyntheseschrauben angrenzte. Sie wurden ausschlieBlich in  einem
abgedunkelten Raum und nur mittels spezieller Filter'®" fir Xylenolorange (TYP 14),
Calceingrin (TYP 09) und Alizarin (TYP 02) unter dem Mikroskop betrachtet. Die
Fluoreszenzschnitte wurden mittels Zeiss Mikroskop (Axiophot, Gottingen,

)" und einer Digitalkamera (AxioCam MRc5, Géttingen, Deutschland)'®’

Deutschland
unter Verwendung eines Filtersystems aufgenommen. Jede Fluoreszenzmarkierung
wies einen anderen Anregungsbereich auf. Die Analyse wurde mit dem Filterblock
FITC' (Leica, Bensheim, Deutschland) bestehend aus Anregungsfilter (Bandpassfilter
G - 450-490 nm), dichromatischem Strahlteiler (Reflexionskurzpassfilter FT - 510 nm)
und Sperrfilter (Langpassfilter LP - ab 520 nm) durchgefuhrt. Der wichtigste Zusatz des

Mikroskops ist der dichromatische Strahlteiler, der kurzwellige Strahlen (< 510 nm) des
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Anregungslichtes von der Lichtquelle zu Objektiv und Praparat reflektiert, wahrend
Fluoreszenzstrahlen langerer Wellenlange (> 510 nm) zum Betrachter bzw. zur Kamera
reflektiert werden. Der Sperrfilter absorbiert das blaue Licht mit der
Anregungswellenlange (siehe Abbildung 4). Die Sensitivitat dieser Methode ist sehr
hoch, nur die ausgesendeten Strahlen der zulassigen Wellenlange werden als

leuchtende Punkte registriert. (Herman 1989b)

Abbildung 4: schematischer Aufbau des Fluoreszenzmikroskops (optische und elektronische
Gerate Jiilich GmbH, Bonn, Deutschland)
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Jede Fluoreszenzbande hatte eine charakteristische Farbe. Xylenolorange stellte sich
rotorange dar, Calceingrin leuchtend grun und Alizarin leuchtend rot. Ein optimales
Ergebnis wird erreicht, wenn alle Filter fur ein Fluorochrom exakt aufeinander

abgestimmt sind.

Mit jedem Filter wurde eine der drei Banden sichtbar gemacht und als
»,mehrdimensionales Bild“ im AxioVision-Rel.4.6-Programm (Carl Zeiss, Gottingen,
Deutschland) zusammengesetzt (wie in Abbildung 5 erkennbar). Bei sehr starker
Fluoreszenz konnte mit dem Filter TYP 02 ein ,Livebild“ angefertigt werden, bei dem

alle drei Banden sichtbar und zu unterscheiden waren.

Abbildung 5: Gallery Fluoreszenzmarkierung, Praparat UK ohne Membran (x 20)

I Xylenolorange

Calceingriin
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3.3.2. Evaluation der Knochenneuformationsrate mittels Fluoreszenz-

markierung

Die Messung der Knochenneuformation erfolgte anhand der fluoreszenzmarkierten
Wachstumslinien in 10-facher VergrofRerung, die durch spezielle Filter sichtbar gemacht
wurden.

Mit Hilfe des AxioVision-Rel.4.6-Programmes (Carl Zeiss, Gottingen, Deutschland)
wurden die Fluoreszenzbanden der histologischen Praparate gemessen. Die
gemittelten Werte wurden zur statistischen Analyse verwendet. Flr die Berechnung der
durchschnittichen KNR wurden zundchst die Mittelwerte aller Ober- und
Unterkieferpraparate ohne spezielle Berlcksichtigung der Membranverwendung
zusammengefasst und der Mittelwert gebildet. Gemessen wurde die KNR im Bereich
der Schraubenkanale der Osseosyntheseschrauben, wie die gelbe Markierung in
Abbildung 6 zeigt.

Abbildung 6: Vorgehen der Messung, Praparat UK mit Membran (x 10)

% Schraubenkanal der Osteosyntheseschraube
Bereich der Messung

Im ersten Abschnitt wurde der Abstand von Xylenolorange zu Calceingrin
(3. bis 5. Woche = t1) markiert, im zweiten der Abstand zwischen Calceingriin und
Alizarin (6. bis 8. Woche = t2).

Exemplarisch werden in den Abbildungen 7 und 8 die Messwerte der
Knochenneuformationrate in um entsprechend des jeweils dreiwdchigen Zeitintervalls
demonstriert. Um die Abstande zwischen den Fluoreszenzbanden zu erfassen, wurden

Anfang- und Endpunkt von Xylenolorange zu Calceingrin und von Calceingrin zu
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Alizarin markiert und als Strecke in dem voreingestellten System des AxioVision-
Rel.4.6-Programmes (Carl Zeiss, Goéttingen, Deutschland) angezeigt, wie Abbildung 7
zeigt. Das Wachstum des gesamten Zeitraums (3. bis 8. Woche = t3) ergibt sich unter

Berucksichtigung der Breite der Calceingrinbande, siehe Abbildung 8.

Abbildung 7: Beispiel der Messung der Fluoreszenzbanden, Praparat OK ohne Membran (x 10)

I Xylenolorange
Calceingriin

| <} Alizarinrot

Abbildung 8: Auswertung der Fluoreszenzmarkierung unter Beriicksichtigung der Breite der
Calceingrinbande, Praparat UK ohne Membran (x 10)

I Xylenolorange

Calceingriin
=] Alizarinrot
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3.3.3. Bestimmung der Knochenresorptionsrate

Von den nach Masson-Goldner-Trichrom gefarbten Schnitten wurde ein digitales,
eingescanntes Bild in 40-facher Vergrolierung erzeugt und auf einer externen
Festplatte?®” (Freecom Technologies GmbH, Berlin, Deutschland) gespeichert. Dieses
Bild wurde zur Dokumentation der Resorptionsrate im ScanScopeProgramm (Aperio

Technologies, Vista, Kanada) hochgeladen und ausgewertet.

Zur Messung der Knochenresorptionsrate wurden ausschlieRlich Praparate verwendet

die nach Masson-Goldner-Trichrom angefarbt wurden.

Die Bestimmung der Knochenresorptionsrate des Transplantates erfolgte anhand der
Grolle des Augmentates 12 Wochen post augmentationem, die mit Hilfe des im
ScanScope-Programm (Aperio Technologies, Vista, Kanada) voreingestellten Lineals
ausgemessen wurde. Wie Abbildung 9 zeigt, wurden die Augmentate in um an je drei
verschiedenen Stellen zu drei unterschiedlichen Zeitenpunkten markiert. Um detaillierte
Messungen durchzufihren, musste das Bild konvertiert, mit dem AxioVision-Rel.4.6-
Programm (Carl Zeiss, Gottingen, Deutschland) gedffnet und bearbeitet werden.

Die Resorptionsrate errechnet sich durch Subtraktion der Hohe des Augmantats nach
12 Wochen von der Ausgangshohe des Augmentates, die bei der Operation zur

Augmentation bestimmt wurde.

Abbildung 9: Auswertung der Farbung nach Masson-Goldner-Trichrom, Praparat UK mit
Membran (x 40)

4+ resorbiertes Augmentat

% Restaugmentat ,
nach 12 Wochen ) o S

© ortsstindiger Knochen ; i e
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3.4. Statistische Analyse

Die gespeicherten Daten aus dem Tabellenkalkulationsprogramm Microsoft Excel 2007
(Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA) wurden in das Statistikprogramm SPSS
17.0.2 und SAS V9.1 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) ubertragen. Es wurde eine
deskriptive Analyse durchgefihrt, da die Normalverteilungsvorraussetzung fur die zu
analysierenden Variablen nicht erfullt war. Kdnnen Daten mathematisch nicht bewiesen
werden, ist das Verfahren mit Monte-Carlo-Studien hilfreich. In diesem Fall wird der
empirische Beweis Uber eine groRe Anzahl generierter Stichproben geliefert. Diese

Studienvariante fand auch in der vorliegenden Arbeit ihre Anwendung.

Fir die statistische Auswertung wurden Tests erhoben:

* Wilcoxon Signed Rank Test
* Mann-Whitney-U-Test

Der Wilcoxon Signed Rank Test wurde in dieser Studie verwandt um mdogliche
Unterschiede hinsichtlich der Knochenneuformationsrate und Resorptionstendenzen im
zeitlichen Verlauf zu evaluieren (abhéangige Parameter). Zur Uberprifung unabhangiger
Parameter hinsichtlich der Membranverwendung bezogen auf die augmentierte Region
wurde der Mann-Whitney-U-Test zu Rate gezogen. Zur Untersuchung abhangiger und
unabhangiger Parameter in einem gemeinsamen Modell erfolgte die zweifaktorielle

parameterfreie Varianzanalyse longitudinaler Daten. (Brunner et al. 2002)

Durch diese Verfahren wird die Signifikanz von Mittelwertdifferenzen getestet. Als

signifikant wurde der Wert P < 0.05 festgelegt.
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4. Ergebnisse
4.1. Versuchstiere

Das allgemeine Befinden der Tiere war zu allen Zeitpunkten der Untersuchung ohne
Besonderheiten. Allerdings reagierte eines der Tiere aus dieser Versuchsgruppe
(Nummer 6) auf den Wirkstoff Alizarin, da die Markierung bei Versterben des Tieres
aber bereits abgeschlossen war, konnte das Praparat zur Bestimmung der

Knochenneuformationsrate, nicht aber zur Resorptionsauswertung verwendet werden.

In der vorliegenden Studie wurden 6 Schweine operativ versorgt. Jeweils 12 Kiefer
wurden nach der autologen Augmentation mit einer Membran abgedeckt. Bei den
anderen 12 Kiefern wurde eine reine Periostabdeckung der autologen Transplantate
durchgefuhrt.

Bei einem Schwein kam es zur vollstandigen Resorption aller 4 Augmentate, bei drei
Schweinen resorbierten 2 und bei einem Schwein 3 Augmentate vollstandig.
Demzufolge konnte insgesamt bei 5 Schweinen mit 13 Augmentaten (7 mit Membran,

6 ohne Membran) keine Auswertung erfolgen.
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In die histologischen Auswertung kamen somit 11 Praparate (5 mit Membran,

6 ohne Membran) verteilt auf finf Schweine. (siehe Tabelle 3)

Schwein Region links Wl Fﬂitsovlvoegriticnge
rechts .

N
re + nein

2 (:: ":‘:3 ) nEn
re nein

li + ja

I i e -
re - ja

. L e L
K e men
R S —
- o . nein

l nein

e e o R
UK re ja
Membran: - = nicht vorhanden

+ = vorhanden

Tabelle 3: Verteilung der Bio-Gide-Pro® - Membran auf die Schweinekiefer. Vorzeitig

verlorengegangene Augmentate wurden nicht histologisch untersucht.
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4.2. Knochenneuformationsrate

Die KNR wurde anhand der polyfluorochromen Sequenzmarkierung untersucht.

Fir den ersten Abschnitt der dritten bis funften Woche (t1) konnte eine durchschnittliche
KNR von 1,09 ym (0,99 - 1,21 um) am Tag ermittelt werden. In der sechsten bis achten
Woche (t2) ergaben sich Werte von 0,72 um (0,66 - 0,83 um) KNR pro Tag. Das ergab
eine durchschnittliche KNR aller Praparate fur den gesamten Zeitraum (t3) von 1,94 ym
(1,65 - 2,04 pm) taglich. Das grofRte Wachstum zeigte sich jeweils bei t1.

Unter Verwendung der Prototyp-Kollagenmembran waren es im ersten Zeitraum (t1)
1,09 um (0,85 - 1,26 ym) und im zweiten (t2) 0,71 um (0,51 - 0,88 um), das ergibt eine
durchschnittliche KNR unter Membranverwendung von 2,04 um taglich (t3). (Tabelle 4)

. links Abstand Abstand
Schwein = Region Membran Xylenolorange zu = Calceingrin zu
rechts Calceingrin [um] Alizarin [um]

OK li - 50,67 33,96
1 re + ° °
UK i - i i
re + ° °

OK li 33,84 21,59
2 re i ° °

UK li 46,87 26,97
re o o

li + 45,07 27,81

5 OK re i 47.13 33,32

UK li + 53,06 36,98

re - 51,28 34,43
OK L - i i
4 re + o o
|i - o o
UK e " o o

li - 42,02 30,76

5 OK re + 35,75 21,45
li - ° °
UK o " o o
li ° °

6 i re + 47,46 30,47
|i (o] o

I re 48,2 32,79

° = Augmentatverlust
Membran: - = nicht vorhanden
+ = vorhanden

Tabelle 4: Parameter des Knochenwachstums mittels Fluoreszenzmarkierung
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4.2.1. Knochenneuformationsrate im Ober- und Unterkiefer

In Tabelle 5 sind die durchschnittichen Knochenneuformationsraten bezogen auf die

Lokalisation aufgefuhrt.

Die statistische Analyse der KNR ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen

Oberkiefer und Unterkiefer (P = 0.37) Uber die Zeit.

mean KNR in [um]
Region Membran 3.-5.Woche 6.-8. Woche | 3.-8.Woche
(t1) (t2) (t3)
ja 44 85 29,68 81,26
Oberkiefer
nein 41,85 27,58 73,81
ja 50,63 34,89 90,49
Unterkiefer
nein 49,08 30,7 84,81
Mittelwert 45,85 30,23 81,33

Tabelle 5: Knochenneuformationsrate in Abhangigkeit der Lokalisation

Im  Oberkiefer
durchschnittiche KNR von 77 uym (58,76 - 89,89 um) ermittelt, das entspricht einer
taglichen Rate (t3) von 1,83 um.

Bei

Knochenneuformationsrate innerhalb der Oberkieferproben wahrend des zweiten

wurde ohne Berlcksichtigung der Membranverwendung eine

der  Auswertung zeigte sich aber eine  signifikant  geringere
Beobachtungszeitraumes (t2) im Vergleich zum ersten Zeitraum (t1) (P = 0.015).

Im Unterkiefer wurde unabhangig von der Membranabdeckung eine durchschnittliche
Knochenneuformationsrate von 87,65 pym (78,61 - 94,02 um), folglich 2,09 pm taglich
(t3) dokumentiert.

Im Unterkiefer zeigte die KNR der Praparate im Vergleich zwischen den beiden
Beobachtungszeitraume (t1 zu t2) keinen signifikanten Wert (P = 0.119).

Die statistische Auswertung zeigte wahrend des gesamten Beobachtungszeitraumes
(t3) aller Transplantate in Ober- und Unterkiefer keinen signifikanten Unterschied

hinsichtlich der KNR bezogen auf die Membranverwendung (P = 0.58).
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4.2.2. Dehiszenzhaufigkeit

Alle Dehiszenzen wurden innerhalb der ersten funf Tage postoperativ dokumentiert. In
19 (10 im Oberkiefer, 9 im Unterkiefer) (79,2%) von 24 Kieferhalften traten Dehiszenzen
nach dem operativen Eingriff auf. Davon waren 11 mit Membran- und 8 ohne Membran-
abdeckung. Sie fuhrten in 13 Fallen sogar zum vollstandigen Augmentatverlust. Das
entspricht einer Dehiszenzhaufigkeit mit Membranabdeckung von 45,8% und ohne

Membranabdeckung von 33,3%.

Bezogen auf die Loklisation waren 41,7% der Dehiszenzen im Oberkiefer zu
verzeichen, davon 60% (6 von 10) mit Membranabdeckung und 40% (4 von 10) mit

Periostabdeckung.

Im Unterkiefer traten Dehiszenzen bezogen auf die Lokalisation zu 37,5% auf, davon
55,6% (5 von 9) mit Membranabdeckung und 44,5% (4 von 9) mit Periostabdeckung.

Die folgende Tabelle 6 zeigt die durchschnittiche Knochenneuformationsrate der
dehiszenten Bereiche Uber die Zeit im Vergleich zu den nicht dehiszenten Bereichen.

Ein statistischer Unterschied lag nicht vor (P = 0.79)
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_ links KNR in [um] mit Dehiszenz
Schwein = Region e Membran @ Dehiszenz 3.5 Woche | 6.-8. Woche
(t1) (t2)
OK li - + 50;67 33;96
re +
1 Ii - o o o
UK re + o o o
OK li - 33(,)84 21;59
2 i -
UK li - 46;87 26;97
re
li + + 45,07 27,81
5 OK re i n 4713 33.32
UK li + - 53,06 36,98
re - - 51,28 34,43
|i - o] o o
s [ : ; :
UK re + o] o o
li - - 42,02 30,76
5 OK re + + 35,75 21,45
Ii - o o o
UK re + o o o
|i o o o
OK
6 rﬁ: + + 47;46 30(,,47
L e ¥ 482 32.79
KNR Mittelwert (pro Tag) an Transplantaten mit 48,35 (2.3) 28,28 (1,3)
Dehiszenz

° = Augmentatverlust
Membran: - = nicht vorhanden
+ = vorhanden
Dehiszenz: - = nicht vorhanden
+ = vorhanden

Tabelle 6: Knochenneuformation in Abhangigkeit auftretender Dehiszenzen
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4.3. Evaluation der Resorption

In dem

12-wochigen

Beobachtungzeitraum zeigt

sich eine durchschnittliche

Transplantatresorption aller Praparate von 85,2% (71,8 - 96%).

4.3.1 Resorption in Ober- und Unterkiefer

Im Vergleich

zwischen

Ober-

Membranverwendung wurden

und Unterkiefer

folgende durchschnittlichen

OK: 84,9% (71,8 - 91%) und UK: 85,4% (78 - 96%).

ohne Berucksichtigung der

Werte dokumentiert:

Mit dem Mann-Whitney-U-Test wurde die Lokalisation (OK/UK) zur Resorptionsrate

wahrend des 12-wochigen Beobachtungszeitraumes ausgewertet. Es gab keinen
signifikanten Unterschied (P = 0.109).

In der folgenden Tabelle sind die Werte der Resorptionen zusammengefasst.

Augmentat-

. Augmentat- p Resorption
| links hohe 0o der Hhe
Schwein | Region Membran ochen

rechts in [cm] in [cm] in [cm] | in [%]
1 OK li - 1,5 0,42 1,08 @ 71,8

2 OK li - 1 0,09 0,91 91

UK li - 1 0,04 0,96 96

OK li + 1 0,17 0,83 83
3 re - 0,9 0,12 0,78 | 86,7
UK li + 0,95 0,13 0,82 86,3

re - 1 0,22 0,78 78

4 o o o o o o o

li - 1 0,11 0,89 89

OK T re n 1 0,11 0,89 | 89
6 OK re . 0,8 0,13 0,67 @ 83,8
UK re 0,8 0,15 0,65 @ 81,3

° = Augmentatverlust
Membran: - = nicht vorhanden

Tabelle 7: Resorption in Abhangigkeit der Lokalisation
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4.3.2. Einfluss der Membran auf die Resorption im Vergleich zwischen Ober-

und Unterkiefer

Die durchschnittliche Resorptionsrate in den Biopsien mit Membranabdeckung betrug
84,5% (83 - 89%). In den Biopsien mit Periostabdeckung war eine Resorption von
85,8% (71,8 - 96%) zu verzeichnen.

Im Oberkiefer traten unter Verwendung der Membran hohere Resorptionen auf 88,49%
(83 - 89%) als ohne Membranverwendung 82,6% (71,8 - 91%). Bezogen auf den
Unterkiefer hingegen werden geringere Resorptionsraten unter Membranverwendung
gemessen 83,8% (81,25 - 86,3%) als mit Periostabdeckung 87% (78 - 96%).

Die Verwendung der Prototyp-Kollagenmembran hatte keinen signifikanten Einfluss auf
die Resorption im Unter- und Oberkiefer (P = 0.792).

4.3.3. Vergleich der Resorptionsrate zwischen Periost- und Membran-

abdeckung bei auftretenden Dehiszenzen

Die durchschnittliche Resorptionsrate lag unabhangig von der Lokalisation bei
Dehiszenzen unter Periostabdeckung bei 79,3% und unter Membranverwendung bei
84,3%. Die Werte sind in Tabelle 8 dargestellt.

links Resorption
_ der Hohe
Schwein | Region Membran | Dehiszenz
rechts in [cm] in [%]
1 OK li - + 1,08 71,8
li + + 0,83 83
3 oK e 5 n 078 867
4 o o o o o o
5 OK re + + 0,89 89
6 OK re + + 0,67 83,8
UK re T 0,65 81,3
° = Augmentatverlust
Membran: - = nicht vorhanden

+ = vorhanden
Dehiszenz: + = vorhanden

Tabelle 8: Resorptionsrate bei vorhandenen Dehiszenzen
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5. Diskussion
5.1. Diskussion der Methodik
5.1.1. Gesteuerte Knochenregeneration (GBR)

Im Zuge der gesteuerten Knochenregeneration mit Membranen werden sowohl nicht-
resorbierbare (e-PTFE, Gore-Tex®), als auch resorbierbare Materialien (Bio-Gide®)
verwendet. Nicht-resorbierbare Membranen mussen wieder entfernt werden, wodurch
der neugebildete Knochen freigelegt wird. Das kann zu starkeren Resorptionen fuhren
(Pfeifer 1965), in diesem Zusammenhang stehen auch Membranexpositionen. (Lang et
al. 1994) Resorbierbare Membranen sind der Uberlegene Lésungsansatz (Hutmacher
und Huarzeler 1995), sie bestehen aus einem Faserprotein, das L-4-Hydroxyprolin und
eine Triplehelix aufweist. Dadurch wird es ausgezeichnet in das Gewebe integriert, die
Wundheilung beschleunigt und das Blutkoagulum stabilisiert. (Joos 1985, Hutmacher
und Hurzeler 1995) Naturliches Kollagen tierischen Ursprungs wird genutzt, da es den
Heilungsprozess fordern soll. (Cornelini et al. 2004) Die nach Hardwick notwendigen
Anforderungen an resorbierbare Membranen werden von der Bio-Gide-Pro® - Membran
erfullt. (Hardwick et al. 1994) Das Problem der Antigenitdt bei xenogenen
Kollagenpraparaten wurde durch Qualitatskriterien laut Hersteller geldst. Die in der
Studie verwendete Bilayermembran Bio-Gide-Pro® (Biomaterials - Geistlich, Wolhusen,
Schweiz) wies eine experimentell chemische Quervernetzung auf und sollte durch ihr
interkonnektierendes Porensystem den operativen Eingriff erleichtern und die Heilung
beschleunigen. (Rothamel et al. 2004) Die adhasive Membran sollte eine
Barrierefunktion zwischen schnell profilierendem Bindegewebe und langsam

profilierendem Knochen garantieren.

Rothamel et al. untersuchten unter anderem die native Bio-Gide® - (BG) mit einer
einfach, dreifach und vierfach mittels zero-length-Technik quervernetzten Bio-Gide® -
Kollagenmembran (VN1, VN2 und VN3) in-vitro sowie in tierexperimentellen Studien an
40 Wistar-Ratten. Die Studienergebnisse bezogen sich ausschlieBlich auf die
Membraneigenschaften. Es wurde gezeigt, dass die chemisch experimentelle
Quervernetzung des nativen porkinen Typ | - und Il - Kollagens vergleichbare oder
sogar bessere Ergebnisse gegenuber des urspringlichen nativen Kollagens hinsichtlich

Biokompatibilitdt, Gewebeintegration und Vaskularisation erzielte trotz der verstarkt
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auftretenden Entzundungsreaktion bei dessen Abbau. Die Membran zeigte verlangerte
Degradationszeiten, was den Schluss zuliel3, dass diese chemische Quervernetzung zu
einer Resorptionsverlangsamung fuhrte. Die Resorptionsstabilitdt konnte abhangig vom
Vernetzungsgrad (VN1 < VN2 < VN3) gesteigert werden. Nach dieser Studie wird der
Bio-Gide-Pro® - Kollagenmembran eine Resorptionszeit zwischen vier und acht Wochen
zugesprochen. Zusatzlich wurde beim Abbau der Membran eine Fremdkorperreaktion
durch verstarktes Einwandern mehrkerniger Riesenzellen festgestellt, die die
Gewebeintegration des Materials beeinflusste. (Rothamel et al. 2004) Die Exposition
der quervernetzten Kollagenmembran fiel in der vorliegenden Studie mit 58,3%
vergleichsweise hoch aus. Die Ergebnisse der zeitgleich durchgefuhrten
tierexperimentellen Studie am Gottinger Minischwein mit avaskularer Fibula lieferte
sogar eine Membranexposition von 100%. Der Vergleich mit anderen
tierexperimentellen Studien am Groldtier kann nicht gefuhrt werden, da die Studie in
Vorbereitung einer moglichen Markteinfuhrung fur den humanen Bereich stattfand und

nach den Ergebnissen auf weitere Tierstudien verzichtet wurde.

In einer humanen Studie von Becker et al. wurde an Dehiszenzdefekten eine native
(BG) mit einer chemisch quervernetzten Kollagenmembran (VN) verglichen, die Art der
Quervernetzung war identisch zur verwendeten Membran der vorliegenden Studie. Die
vierwdchigen Untersuchungen ergaben, dass die VN-Membran der BG-Membran in
Bezug auf die Knochenregeneration gleichwertig ist. Die quervernetzte
Kollagenmembran zeigte eine signifikant erhohte Entzindungsreaktion, die im Fall einer
vorzeitigen Exposition dafur verantwortlich zu sein schien, dass die Weichteilheilung
beeintrachtigt wurde oder diese sogar zu einer Wundinfektion fuhrte. (Becker et al.
2009) Schwarz et al. (Dusseldorf) postuliert sogar: ,Quervernetzung verhindert
Gewebeintegration®. In diesem Zusammenhang steht, dass ausgepragte Expositionen
und persistierende Entzindungen die Knochenregeneration beeinflussen. (Schwarz et
al. 2004, Rothamel et al. 2004) In der Arbeitsgruppe um Lang et al. wurden in einer
humanen Studie quervernetzte mit nativen Geistlich Bio-Gide® - Membranen an
unterschiedlich groen Kieferdefekten Uber einen Zeitraum zwischen 6 und 8 Wochen
verglichen. Bei den quervernetzten Kollagenmembranen war eine hdhere Frequenz von
Expositionen ohne Spontanheilung zu verzeichnen. Die Art der Quervernetzung erfolgte

im Gegensatz zur untersuchten Membran der vorliegenden Studie durch
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selbstverstarkte Polyglykolsaure, ein Vergleich ist daher nicht mdglich. (Lang et al.
1994)

Die tierexperimentellen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sollten die hypothetisch
getroffenen Aussagen von Rothamel et al. Uberprifen und die Eignung der chemisch
quervernetzten Prototyp-Kollagenmembran durch Anwendung im GBR-Verfahren mit
Verwendung von Fullkérpern (autologer Knochen) untersuchen. Trotz der in-vitro und
in-vivo am Kleintier ermittelten gesteigerten Resorptionsstabilitat brachte die Membran
am Groltier weder hinsichtlich der Knochenneuformation, noch der Resorption oder der
Dehiszenzhaufigkeit einen statistisch signifikanten Vorteil gegenuber der reinen

Periostabdeckung.
5.1.2. Tiermodell

Um die Problematik hinsichtlich kraniofazialer Knochendefekte darstellen zu koénnen,
sollte ein Tiermodell verwendet werden, welches ein ideales Verhaltnis zwischen
KorpergroRe und -gewicht aufzeigt (Beglinger et al. 1975) und hinsichtlich des
Knochenstoffwechsels (trabekulare und kortikale Umbauprozesse eingeschlossen) und
der Knochenstruktur eine sehr groe Ahnlichkeit zum Menschen aufweist. (Thorwarth et
al. 2005) Das Gottinger Minischwein schien fur die geplanten Eingriffe besonders
geeignet, auch wegen der Vergleichbarkeit mit anderen Studien, v.a. der von Olsen et
al., bei der in erster Linie durch das Auftreten ausgepragter Dehiszenzen und
Implantatverluste die Infektresistenz beim Gottinger Minischwein kritisch untersucht
wurde. (Olsen et al. 2004) Die Tiere konnten in Gruppen gehalten werden, da
ausschlieBlich weibliche Schweine untersucht wurden. Das ermoglichte sowohl
Bewegungsfreiraum als auch sozialen Kontakt zu Artgenossen. (Pearce et al. 2007)
Weitere Vorteile waren die helle Haut mit sparlicher Behaarung, die leicht zuganglichen
Ohrvenen (Pearce et al. 2007), die unkomplizierte Heilung sowie die Indolenz nach
chirurgischen Eingriffen. Es konnte ein ahnliches Instrumentarium wie beim Menschen
verwendet werden, zudem ist die Biomechanik vergleichbar. (Wissing et al. 1990)
Hervorzuheben ist, dass auch bei geringer Fallzahl eine Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse mdglich ist (Honig und Merten 1993, Pearce et al. 2007), selbst bei der
Reduktion aufgrund von Dehiszenzverlusten auf 11 Proben wie in der vorliegenden
Studie ist diese zulassig. In anderen Tierversuchsstudien sind Versuchsgruppen mit bis

zu 15 Tieren zu finden, die Anzahl der untersuchten Proben Ubersteigt aber selten die
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der vorliegenden Studie, da vorwiegend in einem Kiefer augmentiert wurde.
(Schliephake und Aleyt 1998, Kirchhoff et al. 2011) Die Haltung der Tiere war
unkompliziert, kostengunstig und vor allem die Infektionsresistenz sprach fur dieses
Versuchstier. Gegen den letzten Aspekt sprach indes die Studie von Olsen et al., die in
ihren Untersuchungen mit nativen Kollagenmembranen ausgepragte Dehiszenzen
feststellten. (Olsen et al. 2004) Auch in der vorliegenden Studie zeigten sich bei den
Befundkontrollen ausgedehnte Dehiszenzen, die in 54,1% (13 von 24) der Falle zu
einem vollstandigen Transplantatverlust fuhrten. Bei den verbliebenen und histologisch
untersuchten 11 Praparaten traten in 6 Fallen (54,6%) eine Dehiszenz auf, zwei Drittel
davon waren membranaugmentiert (4 von 6). Als Ursachen werden das chirurgische
Vorgehen, die lokale mechanische Reizung, das postoperative Verhalten der Tiere und
die experimentell chemische Quervernetzung der Kollagenmembran selbst angesehen.
Wegen der fehlenden Mundhygiene wurde eine dreiwdchige Antibiotikatherapie
verordnet. Diese diente nicht nur dem Infektionsschutz, sondern sollte zusatzlich das
erfolgreiche Einheilen sichern. Um die mechanische Belastung auf die Transplantate so
gering wie moglich zu halten, wurden die Tiere vier Wochen mit weicher Kost gefuttert
und auf Stroh in den Gehegen verzichtet. Diese Mallnahmen sollten sowohl interne als
auch externe Prozesse auf die Wundheilung minimieren und ein reprasentatives
Resultat der geschlossenen Transplantatheilung simulieren. Als Nachteil ist das
teilweise angstliche und aggressive Verhalten der Tiere anzufihren und dass der
Umgang mit Schweinen als Versuchstiere schwieriger ist als bei Ziegen oder Schafen.
(Pearce et al. 2007) Dass auch das Versuchstier (Gottinger Minischwein) eine potentiell
mogliche Ursache fur auftretende Dehiszenzen darstellt, kann nicht ausgeschlossen
werden. Schafe stellen laut Wissing ein vergleichbar, alternatives Versuchsmodell dar,
jedoch die kndcherne Feinstruktur und die Gefalsituation sind verglichen mit dem
Menschen sehr unterschiedlich. Kaninchen koénnen aufgrund des kleineren
Verhaltnisses zwischen KorpergrofRe und -gewicht im Vergleich zum Schwein und der
sehr schnell ablaufenden knéchernen Regeneration ebenfalls nicht als Modell fur die in
der Studie untersuchte Indikation verwendet werden. Hunde zeigten in Untersuchungen
grolle Schwankungen wahrend der Knochenregeneration und eine hohe
Infektanfalligkeit. Ratten besitzen kein Haverssches Remodeling und sind fur die
Beurteilung der Knochenneuformation im kortikalen Knochen auch eher ungeeignet.
(Wissing 1990)
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5.1.3. Polyfluorochrome Sequenzmarkierung

Eine bewahrte Methode die Knochenneuformation im Tierversuch zu ermitteln, ist die
polyfluorochrome Sequenzmarkierung, die seit den siebziger Jahren ihre Anwendung
findet. (Rahn 1976) Die drei in dieser Studie verwendeten Fluorochome Xylenolorange,
Calceingrun und Alizarin waren unter Verwendung ihrer jeweiligen Filter mikroskopisch
meist gut voneinander zu unterscheiden und die Abstadnde zwischen den einzelnen
Banden problemlos zu ermitteln. In den drei Fallen, als Xylenolorange und Alizarin nicht
optimal erkennbar waren, wurde der Filter TYP 02 zur Beurteilung im sogenannten
,Livebild“ verwendet. Ob die Qualitat der mehrdimensionalen Bildaufnahme mit einer

Anderung der Anregungsfilter zu optimieren ist, gilt es zu prifen.
5.2. Diskussion der Ergebnisse

In der vorliegenden Studie an Goéttinger Minischweinen wurde versucht herauszufinden,
ob sich das Heilungs- bzw. Resorptionsmuster mit der Auflage einer quervernetzten
resorbierbaren Prototyp-Kollagenmembran (Bio-Gide-Pro®) auf ein avaskuldres
Beckenkammtransplantat beeinflussen lasst. Dazu sollen zunachst die Fragestellungen

beantwortet werden.
Verwendung der Bio-Gide-Pro® - Kollagenmembran bezogen auf:

5.2.1. Die Knochenneuformationsrate nach Augmentation:
Oberkiefer

Unterkiefer
5.2.2. Die Resorptionsrate nach 12 Wochen
Oberkiefer

Unterkiefer

5.2.3. Die Dehiszenzenhaufigkeit nach 12 Wochen
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5.2.1. Knochenneuformationsrate

Eine Zielstellung der vorliegenden Studie war die Erfassung der durchschnittlichen
Knochenneuformationsrate (KNR) unter Verwendung einer Membran im Vergleich zur
Kontrollgruppe mit einer reinen Periostabdeckung. Derzeit existiert keine Studie, weder
human noch tierexperimentell, die vergleichend die KNR mit reiner Periostabdeckung
zu einer resorbierbaren quervernetzten Kollagenmembran fluoreszenzmikroskopisch

Uber einen Zeitraum von 6 Wochen untersuchte.

Nach Studien von Laiblin und Jaeschke zur Untersuchung des Knochen- und
Muskelstoffwechsels unter Belastung liegt die allgemeine mittlere KNR beim adulten
Gattinger Minischwein zwischen 1,2 und 1,5 ym pro Tag. (Laiblin und Jaeschke 1979)
Piert et al. fanden in Untersuchungen zum Knochenmetabolismus in gesunden
Schweinen mit einer dynamischen PET-scan-Methode eine mittlere KNR von 1,74 pm
pro Tag im Bereich des lleums und 1,84 um pro Tag im Bereich der Vertebrae. (Piert et
al. 2001) Nach Studien zur Ermittlung der Knochen- bzw. Frakturheilung von Schenk
und Willenegger liegt die Rate beim Menschen durchschnittlich bei 0,9 ym am Tag,
Pearce zufolge zwischen 1 und 1,5 ym/d. (Schenk und Willenegger 1977; Pearce et al.
2007)

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigten bei Membranverwendung Werte von
2,04 ym/d gegenuber 1,89 um/d zur reinen Periostabdeckung. Unter Verwendung der
Kollagenmembran ergaben sich tendentiell hdhere Knochenneuformationsraten ohne
dass sich ein statistisch signifikanter Unterschied ergab. Die durchschnittliche KNR
nach Beckenkammaugmentation lag bei 1,94 ym pro Tag fur den gesamten 6-wdchigen
Zeitraum (t3). Es wurde festgestellt, dass sich die KNR vom ersten (t1) zum zweiten (t2)
Untersuchungszeitraum von 1,09 ym/d auf 0,72 uym/d reduzierte. Diese Beobachtung
scheint gleichzeitig eine Verlangsamung der KNR wahrend der sechs Wochen (t3) zu
belegen. Es finden sich in der Literatur nur wenige fluoreszenz-mikroskopische Studien
zur Ermittlung der KNR. In einer Studie an Gottinger Minischweinen von Hoénig und
Merten, die den Knochenheilungsprozess nach einer Tibiafraktur untersuchte, wurde
eine durchschnittiche KNR von 1,2 ym am Tag ermittelt. Zudem wurde eine
Verminderung der Knochenneuformationsrate wahrend eines Zeitraumes von zehn
Wochen festgestellt. (Honig und Merten 1993) Diese fiel deutlich geringer aus als

33,9% nach 6 Wochen (t3) wie sie in der vorliegenden Studie ermittelt wurde.
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Eine Studie von Nkenke et al. bewies eine Reduktion der Knochenneuformationsrate
von 1,8 um auf 1,6 ym pro Tag innerhalb von 12 Wochen. Im vierwochigen Turnus
wurden teilweise unbelastete Titanimplantate in den linken Mandibeln von sieben
Gottinger Minischweinen untersucht. Es konnte kein statistisch signifikanter Unterschied
hinsichtlich der KNR zwischen belasteten und unbelasteten Implantaten gefunden
werden. Ausschlaggebendes Kriterium fur den Implantaterfolg schien eine starre
Schienung der Implantate zu sein, da provisorisch befestigte Implantatversorgungen
durch unkontrollierte Kaukrafte teilweise verloren gingen. (Nkenke et al. 2003) Eine
Implantat-Studie an sauregedtzten WI.TAL®-Implantaten am Goéttinger Minischwein
ergab eine durchschnittliche KNR von 2,32 ym/d. Die KNR reduzierte sich innerhalb
von 6 Wochen um 14,6%, dadurch |asst sich eine Verlangsamung der KNR abzeichnen.
Eine tendentiell hdhere KNR zeigte sich in dieser Studie bei Unterkieferpraparaten,
obwohl kein statistischer Unterschied festgestellt wurde. (Ruhe et al. 2011) Das deckt
sich mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie, bei der auch eine durchschnittlich
geringere KNR im Oberkiefer gemessen wurde als im Unterkiefer. Als madgliche
Ursache wird die Knochenqualitat diskutiert. (Lekholm und Zarb 1985, Misch 1990,
Norten und Gamble 2001, Engels 2003) Im Vergleich zur vorliegenden Studie wurde
keine Membran verwendet und die KNR nicht nach Augmentation im Transplantat
sondern im Bereich der Implantate gemessen. Dadurch ergibt sich eine bedingte
Vergleichbarkeit, aber die ahnliche Grolenordnung der ermittelten KNR ist bei gleichem
Versuchstier zu erwahnen. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie lagen verglichen mit
den anderen Studien im oberen Bereich. Lokalisation und Abdeckungsart zeigten
keinen Einfluss auf die KNR, daraus lasst sich schlussfolgern, dass sie von der

Membran nicht beeinflusst wurde.

Eine humane Studie von Heberer et al. bestatigt die Ergebnisse der vorliegenden
Studie. Sie untersuchten im zweitzeitigen Verfahren unter Verwendung von autologen
Blocktransplantaten aus dem llium und enossaler  Implantate  die
Knochenneuformationsrate bei verkirzter Einheilzeit von drei Monaten im zahnlosen
Oberkiefer bei selektiver Anwendung einer nativen resorbierbaren Kollagenmembran
zur einfachen Periostabdeckung. Die zusatzliche Abdeckung des Augmentates mit
einer resorbierbaren Kollagenmembran ergab, wie in der vorliegenden Studie, in
Hinblick auf die KNR keinen signifikanten Unterschied zur reinen Periostabdeckung. Im

Gegensatz zur vorliegenden Studie wurden die Proben ausschlieRlich histologisch
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ausgewertet und lediglich ein Ausschnitt des Transplantates anhand prozentualer
Anteile von neuem Knochen, Bindegewebe und nekrotischem Knochen beurteilt.
(Heberer et al. 2009) Unabhangig von der Abdeckungsart zeigten die apikalen
Knochenproben hdhere Anteile vitalen Knochens verglichen mit den koronalen. Diese
Ergebnisse bestatigen die Beobachtung der Studien an Meerschweinen (guinea-pigs).
Die Revaskularisation erfolgt eher vom Alveolarkamm selbst als vom Periost. Es ist
bisher nicht geklart in wie weit eine Membraninsertion Einfluss auf die KNR nimmt. Das
Periost dient der Ernahrung und Stabilisierung des Knochens (Chanavaz 1995), es
unterstitzt den Knochen demnach sowohl biologisch als auch mechanisch.
Yiannakopoulos et al. untersuchten in ihrer Studie die Bruchfestigkeit, Steifigkeit und
Energieabsorption sowohl an Femur als auch an Tibia unter Periosterhalt gegenuber
Membranabdeckung an 30 mannlichen Wistar-Ratten. Sie stellten keinen negativen
Einfluss einer Membran zwischen Periost und Knochen fest und ermittelten keine
geringere Knochenneuformationsrate auf membranbedeckter Seite verglichen mit der
reinen Periostabdeckung. (Yiannakopoulos et al. 2008) In der Studie von Donos et al.
an 30 mannlichen Wistar-Ratten wurde die Knochenregeneration anhand einer
resorbierbaren (Resolut®) und einer ePTFE-Membran (Gore-Tex®) im split-mouth-
Verfahren getestet. Im Falle einer Membranexposition unabhangig von der Membranart,
wurde eine vollstandige Resorption des Augmentates verzeichnet. Eine
Knochenneubildung der nicht kalzifizierten Praparate lie® sich nur an einer Probe
nachweisen, die keine Membran aufwies. (Donos et al. 2002a) Ruckschlisse mit der
vorliegenden Studie sind schwierig, da sich weder die Versuchstiere, noch die
resorbierbare Membran (Resolut®) noch das verwendetet Transplantat aus dem
Unterkieferkamm ahnelten. Als Kontrollgruppe diente nicht eine Periostabdeckung

sondern eine ePTFE-Membran (Gore-Tex®).

Die Resorptionsrate ist nicht zwangslaufig von auftretenden Dehiszenzen abzugrenzen,
wodurch sich bei der Diskussion beider Abschnitte teilweise Uberschneidungen

ergaben.
5.2.2. Resorptionsrate

Die durchschnittliche Augmentatresorption bei reiner Periostabdeckung lag bei 84,63%
(OK: 88,49%, UK: 87%) und unter selektiver Verwendung der Kollagenmembran bei
84,45% (OK: 85,1%, UK: 83,8%) ohne signifikanten Unterschied. In einer split-mouth-
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Studie von Donos et al. an 51 Wistar-Ratten wurde gezeigt, dass die Augmentation mit
autologem, kortikospongiosem Knochen aus dem Os ischii in Kombination mit einer
GBR mit einer nicht resorbierbaren Membran (e-PTFE) deutlich im Vorteil ist, solange
der Primarverschluss wahrend der ganzen Einheilphase erhalten bleibt. Als
Kontrollgruppe diente die einfache Periostabdeckung, bei der weder im Oberkiefer noch
im Unterkiefer ein einheitliches Resorptions- bzw. Einheilmuster zu erkennen war. Es
zeigten sich sowohl bei periostbedeckten Proben als auch bei Membranabdeckung
massive Resorptionen der Augmentate. (Donos et al. 2002c) Als Ursache flr
ausgedehnte Resorptionen wurde das zwischen Transplantat/Empfangerbett und dem
Mikroimplantat  gebildete  Bindegewebe und die damit einhergehenden
Lageveranderung des Transplantates ausgemacht. Diese Ansicht wird durch
Beobachtungen in anderen Studien belegt, in denen gezeigt wurde, dass
Mikrobewegungen des Knochenaugmentates eine Transplantatresorption unterstitzen.
(Phillips und Rahn 1988, 1990; Chen und Glowacki 1994) Das trifft fur die vorliegende
Studie nicht als Grund fir die auftretenden Resorptionen 2zu, da bei
Transplantatentnahme die Mikroschrauben nicht gelockert waren. Fehlten die
Mikroschrauben, fehlte auch das gesamte Augmentat. Weitere Vergleichsmaoglichkeiten
zur vorliegenden Studie sind aufgrund des anderen Versuchstieres und der anderen
Membranart nicht zu erheben. In einer Studie von Donos et al. an 25 mannlichen,
6 Monate alten Albinoratten wurde die Langzeitstabilitdt (11 Monate) autologer
Knochentransplantate unter selektiver Verwendung einer e-PTFE-Membran verglichen.
Diese semipermeable, pordse, nicht resorbierbare Membran wurde gewahlt, da sie eine
transmembrandse Angiogenese vollstandig unterbindet bei vorhersagbaren
Knochenregenerationen. (Gottlow et al. 1986, Donos et al. 2005) Eine weitere Studie
der Arbeitsgruppe Donos et al. zeigte an 30 Wistar-Ratten, dass ein Konstanthalten des
Transplantates durch Auflage sowohl einer resorbierbaren als auch nicht resorbierbaren
Membran nur unter der Voraussetzung maoglich ist, dass ein primarer Wundverschluss
uber die gesamte Einheilungszeit hinweg aufrecht erhalten werden kann. Traten in
dieser Studie Membranexpositionen auf oder lag die Membran gar frei - am haufigsten
nach Augmentation im Oberkiefer - zeigten die Transplantate teilweise vollstandige
Resorptionen, fibrose Einkapselung oder AbstoRung der Mikroimplantate. Anhand
dieser und anderer Studien schloss man, dass die verwendeten Membranen einen
entscheidenden und vorhersagbaren Einfluss auf die Resorptionsrate bei der

Alveolarkammaugmentation mit dem GBR-Verfahren ausuben konnen. (Buser et al.
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1996, Donos et al. 2002a) Eine Studie von Yang et al. verglich die unterschiedliche
Resorptionsrate von einer resorbierbaren Kollagenmembran mit einer reinen
Periostabdeckung nach Beckenkammaugmentation in Schadeln mannlicher Kaninchen.
Beide Abdeckungsarten beugten dem Einwachsen von Bindegewebe vor und
reduzierten die Augmentatresorption. Verglichen mit der Blockaugmentation ohne
Abdeckung (Kontrollgruppe) zeigten beide Arten einen signifikanten Unterschied,
zwischen den Abdeckungen (Periost vs. Kollagenmembran) konnte hingegen, wie auch
in der vorliegenden Arbeit, kein statistisch signifikanter Unterschied ermittelt werden.
(Yang et al. 2014)

5.2.3. Dehiszenzhaufigkeit

Dehiszenzen nach Augmentationen im Bereich des Kieferkammes scheinen im

Tierversuch ein nicht planbares Risiko darzustellen.

In der vorliegenden Studie, die die chemisch quervernetzte Bio-Gide-Pro® -
Kollagenmembran im Tierversuch testete, kam es wahrend des Heilungsverlaufes in
45,8% der membranbedeckten Kiefersegmente zum Auftreten von Dehiszenzen und
einer daraus resultierenden Membranexposition. Im Vergleich dazu gab es in der
Kontrollgruppe zu 33,3% Dehiszenzen. Unabhangig von der Lokalisation traten bei
Dehiszenzen unter Membranverwendung Resorptionen von 84,28% und unter
Periostabdeckung von 79,25% auf. Membranexpositionen fuhrten zu ausgedehnten
Resorptionen, die hochste Resorptionsrate zeigte sich allerdings bei einer

Unterkieferprobe mit Periostabdeckung.

Eine Studie von Olsen et al. untersuchte eine native resorbierbare Kollagenmembran
(Bio-Gide®) an Minischweinen ohne Kontroligruppe. Diese lieferte eine
Dehiszenzhaufigkeit von 100% und wurde vorzeitig abgebrochen. (Olsen et al. 2004)
Da die Dehiszenzhaufigkeit bei nativen Membranen in vergleichenbaren Studien
deutlich geringer ausfallt, liegt es nahe, dass das Versuchstier einen entscheidenden
Einfluss auf das Auftreten von Dehiszenzen zu nehmen scheint. Strietzel sah die
Problematik zur Haufung der Membranexpositionen in der Uberlappenden Lage der
Membran von vestibular nach oral an. (Strietzel 2001) Diese konnte auch bei der
Defektmorphologie in der vorliegenden Studie nicht vermieden werden und fuhrte

moglicherweise zur Dehiszenz. Der Einsatz quervernetzter Kollagenmembranen

65



xenogener Herkuft zeigte in Studien auch bei Auftreten einer vorzeitigen
Membranexposition eine Reepithelialisierung der Dehiszenz Uber der Membran.
(Strietzel 2001) Bei der bereits unter 5.2.2. aufgefuhrten Studie von Donos et al. an 51
Wistar-Ratten wurde ein intraoraler Zugang im Oberkiefer mit einem extraoralen im
Unterkiefer verglichen. Es konnte festgestellt werden, dass bei Unterkieferproben mit
extraoralem Zugang ausgedehnte Dehiszenzen in geringerem Male auftraten als bei
Proben im Oberkiefer mit intraoralem Zugang. (Donos et al. 2002c) Zwar wurden
bessere Ergebnisse in Bezug auf den extraoralen Zugang erzielt, die Ubertragbarkeit
auf den menschlichen Organismus ist aber nicht mdglich. Lediglich der intraoral
gewahlte Zugang bietet diese Vergleichbarkeit. Die Ursachen fur das haufige Auftreten
von Dehiszenzen im Tierversuch mit Schweinen lassen sich nur mutmaflen. Das
Tierfutter wurde postoperativ eingeweicht und das Stroh aus dem Gehege entfernt,
beides scheidet als Ursache weitestgehend aus. Das Operationsgebiet liegt in einem
mastikatorisch stark beanspruchten Gebiet und durch die postoperative Analgesie fehlt
die Schonung dieses Bereiches. Die Tiere kdnnten in unbeobachteten Momenten in die
Gitterstabe ihres Geheges gebissen haben, das zu einem Reilden der Naht oder zum
Ausbeil’en des gesamten Augmentates gefuhrt haben kénnte. Das Blutkoagulum soll
durch ein festes Fixieren des Transplantates auf das Lager moglichst klein gehalten
werden, um die Revaskularisierung nicht zu beeintrachtigen. Bei auftretender
Nahtdehiszenz ware das nicht mehr gewahrleistet. Donos et al. untersuchten in einer
Studie an 20 Albinoratten den Effekt von kortikospongidsen Transplantaten bei der
Alveolarkammaugmentation in der Maxilla unter Verwendung einer nicht resorbierbaren
e-PTFE-Membran mit reiner Periostabdeckung. Im Falle einer Membranexposition
(13 von 20 innerhalb von 90 Tagen) kam es in gleichem Male zur Dehiszenz mit
Augmentatverlust (65%). Die nicht membranbedeckten Kiefersegmente der
Kontrollgruppen zeigten lediglich eine Dehiszenz. Mdglicherweise ist ein Mikrospalt
zwischen Transplantat und maxillarem Knochen ursachlich fur das Auftreten von
Dehiszenzen. Nicht-knochenbildende Zellen proliferierten offenbar in  den
Zwischenraum und separierten das Augmentat vom ortsstdandigen Knochen. Diese
Annahme scheint aufgrund des Vorhandenseins von Bindegewebe in der Mikrollcke
wahrscheinlich. (Donos et al. 2002b) Es ist durchaus vorstellbar, dass sich trotz der
Fixation mit zwei Osseosyntheseschrauben (Medartis® @ 2.0 mm, Lange: 10 mm,
Basel, Schweiz) ein Mikrospalt zwischen Augmentat und ortsstandigem Knochen

gebildet hat und die dadurch entstandenen Mikrobewegungen ein Einwachsen von
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Bindegewebe in den Spalt begunstigten und zu einer Dehiszenz mit Augmentatverlust
fuhrten. Mit der vorliegenden Studie ist diese Annahme aber weder zu bestatigen noch
zu diskutieren, da das Vorkommen von Bindegewebe zwischen Transplantat und
ortsstandigem Knochen nicht untersucht wurde. Das operative Vorgehen erfolgte mit
groler Sorgfalt. Die Schnittflhrung wurde der Augmentatgrofle angepasst,
Knochenkanten geglattet und scharfe Kanten der Osseosyntheseschrauben entweder
uberlappend durch Mobilisation des Mukoperiostlappens oder zusatzlich mit einer
Membran abgedeckt. Die Wunde wurde spannungsfrei und dicht Uber dem Defekt
geschlossen. Trotz dieser Mal3nahmen zur Dehiszenzprophylaxe kdénnen unbemerkt
Komplikationen aufgetreten sein z.B. durch die fehlende postoperative
Schwellungsprophylaxe mithilfe lokaler Kuhlung. Nicht nur die mechanische Reizung
und die Operation kdnnen Ursachen fur das Auftreten von Dehiszenzen sein, sondern
auch das Versuchstier selbst. Die Applikation der quervernetzten resorbierbaren

Prototyp-Kollagenmembran scheint Einfluss auf die Dehiszenzhaufigkeit zu nehmen.

Von Arx und Buser untersuchten in einer Studie an 42 Patienten die native Bio-Gide® -
Membran an horizontalen Kieferkammdefekten und ermittelten eine Dehiszenzrate von
9,5%. (von Arx und Buser 2006) Friedman et al. untersuchten in einer humanen Studie
eine Kollagenmembran (Ossix", Testgruppe) mit einer e-PTFE-Membran (Gore-Tex®,
Kontrollgruppe). Wahrend sich das Auftreten von Dehiszenzen nicht signifikant
zwischen den beiden Gruppen unterschied (64% bei der Testgruppe zu 71% in der
Kontrollgruppe), zeigte sich in der Testgruppe eine vollstandige Reepithelialisierung
uber dem Defekt vier Wochen nach Nahtentfernung, wahrend in der Kontrollgruppe
Heilungstendenzen zu verzeichnen waren. Man schlussfolgerte daraus, dass die
ribotische Quervernetzung der Ossix" -Membran einer enzymatischen Spaltung durch
Collagenasen entgegenwirkt und resorbierbare Membranen mit verlangerter Standzeit
das Ergebnis der GBR entscheidend verbessern wuirden. (Friedmann et al. 2002)
Dieser Zusammenhang ist mittlerweile durch zahlreiche Studien belegt. 2011
untersuchten Friedmann et al. in einer humanen Pilotstudie mittels GBR-Verfahren das
Auftreten von Dehiszenzen anhand zweier Membranarten (Ossix" = Testgruppe und
Bio-Gide® = Kontrollgruppe). Die quervernetzte Kollagenmembran lieferte eine
Dehiszenzrate von 70%, die native Kollagenmembran der Kontrollgruppe eine von 55%.
(Friedmann et al. 2011) In einer Studie von Tal et al. wurden an 52 Patienten 52

Knochendefekte randomisiert mit einer quervernetzten (Ossix") oder einer nativen
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Kollagenmembran (Bio-Gide®) versorgt. Das Resultat war, dass die quervernetzte
Membran eine Expositionsrate von 50% und die native eine um 23% lieferte. (Tal et al.
2008) In einer randomisierten Doppelblindstudie von Annen et al. an 16 Patienten
wurde eine native (BG) mit einer quervernetzten (VN) Kollagenmembran mit
verlangerter Resorptionszeit verglichen. Es konnten keine Vorteile zugunsten der VN-
Membran ermittelt werden. Wegen der auftretenden Dehiszenzen von 56% in der

Gruppe der VN-Membran wurde der Versuch abgebrochen. (Annen et al. 2011)

Vergleicht man die Ergebnisse der aufgefihrten Studien miteinander, so scheinen
Dehiszenzen bei nativen Kollagenmembranen deutlich geringer auszufallen als bei
quervernetzten Kollagenmembranen bzw. bei e-PTFE-Membranen. Die Ausheilung der
Dehiszenzen Uber dem Defekt scheint sich indes entgegengesetzt zu verhalten.
Vergleicht man hingegen die Ergebnisse der aufgefuhrten VN-Studie mit den eigenen
Resultaten, so scheint die Art der Quervernetzung unabhangig vom Studiendesign
(human oder Tier) zusatzlich einen entscheidenden Einfluss auf die Dehiszenzbildung
auszuuben. Es lasst sich vermuten, dass die Entzindung, die zu einer Dehiszenz
fuhrte, moglicherweise von der experimentell quervernetzten Membran selbst ausging.
In diesem Zusammenhang steht, dass Membranexpositionen oder persistierende
Entzindungen die Knochenregeneration beeintrachtigen konnen. Schwarz et al. gehen
sogar soweit zu sagen, dass die chemische Quervernetzung der entscheidende Faktor
zu sein scheint. (Rothamel et al. 2004, Schwarz et al. 2006b)

In Studien wurde belegt, dass die Transplantatversorgung durch Gefalleinsprossung
aus dem Implantatbett erfolgt. (Buser et al. 1990; Schmid et al. 1994; Simion et al.
1994; Jovanovic et al. 1995) Eine vollstandige Abdeckung des Transplantates ist
dennoch von entscheidender Bedeutung, da bei auftretender Wunddehiszenz die
Heilung lediglich Uber sekundare Granulation erfolgt, die ggf. nachoperationsbedurftig
ist und einen erhohten chirurgischen Aufwand sowie Nachsorge nach sich zieht. Das
bestatigt eine Studie von Donos et al., bei der die Volumenstabilitdt unter
Membranabdeckung nur erhalten werden konnte, indem die Membran sauber adaptiert
und wahrend der gesamten Heilungsphase mit Mucosa bedeckt war. (Donos et al.
2002b) Der Gewebeverschluss ist abhangig vom Verlauf der Inzisionslinie sowie der
Beschaffenheit (Dicke) der bedeckenden Gingiva am Augmentationsort. (Park und
Wang 2007)
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Ein dichter Wundverschluss unabhangig vom verwendeten Material und eine
Vermeidung der Dehiszenzentstehung durch chirurgische und postoperative

MafRnahmen sind von entscheidender Bedeutung.
5.3. Schlussfolgerung

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die in dieser Studie verwendete Membran keinen
direkten Vortell hinsichtlich der Knochenneuformationsrate und der
Resorptionsminimierung im Vergleich zur reinen Periostabdeckung brachte. Es traten in
zwei Drittel Dehiszenzen auf, die hohe Resorptionstendenzen zur Folge hatten. Das
kann einerseits durch die verwendete Prototyp-Kollagenmembran andererseits
aufgrund des Versuchstiers begrindet sein. Die vielversprechenden Hypothesen, die
anhand von in-vitro und in-vivo Studien hinsichtlich dieser Bio-Gide-Pro® - Kollagen-
membran getroffen wurden, konnten in der vorliegenden Studie am Groldtier nicht
bestatigt werden. Unter Berucksichtigung der bereits beschriebenden Nachteile
hinsichtlich des Versuchstieres war zudem die Dehiszenzhaufigkeit auf der
Membranseite erhoht. Das autologe kortikospongidose Beckenkammtransplantat als
Knochenersatzmaterial und die Lokalisation scheinen keinen Einfluss auf die

Ergebnisse ausgeubt zu haben.

Die Resultate dieses Versuches fuhrten dazu, dass mit der verwendeten quervernetzten
Kollagenmembran (Bio-Gide-Pro®) keine weiteren tierexperimentellen oder humanen

Studien durchgefuhrt wurden.

69



6. Verzeichnis
6.1. Material und Methoden: FuBnoten und Endnoten

" Senatsverwaltung fiir Gesundheit und Soziales Berlin Landesamt fiir Arbeitsschutz,
Gesundheitsschutz und technische Sicherheit Berlin (LAGetSi)

" sniff Mpig-E, energiereduziert V4133-000, ssniff Spezialdidten GmbH, 59494 Soest,

Deutschland

* Hoffmann GmbH Qualitatswerkzeuge, Miinchen, Deutschland

* Aesculap - eine Sparte der B. Braun Melsungen AG, Tuttlingen, Deutschland

* Firr einen Liter: Formalin 37% (324 ml), Ethanol 100% (540 ml), 0,1 mol / pH = 7,3
Natrium-Barbital-Puffer (130 ml bestehend aus 2,06% Na-Barbital (58,1 ml) und
Salzsaure 0,1% (41,9 ml) und Glucose (6 g)

® Phoenix 3000, Firma Jean Wirtz GmbH & Co KG, Diisseldorf, Deutschland
” Merck 806061, Merck, Darmstadt, Deutschland

® Leica Microsystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland

° B. Braun Medical AG, Sempach, Schweiz

19" Histobond Marienfeld 1SO 8037/1 Paul Marienfeld GmbH & Co.KG, Lauda-Kdnigs-

hofen, Deutschland
" MDS, Merck, Darmstadt, Deutschland
12°65 g/m?, Sartorius AG, Géttingen, Deutschland

1% Eisenhamatoxylin nach Weigert A Hamatoxylin (C.1.75290) und Eisenchloridlésung
nach Weigert B, Ethanol 96%, Salzsaure 25%, Eisen (lll)-chlorid, Division-Chroma-
GmbH, Waldeck GmbH & Co. KG, Munster, Deutschland
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'%°0,4 g Ponceau de Xylidine, 0,1 g saures Fuchsin, 0,6 ml Eisessig, 300 ml Aqua dest.,
Dr. K. Hollborn & Séhne, Leipzig, Deutschland

%" 15 g H3P (M03010) 4 x H,0, 300 ml Aqua dest., 6 g Orange G, Merck, Darmstadt,

Deutschland

10,9 g Lichtgriin 1B 211, 0,6 ml Eisessig, 300 ml Aqua dest., Division-Chroma-GmbH,
Waldeck GmbH & Co. KG, Munster, Deutschland

""Okular: PL 10x/25 Br foc, Objektive: 1,6x/0,05 Fluotar, 2,5x/0,07 N Plan, 5x/0,12 PL
Fluotar, 10x/0,30 PL Fluotar, 20x/0,50 PL Fluotar, 40x/0,70 PL Fluotar, Carl Zeiss,

Gottingen, Deutschland

'¥'5 Megapixel (2584x1936), 36 Bit RGB Farbtiefe, SensorgroRe 2/3, Carl Zeiss,

Gottingen, Deutschland

'%° Filterkombinationen 09 fiir Calcein (513808 blau G 450-490 FT 510 LP 515), 14 fir
Xylenolorange (513812 grin G 510-560 FT 580 LP 590), 02 fur Alizarin (513810 grin G
365 FT 395 LP 420), Leica, Bensheim, Deutschland

2°Freecom FHD-2 Pro 40 GB, Freecom Technologies GmbH, Berlin, Deutschland
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6.3. Abkurzungen

ACP
BAP
BFR
BMP
CSD
FGF
GBR
GTR
IGF-1
i.m.
V.
KEM
KNR
OCP
PDGF
ROI
SBEA
TGF-B8

amorphous calcium phosphate
bone alkaline phosphatase
bone formation rate

bone morphogenetic proteins
critical size defect

fibroblast growth factor

guided bone regeneration
guided tissue regeneration
insulin-like growth factor 1
intramuskular

intravends
Knochenersatzmaterial
Knochenneubildungsrate
octacalcium phosphate
platelet derived growth factor
region of interest
Sinusbodenelevation und -augmentation

transforming growth factor 3
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