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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Vorwort

In der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie spielen Operationen zur
Wiederherstellung der Asthetik des Gesichtsschadels sowie die Restitution des
Kauapparates eine wichtige Rolle. Anteile der Gesichtsschadelknochen zu
rekonstruieren kann durch verschiedene physiologische oder pathologische
Prozesse indiziert sein. Im Rahmen der physiologischen Altersatrophie kann es
durch Knochenabbau zu einem Defizit an Knochen kommen und so beispiels-
weise eine nachfolgende dentale Implantation erschweren oder unmdglich
machen (Mordenfeld et al. 2010). Die wesentlichen pathologischen Ursachen flr
Knochendefekte sind unter anderem Traumata, Tumoren, Entzindungen sowie
kongenitale Fehlbildungen und Nichtanlagen (Hausamen et al. 2003). Ohne
entsprechende rekonstruktive Malnahmen wirde das nicht mehr suffizient
knochern unterstiutzte Weichgewebe des Gesichtes kollabieren und zu
funktionellen, asthetischen sowie psychosozialen Beeintrachtigungen des
betroffenen Patienten fihren (Hausamen et al. 2003). Im Gegensatz zu anderen
Organen des Korpers kann Knochen nach einer Verletzung regenerieren und
ohne Narbenbildung heilen. Um das angestrebte Ziel der Restitutio ad integrum
zu erreichen, wird derzeit uUberwiegend korpereigener Knochen zur
Rekonstruktion groRerer ossarer Defekte transplantiert. Die biologischen Vorteile
dieser Transplantate machen die Methode im Rahmen der chirurgischen
Therapie von Knochendefekten zum Standardverfahren (Stutzle et al. 1998). Bei
korpereigenem Knochen ist das Risiko einer AbstoRungsreaktion sehr gering.
Das Transplantat wird in den ortsstandigen Knochen integriert, im Rahmen der
Regeneration und des Remodellings resorbiert und durch neu gebildeten
Knochen ersetzt. Der Hauptvorteil wird jedoch darin gesehen, dass mit dem

Knochengewebe auch knochenbildende Zellen in die Defektregion Uberflhrt
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werden (Bauer und Muschler 2000, Khan et al. 2005). Dabei Uberleben die
Knochenzellen anscheinend nicht vollstandig (Rogers und Greene 2012). Es wird
aber vermutet, dass verbliebene knochenbildende Zellen die Knochenneubildung
fordern kdonnen (Albrektsson und Johansson 2001). Diese Vorzige machen die
Anwendung von korpereigenem Knochen klinisch praktikabel. Es kommt jedoch
im Rahmen der Entnahmeoperation zur Entnahmemorbiditat (Lutolf et al. 2003).
Hierzu zahlen Hamatome, Schmerzen, Sensibilitdtsverlust oder Wundinfektion
(Younger und Chapman 1989). Fehlendes Einwachsen des Knochens in das
Transplantatlager sowie eine verlangerte Behandlungsdauer sind weitere
Risiken, die auch nach Transplantation von kdrpereigenem Knochen auftreten
konnen (Rueger 1998). Wahrend des Einheilungsprozesses kann es innerhalb
des ersten postoperativen Jahres zur unerwlnschten Abnahme des Trans-
plantatvolumens (Maiorana et al. 2005, Phillips und Rahn 1988) oder sogar zum
Verlust der Transplantatstruktur kommen (Adeyemo et al. 2008). Neben der
Entnahmemorbiditat stellt die begrenzte Verfligbarkeit des korpereigenen
Knochens einen wesentlichen, limitierenden Faktor dar. Verschiedene
Arbeitsgruppen bemuhen sich, angesichts dieser Problematik seit langem,
klinisch anwendbare Biomaterialien als Alternative zu Kkorpereigenen

Knochentransplantaten zu entwickeln (Rueger 1998).

1.2 Therapie von Knochendefekten

Unter dem Begriff Biomaterial werden nichtkérpereigene Substanzen zusammen-
gefasst, die nach der Implantation in den menschlichen Organismus strukturelle
Elemente und Gewebe sowie deren Funktionen ersetzen und mit dem Korper

interagieren (Rueger 1998).

Es gibt eine Vielzahl verschiedener Stoffe, die flr die Knochenaugmentation und
Knochenrekonstruktion in gewissem Ausmal® geeignet sind. Da jedes dieser
Materialien Vor- und Nachteile besitzt, sollte die Anwendung nach der klinischen
Situation abgewogen werden (Rogers und Greene 2012). Im Kopf-Hals-Bereich
werden die bereits erwahnten kdrpereigenen (autogenen) Knochentransplantate,
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aber auch biologische sowie synthetische Knochenersatzmaterialien eingesetzt
(Sailer und Weber 2000). Zu der Gruppe der biologischen Materialien gehort der

allogene sowie der xenogene Knochen.

1.2.1 Autogener Knochen

Die Technik der Transplantation von Knochen innerhalb desselben Individuums
wurde erstmals im Jahre 1821 durch Dr. Philip von Walter beschrieben
(Kahnberg 2008). Da Spender und Empfanger des Knochenmaterials identisch
sind, wird das gewonnene Material als autogener Knochen bezeichnet. Mangels
aquivalenter Alternativen wird die Transplantation von kdrpereigenem Knochen
bei einigen Indikationen als Goldstandard fur die chirurgische Therapie ossarer
Defekte eingesetzt. Je nach Indikation, Lokalisation und Ausdehnung des
Knochendefekts stehen avaskulare oder vaskular reanastomosierte, autogene
Knochentransplantate zur Verfigung, die in ihrer chirurgischen Anwendung
unterschiedlich aufwendig sind (Rueger 1998).

Avaskulare autogene Transplantate werden ohne die versorgenden Blutgefalie
entnommen. Entnahmeregionen sind vordere und hintere Beckenschaufel, die
Rippen, die Aufenseite der Schadelkalotte, das Schienbein, das Wadenbein
sowie enorale Spenderregionen am Kinn oder Kieferwinkel (Hausamen et al.
2003). Wahrend der Einheilung avaskularer Knochentransplantate finden
komplexe  Knochenabbau- und Knochenaufbauprozesse statt. Durch
Einsprossung von Gefallen aus dem umgebenden Gewebe wird der
transplantierte Knochen revaskularisiert, resorbiert und durch neu gebildeten
Knochen ersetzt. Dieser Vorgang wird als creeping substitution bezeichnet (Hahn
et al. 2008). Die Knochensynthese folgt dabei den sich intertrabekular
ausbreitenden Gefalken von peripher nach zentral. Eine Voraussetzung fur die
Einheilung des autogenen nicht vaskularisierten Knochentransplantates ist daher
eine ausreichende GefalRversorgung des Empfangerlagers (Hausamen et al.
2003). Das Einwachsen von GefalRen aus dem ortsstandigen Knochen in die
zentrale Region des Transplantats schreitet nur sehr langsam fort. Daher werden

in der frGthen Einheilungsphase nur die Zellen des peripheren
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Knochentransplantates, vom Empfangerlager aus, mit Nahrstoffen und
Sauerstoff versorgt. Kommt es jedoch zu einer Ischamiedauer von mehr als 24
Stunden, gehen Zellen, welche fur Knochenumbauprozesse von Bedeutung sind,
zugrunde (Rogers und Greene 2012). Es wird diskutiert, dass der Untergang
einiger dieser Zellen weitere Knochenabbauprozesse aktiviert und damit die
mechanische Belastbarkeit der Defektregion herabsetzt (Heino et al. 2009). Um
diese resorptiven Prozesse im Rahmen der Transplantatischamie zu vermeiden,
werden so genannte vaskularisierte Knochentransplantate zusammen mit ihren
versorgenden Blutgefallen entnommen. Bei der Implantation in die Defektregion
werden die Gefalle dann an das Gefallsystem der Empfangerregion re-
anastomosiert, um die Versorgung des Transplantates mit Sauerstoff und Nahr-
stoffen zu gewahrleisten. Im Vergleich zu avaskularen Knochentransplantaten
sind vaskularisierte Transplantate somit weniger stark abhangig von der Gefal3-
versorgung und Wertigkeit des Transplantatlagers.

Die Entnahme von korpereigenen Transplantaten - ohne asthetische oder
funktionelle Beeintrachtigung der Entnahmeregion - ist an nur wenigen Korper-
partien moglich. Daher ist die klinische Anwendung des autogenen Knochens

durch das geringe Angebot stark limitiert (Rogers und Greene 2012).

1.2.2 Allogener Knochen

Aufgrund der limitierenden Faktoren beim autogenen Knochen wurde der
Mensch-zu-Mensch-Transfer von Knochengewebe erprobt (Hofmann et al. 1997,
Mayer 1910). Das dabei transplantierte Knochengewebe steht in grol3er Menge
zur Verfugung und wird als allogener Knochen bezeichnet (Ollier 1867). Als
Ausgangsmaterial fur die Herstellung humaner Knochentransplantate dienen
neben Oberschenkelkdpfen auch Schienbeine und der Beckenkamm (Pruss et
al. 2005). Die Transplantation von allogenem Gewebe ist jedoch auch mit
erheblichen Risiken fir den Empfanger verbunden, da die Ubertragung von
Infektionskrankheiten wie Hepatitis und HIV vom Spender auf den Empfanger
moglich ist. Auch die potenzielle bakterielle Kontamination oder die Antigenitat

des Gewebes stellen Gefahrdungen des Empfangers dar (Stitzle et al. 1998).
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Um diese Risiken zu reduzieren, ist ein grofler Aufwand bezlglich der
Spenderselektion und des Knochenbankmanagements notwendig. Auf Basis
dieser Gegebenheiten werden allogene Knochentransplantate in Deutschland als
Arzneimittel im Sinne des Gesetzes uUber den Verkehr mit Arzneimitteln (AMG)
angesehen. Die Richtlinie 2004/23/EG wurde vom Europaischen Parlament in
Zusammenarbeit mit dem Rat zur Festlegung von Qualitats- und
Sicherheitsstandards abgefasst. Diese Richtlinie dient der Festlegung von
Qualitats- und Sicherheitsstandards fur Spende, Beschaffung, Testung,
Verarbeitung, Konservierung, Lagerung und die Verteilung der menschlichen
Gewebe und Zellen (Pruss et al. 2005).

Vor der klinischen Anwendung wird das gewonnene allogene Knochenmaterial
speziellen Vorbehandlungen unterzogen, um das Infektionsrisiko sowie die Anti-
genitat zu reduzieren (Stutzle et al. 1998). Im Rahmen aktueller Entwicklungen
wird allogener Knochen demineralisiert und gefriergetrocknet oder autolysiert und
antigenextrahiert (Keating und McQueen 2001, Kubler et al. 1999). Meist
beeinflussen die physikalischen oder chemischen Verfahren in unterschiedlichem
Ausmal auch die Eigenschaften des Knochens. Trotz groRer Bemihungen kann
das Infektionsrisiko, auch unter Zuhilfenahme von Aufbereitungstechniken, nicht
vollstandig ausgeschlossen werden (Hahn et al. 2008). Aus diesem Grund wurde
der Einsatz von Spenderknochen aus Gewebebanken vor allem fur die Bereiche
des Gesichtsskeletts in Deutschland mehr und mehr in den Hintergrund ge-

drangt.

1.2.3 Xenogener Knochen

Der xenogene Knochen wird ebenfalls als mogliche Alternative zum autogenen
Knochen angesehen (Moore et al. 2001). Der Begriff Xenotransplantation
umfasst Verfahren, bei denen Organe, Gewebe, lebende Zellen sowie azellulare
Biomaterialien aus nicht humanen Spezies in den menschlichen Korper
eingebracht werden (Fishman et al. 2012). Rind, Schwein, Pferd oder
Meereskorallen stellen potenzielle Spenderspezies dar (Hahn et al. 2008, Nasr et

al. 1999). Generell besteht - wie auch bei den allogenen Knochenersatz-
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materialien - bei jeder Form der Xenotransplantation das potentielle Risiko der
Ubertragung von Viren- oder Prionenerkrankungen auf den Empfanger. Analog
zu den Aufbereitungsmethoden fir allogenen Knochen werden auch die
xenogenen Materialien daher speziellen Vorbehandlungsverfahren unterzogen
(Hahn et al. 2008). Organische Anteile und antigen wirkende Proteine werden
dabei durch chemische Verfahren mit anschlieBender Sterilisation entfernt.
Zurick bleibt, in Abhangigkeit von der Aufbereitungsmethode, ein poroses
GerUst aus anorganischem Hydroxylapatit (Kubler et al. 2004), dessen
Zusammensetzung und Struktur dem menschlichen Knochen ahnelt (Benke et al.
2001). In der dentoalveolaren Chirurgie hat sich die Anwendung des xenogenen
Knochengranulats mit dem Handelsnamen Bio-Oss® etabliert (Baldini et al.
2011, Cho et al. 2011). Dieses Material wird von der Firma Geistlich aus
denaturiertem Rinderknochen hergestellt und ist nach Herstellerangaben frei von
Proteinen und Nukleinsauren. Zwar handelt es sich bei azellularen xenogenen
Biomaterialien um nicht lebensfahiges Gewebe, dennoch kann eine
Immunantwort nicht vollstandig ausgeschlossen werden (Bach et al. 1998). Auf
der Suche nach innovativen, knochenahnlichen Biomaterialien ohne
Infektionspotenzial wurden auch Meereskorallen auf ihre Verwendbarkeit als
Knochenersatzmaterial untersucht. Aus Porites- und Gonioporakorallen kann
naturliches anorganisches Calciumcarbonat gewonnen werden, welches eine
ahnliche Porenstruktur wie der naturliche Knochen aufweist (Hahn et al. 2008).
Nach Implantation bietet es knochenbildenden Zellen eine adaquate
Anlagerungsflache und dient somit als Leitschiene flir die Knochenregeneration
(Callan und Rohrer 1993). Nach chronischer Osteomyelitis oder Radiatio sowie
degenerativen Erkrankungen, die mit starken Durchblutungs- oder Knochenstoff-
wechselstérungen einhergehen, ist dieses Material jedoch kontraindiziert (Soost
et al. 1998).

1.3 Regulation der Knochenregeneration

Bei der Transplantation organischer Knochenextrakte finden komplexe bio-
logische Interaktionen zwischen dem Knochentransplantat und dem Knochen-
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empfanger statt. Hierzu zahlen osteogene, osteokonduktive und osteoinduktive
Prozesse (Stitzle et al. 1998).

1.3.1 Osteogenitat

Im Rahmen der Transplantation konnen vitale knochenbildende Zellen, wie zum
Beispiel Osteoblasten und Praosteoblasten, mit dem Transplantat in das
Empfangerlager Uberfuhrt werden (Rogers und Greene 2012). Dabei wird
diskutiert, inwieweit Zellen die Transplantation Uberleben und ob sie danach in
der Lage sind, Knochen bilden zu kénnen (Albrektsson und Johansson 2001).
Sofern die Zellen wahrend der Transplantation nicht zugrunde gegangen sind,

werden sie in der Wirkung als osteogen beschrieben (Kibler et al. 2004).

1.3.2 Osteokonduktion

Ein osteokonduktives Material dient im Rahmen der Osteoneogenese als
Leitstruktur, in welche das umgebende Knochengewebe einwachsen kann
(Kibler 1997). Im Rahmen der zellvermittelten Knochensynthese ermdglicht es
knochenbildenden Zellen die Anlagerung auf der Oberflache, in Poren oder
Kanalen (Albrektsson und Johansson 2001, Terheyden et al. 1999). Die Existenz
interkonnektierender Poren erlaubt die Einsprossung von Gefallen aus dem
Empfangerlager und die damit einhergehende Knochenneubildung (Kubler
1997). Fur eine rasche Knochensynthese an osteokonduktiven Oberflachen ist
daher eine ausreichende Vaskularisation des Empfangerlagers von grolder
Bedeutung (Albrektsson 1980). Diese regenerativen Prozesse verlaufen Uber
eine langere Zeitspanne und kénnen durch osteoinduktive Signalmolekule be-

einflusst werden (Albrektsson und Johansson 2001).

1.3.3 Osteoinduktion

Die Osteoinduktion beschreibt einen Prozess, bei dem Osteoneogenese durch
einen Reiz stimuliert wird (Albrektsson und Johansson 2001). Dieser Reiz geht
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von osteoinduktiven Signalmolekilen aus (Schliephake 2010), welche mesen-
chymale Stammzellen aus der Umgebung des Knochenlagers rekrutieren und die
Differenzierung dieser Zellen zu knochenbildenden Zellen einleiten (Urist 1965).
Es wird angenommen, dass die knocherne Auffullung oder die Knochenheilung
hauptsachlich von den rekrutierten Osteoprogenitorzellen ausgeht, wahrend
ortsstandige Osteoblasten einen eher geringen Anteil zur Knochenregeneration
beitragen (Frost 1989). Dieser Regenerationsprozess findet im Rahmen der
physiologischen Heilung einer Knochenfraktur im orthotopen Knochenlager statt
(Albrektsson und Johansson 2001). Im Jahre 1965 konnte Marshall Urist mit Hilfe
demineralisierter Knochenmatrix eine heterotope Knochenbildung auf3erhalb des
orthotopen Knochenlagers herbeifuhren. Dadurch konnte er den Einfluss
osteoinduktiver Molekule auf die Knochensynthese nachweisen (Urist 1965).

Es ist bekannt, dass autogene Knochentransplantate osteoinduktiv wirken, wah-
rend allogener Knochen je nach Denaturierungsgrad der Proteine eine geringere
Osteoinduktivitat zeigt. Es wird vermutet, dass durch die verschiedenen Auf-
bereitungsmethoden die biologische Wirksamkeit der Signalmolekule in
erheblichem Malde herabgesetzt wird (Stiutzle et al. 1998). Einige Untersuchung-
en konnten diesbezuglich jedoch nachweisen, dass selbst temperaturbehandelte
deproteinierte, xenogene Knochenersatzmaterialien osteokonduktives und osteo-
induktives Potenzial besitzen (Kubler 1997). Die Eigenschaften autogener,
allogener und xenogener Knochentransplantate sind daher Gegenstand kontro-

verser Diskussionen (Schwartz et al. 2000).

1.4 Synthetische und halbsynthetische

Knochenersatzmaterialien

Die bisher beschriebenen autogenen, allogenen und xenogenen Knochen-
transplantate sind biologischen Ursprungs. Die Limitationen bei der Anwendung
dieser Transplantate fuhrten zu intensiver Forschung an optimalen synthetischen
Knochenersatzmaterialien. So genannte alloplastische Materialien sind voll-
synthetischer Herkunft und kénnen als Alternative zu den oben genannten Trans-
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plantaten in der klinischen Anwendung eingesetzt werden. Das Ziel ist die
Entwicklung eines mechanisch stabilen, vollsynthetischen und damit unbegrenzt
zur Verfigung stehenden Knochenersatzmaterials. Dieses Material sollte dabei
im Optimalfall in Bezug auf seine biologische, chemische und physikalische
Beschaffenheit autogenem Knochen Uberlegen sein. Durch osteogenetische,
osteokonduktive sowie osteoinduktive Eigenschaften des Materials soll die
Quantitat und die Qualitat des neu gebildeten Knochens erhdht werden. Wenn
diese Anforderungen erflllt werden, ist dieses synthetische Material autogenen
Transplantaten vorzuziehen, da die Entnahme korpereigenen Knochens
Uberflissig ware. Derzeit stehen synthetische Knochenersatzmaterialien im
Mittelpunkt der Forschung, die in ihrer Stochiometrie der anorganischen

Knochengrundsubstanz des natlrlichen Knochens ahneln.

1.4.1 Hydroxylapatit

Die haufigste anorganische Verbindung ist das Hydroxylapatit (HA), das etwa
50% des menschlichen Knochens ausmacht. Es ist daher naheliegend, ein
synthetisches Knochenersatzmaterial auf HA-Basis zu entwickeln (Jensen et al.
1996). HA ist ein hydroxyliertes Calciumphosphatsalz von hohem Hartegrad. Im
natlrlichen Knochen wird es von Osteoblasten aus Phosphat- und Calciumionen
gebildet (Kubler et al. 2004). Biologisches HA kann durch das Erhitzen von
naturlichem Knochen gewonnen werden. Die Hoch-Temperatur-Variante wird bei
uber 450°C hergestellt, die Niedrig-Temperatur-Variante unter 450°C (Kubler et
al. 2004). HA, das bei niedrigen Temperaturen hergestellt wird, zeigt einen hohen
Porositatsgrad. Durch einen Brennvorgang bei hohen Temperaturen wird die
Materialdichte erhdoht und der Porositatsgrad reduziert. Dadurch kommt es
innerhalb des Materials zum Verlust von interkonnektierenden Poren (Henkel et
al. 2004). Das unter hohem Druck und unter hoher Temperatur aus Meeres-
korallen gewonnene Material wird als halbsynthetisches HA bezeichnet. In einem
hydrothermalen Prozess wird Karbonat gegen Phosphat ersetzt (Roy und
Linnehan 1974). Dadurch macht die synthetische Komponente einen grofl3en

Anteil dieses Werkstoffes aus. In einem ahnlichen Prozess wird halbsynthe-
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tisches HA aus Meeresalgen gewonnen. Dieses phykogene Material enthalt
Fluorhydroxylapatit und besitzt mit 5-10 um verhaltnismaRig kleine Poren.
Vertrieben wird das Material unter dem Handelsnamen Algipore ® (Kubler et al.
2004). Vollsynthetisches HA fur die dentale Anwendung wird in der Regel durch
das Sintern von gepresstem HA-Pulver hergestellt (Malina et al. 2013) und kann
in der Partikelgrofie zwischen 18 nm und 500 um variieren (Kibler et al. 2004).
Es wird angenommen, dass synthetisches und naturliches HA strukturell ahnlich
aufgebaut sind. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass synthetisch hergestelltes
HA die kristalline Struktur des naturlichen Knochens nicht exakt widerspiegelt
(Spector 1994). Zusatzlich zu Calcium und Phosphat enthalt nattrlicher Knochen
Karbonat-lonen, Magnesium, Natrium, Hydrogenphosphat-lonen und weitere
Spurenelemente. DarUber hinaus weist natirlicher Knochen im Vergleich zu
synthetischem HA einen geringeren Kristallisationsgrad und eine geringere
Kristallit-GroRe auf, was im Empfangerlager zu Unterschieden in der bio-
logischen Wirkung fihren kann (Spector 1994).

Trotz einiger Erfolge in der Herstellung synthetischer Knochenreplikate ist es
zum jetzigen Zeitpunkt nicht moglich, die Knochenstruktur in ihrer Komplexitat
vollstandig nachzubilden. Hieraus ergeben sich Unterschiede in der biologischen
Anwendbarkeit synthetischer Calciumphosphate. Die synthetische Herkunft
garantiert zwar Keim- und Pyrogenfreiheit, aber frihere Generationen des
synthetischen HA zeigten im Vergleich zu biologischem HA weniger inter-
konnektierende Poren und unzureichende Biokompatibilitat (Klein et al. 1983,
Mercier et al. 1996, Takagi et al. 2001). Synthetische HA-Materialien bestehen
haufig aus grofleren Partikeln mit geringerem Porositatsgrad. Dadurch ist das
Material im Defektbereich haufig zu stark kondensiert. Um dies zu vermeiden,
wird dem synthetischen Material oft autogener Knochen oder allogenes
Knochenersatzmaterial (demineralized freezedried bone allografts) beigemischt
(Kubler et al. 2004).

In einer Vielzahl von Studien wurde bereits beschrieben, dass die Resorptions-
Eigenschaften und damit auch die Knochenregeneration wesentlich von der
Kristallstruktur, der Dichte, dem Porositatsgrad und der Oberflachen-
beschaffenheit des HA abhangig sind (Artzi et al. 2001, Koshino et al. 2001,

Mastrogiacomo et al. 2005). Ein hoher Porositatsgrad des Materials mit inter-
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konnektierenden Poren ermdglicht die Adharenz von Osteoblasten (Klbler et al.
2004, Mastrogiacomo et al. 2005). Die erstmalige Anwendung von HA als
Knochenersatzmaterial zur Knochendefektaugmentation wurde im Jahr 1952
beschrieben (Ray und Ward 1951). Im Einheilungsverlauf der HA-Transplantate
entstand ein nicht mehr abgrenzbarer Knochen-Hydroxylapatit-Verbund, der als
"Verbundosteogenese" bezeichnet wird (Nasr et al. 1999). Es ist bekannt, dass
HA nur sehr langsam resorbiert wird. Daher verbleibt das Material Iangerfristig
als Fremdkorper im Knochen (Sailer und Weber 2000). Oft kdnnen noch nach
Jahren HA-Partikel im Knochen nachgewiesen werden (Piesold et al. 2004).
Durch diese persistierenden Partikel werden die mechanischen Eigenschaften
des Knochens negativ beeinflusst, und es kann zu chronisch-resorptiven
Entzindungen kommen (Gunther et al. 1998). Unter den knochenahnlichen
Calciumphosphatverbindungen wurde daher ein Material gesucht, welches
bessere Resorptionseigenschaften, als Knochenersatzmaterial auf HA-Basis
besitzt (Chow 2009).

1.4.2 Tricalciumphosphat

Wie Hydroxylapatit wird auch Tricalciumphosphat (TCP) aus Calciumphosphaten
hergestellt. Je nach Sinterungstemperatur wird dieses Material kristallographisch
in das unter 1000°C gewonnene spharische B-TCP sowie das Uber 1000°C
hergestellte polygonale a-TCP unterschieden (Wiltfang et al. 2002). Sowohl o-
TCP als auch B-TCP verfiUgen uber Makro- und Mikroporen, welche das
Einwachsen von Knochen erméglichen (Sailer und Weber 2000). a-TCP wird bei
héheren Temperaturen gesintert und verfligt dadurch Uber eine héhere Material-
dichte mit geringerer Mikroporositat (Henkel et al. 2004). Aufgrund dessen
unterscheiden sich a-TCP und B-TCP in den Resorptionseigenschaften (Wiltfang
et al. 2002). B-TCP wird innerhalb weniger Monate vollstandig resorbiert,
wahrend a-TCP noch viele Jahre im Gewebe nachweisbar ist (Kubler et al.
2004). Beide Formen von TCP werden jedoch deutlich schneller resorbiert als
HA.
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Es herrscht heute weitgehende Einigkeit darlber, dass porése Keramik auf
Calciumphosphatbasis sehr gut als Knochenersatzmaterial geeignet ist (Bessa et
al. 2008, Li und Wozney 2001). Die Anwendung dieser porosen Keramiken ist
von Vorteil fur die Knochenregeneration, da sie osteokonduktive Eigenschaften
besitzen, ohne entzindliche Reaktionen im Knochenlager des Wirts hervor-
zurufen (Mastrogiacomo et al. 2005). Dennoch wurde bei ausgedehnten Unter-
kieferdefekten und bei Alveolarkamm-Augmentationen unter Verwendung von
autogenen und allogenen Transplantaten mehr neu gebildeter Knochen nach-
gewiesen, als bei der Anwendung von Calciumphosphatkeramiken (Carter et al.
2008, Cochran et al. 2000). Es wird vermutet, dass die in autogenem sowie in
allogenem Knochengewebe enthaltenen osteoinduktiven Molekule die Knochen-
regeneration beschleunigen. Knochenersatzmaterial auf HA- und TCP-Basis
haben keine osteoinduktiven Eigenschaften. Sie dienen lediglich als osteo-
konduktive Leitstruktur fir neu gebildeten Knochen (Glied und Kraut 2010,
Groeneveld und Burger 2000), wobei diese Ergebnisse immer wieder diskutiert
werden.

Auf der Grundlage dieser Uberlegungen wird derzeit versucht, einem aus-
schlieRlich osteokonduktiven Knochenersatzmaterial unter Zuhilfenahme von

Wachstumsfaktoren zuséatzlich osteoinduktives Potenzial zu verleihen.

1.5 Wachstumsfaktoren

Wachstumsfaktoren sind Teil eines Systems von Signalmolekilen, welche die
Wundheilung und Geweberegeneration koordinieren (Schliephake 2013). In der
Vergangenheit war es nicht moglich, osteoinduktives, vollsynthetisches Knochen-
ersatzmaterial herzustellen (Herford 2009, Herford und Boyne 2008). Es wurde
daher versucht, synthetisches Material mit autogenem Knochen oder Extrakten
aus autogenem Knochen zu kombinieren. Das Ziel war die Herstellung eines
synthetischen Knochenersatzmaterials mit osteoinduktiven Eigenschaften (Hagel
et al. 2007, Hashimoto-Uoshima et al. 1995, Misch und Dietsh 1993). Mehrere
Untersuchungen flhrten in den 1960er Jahren zu der Annahme, dass die

biologischen Aktivitaten von osteoinduktiven Knochenimplantaten von einzelnen
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oder mehreren organischen Molekllen der Knochenmatrix ausgehen kdnnten
(Herford und Cicciu 2010, Herford et al. 2007). In den vergangenen Jahrzehnten
wurden daher einige biologische Signalmolekuile auf ihre Rolle in der Knochen-
regeneration untersucht, um diese in Kombination mit synthetischen Materialien
in der therapeutischen Knochenregeneration einsetzen zu kénnen (Reddi et al.
1987, Urist 1965). Osteoinduktivitdat konnte vor allem bei transforming growth
factor B (TGF-B-Superfamilie) (Sagawa et al. 2010), bone morphogenetic protein
(BMP) (Boyne et al. 2005, Urist und Strates 1971, Urist et al. 1983) platelet
derived growth factor (PDGF) (Boyapati und Wang 2006) sowie growth and
differentiation factor 5 (GDF-5) (Gruber et al. 2008, Gruber et al. 2009, Herberg
et al. 2008, Poehling et al. 2006, Weng et al. 2009) nachgewiesen werden.

1.5.1 Bone morphogenetic proteins

Bone morphogenetic proteins sind Signalmolekile mit einer Vielzahl unter-
schiedlicher Funktionen. Sie nehmen Einfluss auf Wachstumsprozesse (Shetty
und Han 1991) und Zelldifferenzierung (Wozney 1992). Die Entdeckung der
BMP-Molekile gelang Marshall R. Urist im Jahre 1965 (Urist 1965). Urist konnte
nachweisen, dass subkutane oder intramuskulare Implantation von de-
mineralisiertem Knochengewebe zu einer Knochenneubildung im umliegenden
Gewebe f hrt (Urist 1965). Mittlerweile zahlen heute deutlich Uber 30 ver-
schiedene Molekile mit unterschiedlich starken osteoinduktiven Eigenschaften
zur Gruppe der BMPs (Ducy und Karsenty 2000).

BMP-2, BMP-4, BMP-7 und BMP-9 zeigen deutliche osteoinduktive Wirkung
(Cheng et al. 2003). Der molekulare Mechanismus des BMP-2 wurde in der
Vergangenheit besonders intensiv untersucht (Boyne et al. 1997, Cochran et al.
2000, Gruber et al. 2009, Gruber et al. 2009, Jung et al. 2003, Schliephake 2013,
Schliephake et al. 2008). Im menschlichen Korper sind BMPs in nur sehr
geringer Konzentration von etwa 1 bis 2 Mikrogramm pro Kilogramm
Knochengewebe innerhalb der Knochenmatrix enthalten (Luyten et al. 1989,
Wang et al. 1988). Studien konnten beweisen, dass bereits geringe In-vitro-

Konzentrationen dieses Wachstumsfaktors zur Chemotaxis von knochen-
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bildenden Zellen fuhrt (Schuckert und Osadnik 2011). Die Extraktion dieser
Molekule aus Knochengewebe flr die Anwendung in der Knochenregeneration
erforderte jedoch grof3e Mengen an naturlichem Knochen, wodurch sich dieses
Verfahren auferst kostenintensiv gestalten wirde. Daher wurde rekombinantes
humanes BMP-2 biotechnologisch hergestellt (Strub et al. 1979). Rekombinantes
humanes BMP-2 wurde erstmals 1991 von Toriumi und Mitarbeitern zur
Rekonstruktion von mandibularen Kontinuitatsdefekten bei Hunden verwendet
(Toriumi et al. 1991). Die Autoren dieser Studie konnten nach 6 Monaten bei
allen Versuchstieren, bei denen BMP-2 zum Einsatz kam, stabilen,
mineralisierten Knochen nachweisen, wahrend bei den Tieren ohne BMP-2
wenig bis keine Knochenregeneration stattgefunden hat. Als Tragermaterial fir
das BMP-2 kam inaktive Knochenmatrix vom Hund zum Einsatz. Bei allen Tieren
der BMP-Gruppe waren die Knochendefekte bereits nach 10 Wochen stabil
verheilt, wahrend die Regeneration bei den Kontrollgruppen langer andauerte.

In der Literatur werden verschiedene Abhangigkeiten der BMP-Wirkung auf die
Knochenregeneration diskutiert. Es wird vermutet, dass die Spezies, die Grolle
und Lokalisation des Knochendefekts, Allgemeinerkrankungen, Geschlecht und
Alter des Empfangerindividuums die osteoinduktive Wirkung beeinflussen (Li und
Wozney 2001). Die Vermutung, dass die osteoinduktive Wirkung der BMPs
altersabhangig sei, wurde im Jahr 2006 von Boyne und Mitarbeitern widerlegt
(Boyne et al. 2006). In dieser Studie wurde bei Primaten unterschiedlichen Alters
nach Hemimandibulektomie der entstandene kndcherne Defekt unter Ver-
wendung eines Kollagenschwammes (ACS = absorbable collagen sponge) mit
0,75 mg rhBMP-2 rekonstruiert. Es gab keine Unterschiede zwischen Tieren der
hoheren Altersklasse und den Tieren der mittleren Altersklasse.

1997 wurde die erste Open-Label-Studie zur technischen Anwendbarkeit von
Kollagenschwammen (ACS) mit rhBMP-2 flr Sinusbodenaugmentationen an 12
Patienten durchgefuhrt (Boyne et al. 1997). Mit Hilfe von Computertomogrammen
konnten Boyne und Mitarbeiter durch die BMP-Anwendung ein signifikantes
Knochenwachstum nachweisen. Nach vollstandiger Abheilung erhielten 11 der
12 Patienten in einem weiteren operativen Schritt dentale Implantate in der aug-
mentierten Region. Die histologisch untersuchten Bohrspane waren von hoher

Knochenqualitat (Boyne et al. 1997). Diese Ergebnisse geben Hinweis darauf,
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dass rhBMP-2/ACS eine akzeptable Alternative zu herkdmmlichen autogenen
Knochentransplantaten sein kann. In einer vergleichbaren Studie an 12 Patienten
konnten Cochran und Mitarbeiter ahnliche Ergebnisse beschreiben (Cochran et
al. 2000). Auch in dieser Studie wurde die Wirkung von rhBMP-2 in Verbindung
mit resorbierbaren Kollagenschwammen untersucht. Zwei Jahre nach der
chirurgischen Implantation von rhBMP-2/ACS traten keine unerwarteten
Nebenwirkungen auf. Daruber hinaus hatten die Autoren keine Sicherheits-
bedenken in Bezug auf die Anwendbarkeit rhBMP-2/ACS-Implantate (Boyne et
al. 1997, Cochran et al. 2000)

1.6 Tragermaterial fur Wachstumsfaktoren

Die Knochenregeneration ist ein langerer Prozess, der sich Uber mehrere
Wochen erstreckt. Die Halbwertszeit von Wachstumsfaktoren ist jedoch selbst
unter physiologischen Bedingungen nach Freisetzung im Empfangerlager sehr
kurz (Takaoka et al. 1991). Nach der Transplantation unterliegen sie aufgrund
ihrer Wasserloslichkeit der Diffusion innerhalb der Korperflussigkeit (Wei et al.
2007) und werden innerhalb weniger Minuten enzymatisch abgebaut (Poynton
und Lane 2002). Dadurch wird die lokale biologische Wirksamkeit herabgesetzt
(Allori et al. 2008, Kubler et al. 2000). Es wird daher vermutet, dass die Frei-
setzungseigenschaften des Tragermaterials von entscheidender Bedeutung fur
die Knochenregeneration sind (Haidar et al. 2009b, Schliephake 2010).

1.6.1 Eigenschaften von BMP-Tragersystemen

Seit Marz 2007 ist die kombinierte Anwendung von rhBMP-2 mit Kollagen als
Tragermaterial von der FDA als Alternative zu autogenem Knochen bei
Sinusbodenaugmentation und lokalisierten Alveolarkammdefekten zugelassen.

Zugelassene Praparate, die rhBMP-2 enthalten, sind unter den Handelsnamen
InductOs®©, oder INFUSE® bekannt. Seit der Zulassung durch die FDA wurde in

weiteren 7 Studien von der zulassungsuberschreitenden Off-label-Anwendung
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der rhBMP-2 / Kollagen-Kombination (ACS) berichtet (Herford et al. 2011, Hogan
1996, Kingsley 1994, Kinoshita und Maeda 2013, Moy et al. 1993, Razzouk und
Sarkis 2012). In diesen 7 Studien wurde die Rekonstruktion von mandibularen
Defekten (zwischen 3 und 9 cm) mit einer Patientenanzahl zwischen 1 (Moy et al.
1993) und 17 (Hogan 1996) durchgefuhrt. Bei allen Studien erfolgte die
Auswertung mittels CT Uber einen Beobachtungszeitraum zwischen 2 (Moy et al.
1993) und 22 Monaten (Herford et al. 2011). Unter den Autoren besteht Einigkeit,
dass osteoinduktives Knochenersatzmaterial den Patienten weniger stark
belastet, da die Dauer des operativen Eingriffs mal3geblich reduziert wird. Leider
lassen die Studien nicht die Schlussfolgerung zu, dass Wachstumsfaktoren
autogene Knochentransplantate zum jetzigen Zeitpunkt vollstandig ersetzen
konnen. Die ACS ist zwar als Tragermaterial fur BMP-Molekule hilfreich. Es ist
jedoch nicht formstabil und erfordert daher haufig die Zugabe anderer
formstabiler Materialien (Yildirim et al. 2001).

Hydroxylapatit (HA) konnte als formstabiles Knochenersatzmaterial in diesem
Zusammenhang eine mafgebliche Rolle spielen. HA wurde seit den 1970er
Jahren klinisch in grolem Umfang als Knochenersatzmaterial eingesetzt (Li und
Wozney 2001). Vor allem poréses Hydroxylapatit wurde bereits haufig als
Tragermaterial fir BMP in der Knochenregeneration evaluiert (Urist et al. 1977).
In vielen Studien wurde bewiesen, dass diese Materialkombination erfolg-
versprechend in der Knochenregeneration eingesetzt werden kann (Horiuchi et
al. 1988, Noshi et al. 2000, Ripamonti et al. 1992, Urist et al. 1987). Um die
Resorbierbarkeit des Hydroxylapatit-Geriists zu verbessern, wird es heute meist
als biphasisches Calciumphosphat zusammen mit Tricalciumphosphaten
angewendet (Kohri et al. 1993, Mitri et al. 2012). Es ist bekannt, dass diese
osteokonduktive Materialkombination als Tragermaterial fir rhBMP-2 geeignet ist
(Laffargue et al. 1999, Sohier et al. 2010, Yang et al. 2012, Yuan et al. 2001),
wobei die Molekile an der Oberflache des Materials haufig durch Adsorption
gebunden werden (Schliephake 2010). Bei dieser Form der Verankerung kommt
es zu einer Freigabe der Signalmolekile unmittelbar nach der Implantation
(Bessa et al. 2008). Dieser Prozess der frihzeitigen Freisetzung des gesamten
Molekulkontingents wird als burst release bezeichnet (Hanseler et al. 2014). In

der Literatur wird kontrovers diskutiert, ob sich dieses Freisetzungsprofil fordernd
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oder hemmend auf die Knochensynthese auswirkt (siehe Punkt 4.4). Aus
physiologischer Sicht erscheint jedoch eine kontrollierte Freigabe der
Signalmolekile Uber einen vorgegebenen Zeitraum erforderlich, um eine
biologische Wirkung zu erzielen (Schliephake 2010). Unter den verschiedenen
Tragersystemen variieren die Freisetzungseigenschaften sehr stark. Sie sind
einerseits abhangig von der Art des Tragermaterials und andererseits von der
Menge der gebundenen Signalmolekile (Bessa et al. 2008). Je nach Material
konnen die BMP-Molekile neben der einfachen Adsorption, wie bei
Calciumphosphaten, auch durch Integration verankert werden (Luginbuehl et al.
2004). Zu diesem Zweck wurden resorbierbare, synthetische Tragermatrizes wie

zum Beispiel Polyethylenglycol verwendet (Kim et al. 2009).

1.6.2 Polyethylenglycol in der Knochenregeneration

Polyethylenglycol (PEG) ist eine chemische Verbindung, die durch Verkettung
von Ethylen-Glycol-Monomeren im Rahmen einer Polymerisationsreaktion her-
gestellt werden kann. Bei dieser Reaktion entsteht unter alkalischen Be-
dingungen ein resorbierbares, je nach Kettenlange flissiges oder festes Hydro-
gel (Jeon et al. 1991). Das biokompatible, nicht immunogene PEG ist hydrophil
und zeichnet sich durch einen gewebeahnlichen Wassergehalt sowie gute Re-
sorbierbarkeit aus. Die Resorptionseigenschaften werden durch hydrolysierbare
Esterbindungen beeinflusst, die bei der Herstellung des PEG-Hydrogels
entstehen. Die Synthese erfolgt durch das Reagieren eines mehrarmigen PEG-
Akrylats mit einem linearen PEG-Thiol. Durch eine selektive Additionsreaktion
verbinden sich die Enden der PEG-Molekile ohne Abspaltung eines Moleklils
und bilden ein elastisches Gel-Netzwerk (Friedman et al. 1965). Innerhalb des
PEG-Netzwerkes konnen Molekile wie zum Beispiel Proteine verankert werden.
Es wird diskutiert, ob diese gebundenen Moleklle durch gesteuerte Hydrolyse
der PEG-Matrix gezielt in einem Knochendefekt freigesetzt werden kénnen. Die
kontrollierte Bindung und Freisetzung von Wachstumsfaktoren stellt dabei die
wichtigste Funktion eines Tragermaterials im Rahmen der Osteoinduktion dar

(Klbler et al. 2000), damit eine Diffusion der Molekile aus dem Knochendefekt
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vermieden wird (Carreira et al. 2014). So kdnnte eine verzogerte Freisetzung von
rhBMP-2 Uber mehrere Wochen erzielt werden, um die Knochenregeneration zu
fordern (Brown et al. 2011). Die frihzeitige Diffusion der Signalmolekule aus dem
Knochendefekt sowie die frihzeitige Degradation des Tragermaterials sollten
daher fur eine ausreichende Osteoinduktivitdt im Knochendefekt vermieden
werden (Hunt et al. 2001, Kim et al. 2005, Sigurdsson et al. 1996). Es ist be-
kannt, dass extrem rasche sowie extrem langsame Freisetzungsprofile, wie zum
Beispiel eine Bolusinjektion oder die stark verzogerte Niedrigdosierung von
Wachstumsfaktoren physiologisch ungeeignet fur die Induktion einer Knochen-
neubildung sind (Geiger et al. 2003). In der Literatur wird nach wie vor kontrovers
Uber den Freisetzungszeitraum und die Dosierung von Wachstumsfaktoren
diskutiert (Haidar et al. 2009a). Es wird aber vermutet, dass die Knochen-
regeneration durch physiologische Mengen von Wachstumsfaktoren Uber einen
kontrollierten, langerfristigen Zeitrahmen geférdert werden kann (Bessa et al.
2008). Mit einem so genannten slow release-System wie PEG konnte dies
maoglich sein.

In der Zahnmedizin wurde PEG zunachst in Form von biodegradierbaren
Membranen in der gesteuerten Knochenregeneration (GBR = guided bone re-
generation) erfolgreich verwendet (Jung et al. 2006). Es wurde jedoch be-
schrieben, dass PEG die Geweberegeneration durch Hemmung der Zelladhasion
negativ beeinflusst (Hennink und van Nostrum 2002). Nur durch die Modifikation
des PEG mit Hilfe von Arginin-Glycin-Aspartat-Sequenzen (RGD) oder anderen
kurzen Peptiden konnte die Anlagerung und die Aktivitat von Fibroblasten und
Osteoblasten verbessert werden (Lutolf et al. 2003).

In praklinischen Studien wurde die Anwendbarkeit von in situ hergestellten PEG-
Matrizes als Tragermaterial flr bioaktive Proteine untersucht (Herten et al. 2009,
Jung et al. 2007). Die Autoren berichteten, dass die rhBMP-2-Molekile erfolg-
reich in dem Hydrogel verankert werden konnten und dass PEG ein geeignetes
Matrixsystem fur die Knochenregeneration darstellt (Jung et al. 2007). Die
Ergebnisse der Studien zur Biodegradation und Knochenneubildung unter
Verwendung verschiedener PEG-Hydrogele basierten meist auf histomorpho-

metrischen Analysen (Thoma et al. 2014).
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1.7 Histomorphometrie

Der Begriff Histomorphometrie bezeichnet die quantitative Messung der
Morphologie von histologischen Strukturen (Nafe und Schlote 2004). In der
Knochenforschung stellt die Histomorphometrie das Standardverfahren zur
Analyse der Knochenmikrostruktur im Rahmen von metabolischen Prozessen dar
(Vidal et al. 2012). Bis zur Entwicklung spezieller Epoxidharze zur Einbettung von
Knochengewebe im Jahre 1982 wurde Knochengewebe aufgrund des
Hartegrades vor der histologischen Aufbereitung dekalzifiziert. Durch den
Prozess der Demineralisation gingen jedoch wichtige Informationen des
Hartgewebes verloren (Linder et al. 1981). Erst die Entwicklung der Trenn-
Dunnschlifftechnik durch Donath und Breuner im Jahre 1982, welche sich
mittlerweile als Standardverfahren in der histologischen Untersuchungsmethodik
etabliert hat, machte die Untersuchung nicht dekalzifizierter Knochenpraparate
madglich (Donath und Breuner 1982).

Bei der manuellen histomorphometrischen Analyse werden Gewebetypen vom
Untersucher manuell markiert und ausgewertet. Unter Verwendung von
Bildanalysesoftware ist heutzutage eine vollautomatische bzw. semi-automa-
tische Auswertung von digitalisierten histologischen Praparaten moglich. Bei der
histomorphometrischen Analyse kdnnen statische Verfahren sowie dynamische
Verfahren angewendet werden. Bei der statischen Histomorphometrie werden
Langen und Flachen von Gewebe gemessen sowie Zellarten identifiziert und
gezahlt. Bei dynamischen Verfahren werden zusatzlich metabolische Vorgange
evaluiert. Dies kann mit Hilfe bestimmter Fluorochrome, wie zum Beispiel

Tetrazyklin, ermoglicht werden (Simunek et al. 2005).
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1.8 Ziel der Studie

In einer Studie aus dem Jahre 2008 verwendeten Jung und Mitarbeiter PEG
zusammen mit einem Granulat aus HA und B-TCP als Knochenersatzmaterial,
um Titan-Zylinder auf der Kaninchen-Calvaria aufzufillen (Jung et al. 2008). Bei
jedem Versuchstier wurden vier Titanzylinder auf der Schadelkalotte aufgebracht.
Drei der vier Zylinder enthielten PEG/HA/TCP-Knochenersatzmaterial, wahrend
ein Zylinder als Kontrolle leer blieb. Unter den PEG/HA/TCP-Zylindern wurden
zwei verschiedene Konzentrationen des Wachstumsfaktors rhBMP-2 (10 ug/ml
und 30 pug/ml) mit dem PEG/HA/TCP-Tragermaterial ohne rhBMP-2 verglichen.

In der histomorphometrischen Analyse stellten die Autoren fest, dass rhBMP-2

die Knochenregeneration im Kaninchenmodell signifikant steigerte.

Das Ziel der vorliegenden Studie war die Ubertragung dieses Versuchs vom
Kleintiermodell auf das Groftiermodell. Anstelle des granularen Knochenersatz-
materials wie von Jung beschrieben, wurde das Material in dieser Studie in Form
von porésen HA/TCP-Blocken mit den Malken 20 x 8 x 8 Millimetern (Lange x
Breite x Hohe) verwendet. Dieses blockformige Material diente zur Auffillung von
ossaren Defekten der Mandibula im Goéttinger Minipig.

Uberpriift wurde die Hypothese, dass die rhBMP-2-Freisetzung von einem PEG-
haltigen Knochenersatzmaterial die Qualitdt und Quantitdt des neu gebildeten
Knochens steigert. Hierzu wurde bereits etabliertes HA/TCP-Material als Grund-
gerust mit und ohne Wachstumsfaktor mit dem PEG-modifizierten Grundgerust

mit und ohne Wachstumsfaktor verglichen.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden in dieser Studie weibliche, skelettal ausgewachsene
Gottinger Minischweine (Ellegard Goettingen Mini-pigs ApS, Dalmose, Dane-
mark) ausgewahlt. Die Tiere hatten ein Durchschnittsalter von 2,3 Jahren sowie
ein durchschnittliches Gewicht von 33,7 kg . Als Nahrung wurde eine kommerziell
erhaltliche Schweinediat (Hemo, Scheden, Deutschland) und unkontaminiertes
Trinkwasser ad libitium herangezogen. Jedes Schwein erhielt eine Markierung
mit einer Nummerierung im Ohr, um die ldentifizierung zu ermdéglichen. Die
Untersuchungen wurden auf Basis des deutschen Tierschutzgesetzes durch-
geflhrt und von der Bezirksregierung Braunschweig als Tierversuchsvorhaben
genehmigt (Bezirksregierung Braunschweig, AZ: 3314.42502-04-013/09).

Das Gottinger Minischwein wurde in den spaten 1960er Jahren als Labortier fur
medizinische Fragestellungen von Prof. Fritz Haring am Institut fur Tierzucht und
Haustiergenetik der Universitat Gottingen gezuchtet (McAnulty 2012). Es handelt
sich dabei um eine Zuchtkreuzung aus dem Vietnamesischen Hangebauch-
schwein (59%), dem Minnesota Miniature (33%) und der Deutschen Landrasse
(8%) (Glodek et al. 1977). Durch die geringe KorpergroRe sowie das geringe
Korpergewicht von durchschnittlich 35 kg eignen sich diese Tiere gut fur die
experimentelle Haltung. Der Kauapparat dieser Rasse ahnelt in Funktion und
Aufbau stark dem des Menschen. In einer Vielzahl von Studien zur Untersuchung
rekonstruktiver chirurgischer Fragestellungen hat sich diese Spezies bereits als
Modell etabliert (Elian et al. 2012, Rupprecht et al. 2003, Schliephake und
Langner 1997, Terheyden et al. 1999). Auch zur Biokompatibilitdt von
Knochenaufbau- und Knochenersatzmaterialien wurden bereits zahlreiche
Studien am Géttinger Minipig durchgefuhrt (Buser et al. 1998, Gruber et al. 2009,
Jensen et al. 2006, Oltramari et al. 2007, Pieri et al. 2008, Schliephake et al.
1995, Thoma et al. 2009).
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2.1.1 Einteilung der Versuchstiere und Einteilung der

Versuchsgruppen

Die Versuchstiere wurden randomisiert in 2 Hauptgruppen mit jeweils 9 Mini-
schweinen aufgeteilt (Gruppe A: Block-Gruppe = HA/TCP und Gruppe B: PEG-
Gruppe = HA/TCP/PEG). Innerhalb einer Hauptgruppe wurde randomisiert auf
der einen Unterkieferseite ein osteokonduktives Tragermaterial verwendet,
wahrend auf der Gegenseite das gleiche osteokonduktive Material mit einem

osteoinduktiven Faktor zum Einsatz kam.

Hauptaruppe A

Material = HA /TCP

Material =HA /TCP/ PEG
B 1 chne menp2
Versuchstier & Unterkieferseite

77435 links
77641 links

A chneheme2
Versuchstier & Unterkieferseite

102978 links
103072 links

=
g
D
©
(C
©
N
©
0
D)
©

103 145
103 200
103 428
103 468
103 557
103 640
103 677

rechts
rechts
links

rechts
rechts
links

rechts

102712
103 106
103 251
103 364
103 475
103 697
103733

links
rechts
rechts
links
links
links
links

A2 mithemp-2

B2 mitrhemp-2

Versuchstier & Unterkieferseite

Versuchstier & Unterkieferseite

102978
103 072
103 145
103 200
103 428
103 468
103 557
103 640
103 677

rechts
rechts
links
links
rechts
links
links
rechts
links

77435

77 641
102712
103 106
103 251
103 364
103 475
103 697
103 733

rechts
rechts
rechts
links %
links
rechts
rechts
rechts

rechts *

% Dropout: Aufgrund einer Kieferfraktur von der Auswertung ausgeschlossen

Tab. 1: Randomisierte Zuteilung von Test- und Kontrollseite; Versuchstiere unter Angabe der Tiernummern

zur ldentifikation
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Innerhalb eines Versuchstieres wurden somit die zwei unterschiedlichen
Materialien unter gleichen Voraussetzungen im so genannten split mouth design
miteinander verglichen. Zur Rekonstruktion des Unterkiefers wurde in der
HA/TCP-Gruppe (Gruppe A) auf der randomisiert zugeteilten Testseite das
blockférmige, osteokonduktive Hydroxylapatit/Tricalciumphosphat-Tragermateri-
al mit dem osteoinduktiven Faktor rhBMP-2 in den Knochendefekt implantiert.
Auf der entsprechenden Gegenseite wurde der Defekt mit dem gleichen Trager-
material ohne rhBMP-2 augmentiert.

In der PEG-Gruppe (Gruppe B) wurde auf der Testseite ein osteokonduktiver
Hydroxylapatit/Tricalciumphosphat-Block mit einem PEG-Hydrogel und dem
Wachstumsfaktor rhBMP-2 implantiert. Auf der Gegenseite wurde das gleiche
Material der Testseite ohne rhBMP-2 zur Rekonstruktion des Knochendefektes

verwendet.

> Entfernung
aller Unterkiefer-Pramolaren
und 1. Unterkiefer-Molar

> 16 Wochen Heilungsphase

> Defektdimension im Extraktionsgebiet
20 mm Lange
8 mm Breite
8 mm Tiefe

> Augmentationsmaterial
Al: HA/TCP A2: HA/TCP/BMP
B1: HA/TCP/PEG B2: HA/TCP/PEG/BMP

> Histomorphometrische Evaluation
der Knochenprdparate nach
4 Wochen Beobachtungsphase ‘

Tab. 2: Ubersicht iiber den Versuchsablauf



2 Material und Methoden 24

2.2 Augmentationsmaterialien

Der Knochendefekt wurde mit dem formkongruenten Material in Form eines

porosen Quaders, Lange 20 mm, Breite 8 mm, Hohe 8 mm, augmentiert.

2.2.1 Hydroxylapatit/ Tricalciumphosphat

Das bei den Augmentationen verwendete synthetische Material bestand aus
Hydroxylapatit (HA) und Tricalciumphosphat (TCP) im Verhaltnis 60:40 Prozent
(Institut Straumann AG, Basel, Schweiz). Der Porositatsgrad des Augmentations-
materials betrug 90 — 94 %. Die interkonnektierenden Poren hatten einen Durch-
messer zwischen 100 und 500 pm.

In Gruppe A wurde der Knochendefekt auf der randomisiert zugewiesenen
Testseite (A1) mit HA / TCP-Material aufgeflllt. Auf der Gegenseite (A2) wurde
das gleiche Augmentationsmaterial in Kombination mit dem Wachstumsfaktor
rhBMP-2 zur Augmentation verwendet.

Bei Unterkieferdefekten der Gruppe A2 wurden 105 ug rekombinant hergestelltes
humanes BMP-2 (rhBMP-2, Antigenix NY, USA, order No. HC70034) auf das
Tragermaterial gegeben und somit durch Adsorption auf dem Tragermaterial
oberflachlich fixiert.

2.2.2 Polyethylenglycol

In Gruppe B wurde ein PEG-Hydrogel zusatzlich zu dem HA / TCP-Grundgerist
verwendet. Dieses Hydrogel bestand aus vierarmigen PEG-Molekilen mit
Acrylatgruppen sowie linearen PEG-Molekulen mit Propyl-Thiol-Gruppen (Institut
Straumann AG, Basel, Schweiz). Es diente auf der Testseite als Tragermatrix fur
105 pg des rekombinanten, osteoinduktiven Wachstumsfaktors BMP-2 (rhBMP-
2, Antigenix NY, USA, order No. HC70034). Auf der kontralateralen Kontrollseite
wurde mit dem gleichen Material (HA/TCP/PEG) ohne den Wachstumsfaktor

augmentiert.
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Das PEG-basierte Hydrogel wurde durch die Firma Straumann (Institut Strau-
mann AG, Basel, Schweiz) bereitgestellt. Das PEG-Hydrogel wurde in einer
Reaktion von vierarmigen PEG-Molekule mit Akrylatgruppen (Mn = 15 kDa) und
linearen PEG-Molekulen mit Propyl-Thiol-Gruppen (Mn = 3,5 kDa) (Institut Strau-
mann AG, Basel, Schweiz) hergestellt. Gepuffert wurde diese Reaktion mit Hilfe
eines Triethanolamin-Acetoacetat-Puffer. 686 mg des vierarmigen PEG mit
Akrylat-Gruppen (PEG A) wurden in 6,0 ml einer 0,04%igen wassrigen Essig-
saure gelost, und 356 mg des linearen PEG mit Propylthiol-Gruppen (PEG B)
wurden in 6,33 ml einer 0,04%igen wassrigen Essigsaure geldst. Als Aktivator-
|6sung wurde eine 0,1 M Triethanolaminlosung verwendet.

FUr Gruppe B1 wurden 136,5 pul PEG-A-L6sung, sowie 136,5 yl PEG-B-Ldsung
mit 672 ul sterilem Wasser und 105 pl der Aktivatorldsung gemischt. Die Flussig-
keit wurde sofort auf den HA/TCP-Block gegeben, welcher die Flussigkeit voll-
standig aufnahm.

Bei Gruppe B2 wurden 136,5 pl PEG-A-Lésung, 136,5 ul PEG-B-L6sung, 462 ul
steriles Wasser und 210 ul rhBMP-2 (500 pug/ml) gemischt und auf den HA/TCP-
Block aufgebracht.

Alle Trager wurden in sterile 50 ml-Tubes mit 0,22 ym TPFE-Filter, welche den
Gasaustausch ermdglichen, Gberfihrt (TubeSpin Bioreactor 50, TPP, Tra-
sadingen, Schweiz). Die Tubes wurden nun im Exsikkator schonend auf 5 mbar
gebracht und 5 Stunden bei 37° C gelagert. Anschliel3end wurden die Tubes fur
weitere 15 Stunden bei 5 mbar und 25°C, dann fir 3 Stunden im Vakuum (<0,1
mbar) bei 37° C aufbewahrt. Diese Prozedur diente der Entfernung von Wasser
und sollte eine effiziente Vernetzung des Hydrogels ermoglichen. Direkt vor der

Implantation wurde das Hydrogel mit sterilem Wasser erneut aktiviert.

2.3 Operation der Versuchstiere

Die Tiere wurden mit Azaperon (Stresnile, Janssen; Neuss, Deutschland;
Dosierung: 5 mg/kg KG i.m.) sediert. Zur Narkoseeinleitung erfolgte die intra-
venose Applikation von Thiopental (Trapanale, Byk-Gulden; Konstanz, Deutsch-
land; Dosierung: 7 mg/kg KG i.v.) mit einem vendsen Zugang (Brauntlee, Braun,
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Melsungen, Deutschland) in die Vena auricularis caudalis. Die orotracheale
Intubation wurde nach Einsetzen der Wirkung der initial genannten Medikamente
durchgefuhrt. Die Inhalationsnarkose erfolgte mit Isofluran 2%. Zur Schmerz-
ausschaltung wurde den Tieren Dipidolor (Janssen; Neuss, Deutschland; Do-
sierung: 110 pg/kg KG/h) und Ketamin (WDT; Garbsen, Deutschland; Dosierung:
2,5 mg/kg KG/h) intravends verabreicht. Zur lokalen Anasthesie wurde Xylocain
2% mit gefallverengendem Zusatz (Adrenalin 1:200.000) verwendet. Praoperativ
wurde den Tieren Carprofen (Rimadyle Pfizer, Deutschland; Dosierung: 5 mg/kg
KG) intraven6s und Uber 3 Tage postoperativ als Kautabletten verabreicht. Die
perioperative antibiotische Abschirmung wurde durch Penicillin und Streptomycin
(Animedic, Animedica; Senden-Boesensell, Deutschland; Dosierung: 40 mg
Penecillin / 60 mg Streptomycin / kg KG/d) gewahrleistet. Zur postoperativen
Schmerzlinderung erfolgte die Gabe von Temgesic (Essex; Munchen, Deutsch-

land; Dosierung: 0,3 mg/d s.c.) Uber 3 Tage postoperativ.

2.3.1 Vorbereitende Zahnextraktion

In einer vorbereitenden Zahnextraktion unter Narkose wurden bei den Versuchs-
tieren alle Pramolaren und der erste Molar beider Unterkieferzahnreihen entfernt.
Die Extraktionswunden wurden nach Glattung der Knochenkanten mit einer 3/0
Vicryl-Naht (Fa. Ethicon, Norderstedt, Deutschland) primar speicheldicht ver-
schlossen. Im Anschluss an die Zahnextraktion wurde eine Heilungsphase von
16 Wochen eingehalten, um eine vollstandige Ausheilung der Extraktions-

alveolen zu gewahrleisten.
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M1 P3 P2 P1

Abb. 1: Modell des Kauapparates (oben: Zustand vor Extraktion; unten: Zustand nach Extraktion)

2.3.2 Praparation des Knochendefektes und

Augmentation

Nach der Zahnentfernung wurden nach vollstandiger Ausheilung der Operations-
region die Knochendefekte mit definierter GroRe prapariert und anschlielend je
nach Versuchsgruppe und Unterkieferseite mit dem vorgesehenen Knochen-
ersatzmaterial sofort augmentiert. Die Einleitung der Intubationsnarkose wurde,
wie bereits in Abschnitt 2.2 beschrieben, durchgeflihrt. AnschlieRend wurde das
Operationsgebiet intra- und extraoral desinfiziert (Braunole ; B. Braun Melsungen
AG; Melsungen, Deutschland). In der zahnlosen Region wurde vor dem letzten
Molaren ein lingual gestielter trapezférmiger Mukoperiostlappen prapariert. Nun
wurde bei den Tieren ein Knochendefekt von 20 x 8 x 8 mm mit einer Linde-

mannfrase und einem Rosenbohrer unter Wasserkihlung angelegt.
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Knochendefektpraparation

Abb. 3: Unterkiefer nach Préparation des Knochendefektes  Abb. 4: Unterkiefer nach Augmentation

Anschlieend wurde das jeweilige randomisiert zugewiesene Knochen-
ersatzmaterial (siehe Abschnitt 2.2) in den zuvor angelegten Knochendefekt ein-
gebracht. Einen Millimeter vor und hinter dem Augmentat wurde die Augmentat-
region mit Hilfe von Mikro-Titanschrauben markiert. Abschlieend wurde die
Mukosa mit einer 3/0 Vicryl-Naht (Fa. Ethicon, Norderstedt, Deutschland)

speicheldicht vernaht.

Abb. 4: Unterkieferdefekt in situ Abb. 5: Aufgefiillter Unterkieferdefekt in situ
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Innerhalb der ersten postoperativen Woche zeigten sich bei den Tieren Wund-
heilungsstérungen. Daraufhin wurde das Knochenersatzmaterial unverziglich
vollstandig entfernt und eine erneute Heilungsphase von 16 Wochen eingehalten.
16 Wochen nach der Entfernung der Augmentate wurde erneut ein identischer
Defekt mit den MalRen 20 x 8 x 8 mm (Lange x Breite x Tiefe) in der gleichen
Region prapariert. Die Augmentation wurde dann mit den identischen Materialien
wie bei der initialen Operation durchgefuhrt. Eine Beeinflussung der nach-
folgenden Ergebnisse durch biologischen Effekt des BMP-2 des ersten Versuchs
kann aufgrund der geringen Halbwertszeit des rhBMP-2 (t12 = 10 min) nach der
vorangegangenen Heilungsphase nahezu ausgeschlossen werden (Winn et al.
1999). Im Rahmen der zweiten Augmentation erfolgte die Praparation des
Schleimhautlappens ohne posterioren Entlastungsschnitt. Ausgehend von der
vestibularen Flache des endstandigen Molars erfolgte eine crestale
Schnittflihrung nach anterior. Einige Millimeter vor dem verbliebenen Eckzahn
wurde dann ein anteriorer Entlastungsschnitt in das Vestibulum durchgefuhrt. Im
Anschluss daran wurde der Mukoperiostlappen prapariert. Das vestibulare
Weichgewebe wurde mit zwei tief eingestellten Haken nach Langenbeck

abgehalten, um den Knochendefekt erneut praparieren zu kénnen.

2.3.3 Euthanasie der Versuchstiere und

Entnahme der Kiefersegmente

Nachdem das Beobachtungs- und Heilungsintervall von vier Wochen abgelaufen
war, wurden die Tiere durch Injektion von 6 ml T61 (1g Embutramid mit 0,25¢g
Mebenzoniumjodid, Fa. Hoechst, Unterschleilheim, Deutschland) euthanasiert.
Durch den Veterinarmediziner wurde der Tod des jeweiligen Versuchstieres fest-
gestellt. Im Anschluss an die Feststellung des Todes wurden die Kiefersegmente

entnommen.
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Abb. 6: Schematische Darstellung der Kieferentnahme Abb. 7: Darstellung des entnommenen

Knochensegmentes

2.4 Herstellung der Dunnschliff-Praparate

Die histologischen Schliffpraparate wurden nach der von Donath und Breuner im
Jahre 1982 vorgestellten Trenn-Dunnschlifftechnik hergestellt (Donath und
Breuner 1982). Nach Fixierung in 4-prozentigem, phosphatgepuffertem Formalin
wurden die Knochensegmente mit Hilfe aufsteigender Alkoholreihen unter
Vakuumumgebung dehydriert. Im Anschluss erfolgte die Lagerung der Proben in
der Basislosung Technovit 9100 (Fa. Heraeus-Kulzer, Hanau, Deutschland) fur
48 Stunden. AbschlieBend wurden die Unterkieferresektate in der
Polymerisationsflissigkeit Technovit 9100 eingebettet und bei -4° C
polymerisiert. Mit einer Bandsage (Fa. Exakt, Nordstedt, Deutschland) wurden
die in Technovit eingebetteten Gewebesegmente durch ein diamantiertes
Schleifband bis zu den Markierungsschrauben gekirzt. Nun wurden in der
Frontalebene von anterior nach posterior Praparate mit einer Dicke von 200 um
hergestellt. Danach erfolgte das von Donath und Breuner beschriebene
planparallele Schleifen der Praparate mit einem Mikroschleifsystem (Fa. Exakt,
Nordstedt, Deutschland). Dabei wurden die auf dem Objekttrager befindlichen
Knochenpraparate mit einem rotierenden Schleifteller und Sandpapiertellern
unter Wasserkuhlung in aufsteigender Reihenfolge mit den Kérnungen 800 und
1200 auf etwa 40 um geschliffen. Mit der 4000er Kérnung erfolgte die Politur der
Praparate fur 5 Minuten.
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Abb. 8: Darstellung der histologischen Préparate

2.4.1 Histologische Farbung der Praparate

Nach der Politur wurden die Praparate unter Verwendung des Farbeprinzips
nach Smith und Karagianes (Smith und Karagianes 1974) angefarbt.

Zunachst wurden zwei Stammldsungen angesetzt. Die Methylenblauldésung
setzte sich aus 0,5 g Methylenblau, 10 ml NaOH (1 N) und 100 ml destilliertem
Wasser zusammen. Die Alizarinrot-Losung bestand aus 1 g Alizarinrot, 10 ml
0,1-prozentigem Ammoniumhydroxid und 100 ml destillertem Wasser. Die
Alizarinrot-Farbelosung wurde mit Hilfe von Natronlauge bzw. Salzsdure auf
einen pH-Wert von 6,2 titriert.

Zunachst wurden die zu farbenden Praparate flir 15 Sekunden in eine auf 80°C
erhitzte Methylenblau-Lésung getaucht und anschlieRend unter flieRendem
Wasser gespult. Bei Raumtemperatur wurden die Praparate dann fur etwa 3-4
Stunden getrocknet. Anschlielend wurden sie fur 2 Minuten in die Alizarinrot-
Losung getaucht, mit Leitungswasser gespult und erneut bei Raumtemperatur
getrocknet.
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2.4.2 Praparatauswahl

Ein Ziel der vorliegenden histomorphometrischen Untersuchung war es, die
Knochenneubildung in der gesamten Augmentatregion zu evaluieren. Zu diesem
Zweck wurden fur jede Unterkieferseite jeweils drei Praparate (L1, L2, L3) aus
der posterioren Augmentatregion mit einem maximalen Abstand von 1 mm zur
posterioren Wand des Knochendefekts und ein Praparat aus der Mitte des
Augmentats (M1) ausgewertet. Die Messwerte wurden innerhalb einer
Augmentationsgruppe zu Mittelwerten zusammengefasst. Ergebnisse der

posterioren und der medialen Praparate wurde unabhangig voneinander

bewertet.

Abb. 9: Darstellung der analysierten Préaparate (L=lateral; M=medial); L1-L3 Abstand < 1mm von der
posterioren Wand des Knochendefekts

2.4.3 Digitalisierung der Praparate

Zur Digitalisierung wurden die ausgewahlten Praparate zunachst mit dem
Olympus Dotslide Mikroskopsystem (Olympus, Hamburg, Deutschland) mit 100-
facher VergroRerung fotografiert. Dieses computerunterstitzte Mikroskop ist mit
einer Digitalkamera ausgestattet und verfugt Uber einen vollautomatisierten
Objekttragertisch. Der Aufnahmevorgang wurde durch die Dotslide-Software
(Olympus, Hamburg, Deutschland) gesteuert. Die erstellten Digitalfotos wurden
im Tagged Image File Format (TIFF) ohne Komprimierung exportiert und
gespeichert.
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2.5 Histomorphometrische Knochenmessung

Ziel der vorliegenden Studie war es die Knochenneubildung unter der Wirkung
eines osteoinduktiven Wachstumsfaktors unter Verwendung verschiedener
Tragermaterialien zu evaluieren.

Bei jedem digitalisierten Praparat wurden regions of interest (ROI) definiert, um
den Gradienten der Knochenneubildung in Abhangigkeit von der Distanz zum
ortsstandigen Knochen wiederzugeben. Innerhalb der Augmentatregion wurden 4
ROI festgelegt. ROl 1, ROI 2 und ROI 3 hatten eine Breite von einem Millimeter.
ROI 4 war die Region, die mehr als drei Millimeter vom ortsstandigen Knochen

entfernt war.

y Region des Augmentafs
basal an Knochenlager angrenzend

An ROI T angrenzend
> | Millimeter Distanz zum Knochenlager

- s AnROI 2 angrenzend

> 2 Millimeter Distanz zum Knochenlager

An ROI 3 angrenzend
> >3 Milimeter Distanz zum Knochenlager

Tab. 3: Erlduterungen zur Einteilung der regions of interest
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Abb. 10: Darstellung der regions of interest

Innerhalb jeder ROI wurde der gesamte Knochen histomorphometrisch mit Hilfe
der Bildanalysesoftware AxioVision (AxioVision Rel. 4.8, Zeiss, Oberkochen,
Deutschland) analysiert. Zu Beginn jeder Messung wurde die Gesamtpixelflache
der ROI gemessen. Dann wurde die Knochenflache anhand der Oberflachen-
farbung gemessen. Die Knochendichte einer ROI wurde als Quotient aus
Knochenflache und Gesamtflache berechnet und in Prozent angegeben. Aus den
erhobenen Werten wurden die Mittelwerte mit Standardabweichung fur jede der
vier Gruppen mit Hilfe von Microsoft Excel 2010 (Microsoft, Redmond, USA)
berechnet.

Weil sich Keramikfragmente des Knochenersatzmaterials und Knochengewebe
nach Oberflachenfarbung histologisch sehr ahnlich dargestellt hatten, wurden die

Keramikfragmente manuell umzeichnet und aus der Messung ausgeschlossen.
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Abb. 13: Keramikfragmente (rot), Knochengewebe (griin) innerhalb desselben Préparates

Abb. 14: Darstellung des Knochens nach Ausblendung von Keramik, und Geweben, welche nicht in die

Messung einbezogen wurden

Zur exakten Flachenmessung wurden die digitalen Bilder mit Hilfe eines
Mikroskopie-Mal3stabs kalibriert. Dieser Mal3stab wurde mit der gleichen Ver-
grolRerung unter gleichen Gegebenheiten wie die histologischen Praparate
eingescannt. Anhand der Skalierung des MaRstabs konnte die Umrechnung der

Pixelflachen in Quadratmillimeter durchgefuhrt werden.
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mm

Abb. 15: Darstellung des histologischen Mal3stabs

2.6 Statistische Auswertung

Da die erhobenen Daten nicht parametrisch verteilt waren, wurde die statistische
Auswertung von Frau Dr. Katharina Kramer aus dem Institut fir Medizinische
Statistik mit Hilfe eines nichtparametrischen Verfahrens, wie von Brunner und
Langer 1999 beschrieben (Brunner und Langer 1999), durchgefuhrt. Um den
Einfluss von rhBMP-2 in Abhangigkeit von dem verwendeten Tragermaterial
(Gruppe 1: HA/TCP, Gruppe 2: HA/TCP/PEG) auf die Knochendichte
festzustellen, wurde eine nichtparametrische Varianzanalyse (ANOVA = analysis
of variance) durchgefuhrt. Zu diesem Zweck wurde eine mdgliche Interaktion
zwischen dem Tragermaterial und der rhBMP-2-Applikation Uberpruft. Die histo-
morphometrisch erhobenen Daten wurden mit den Makros F1 LD _F2 und
F1_LD_F1 in der Statistik Software SAS (SAS 9.2, SAS Institute Inc., Cary, NC,
USA) untersucht.
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3 Ergebnisse

3.1 Klinische Auswertung

Nach der Extraktion aller Pramolaren und des ersten Molars erfolgte die Heilung
der Extraktionswunden ohne Zwischenfadlle. 16 Wochen nach der Extraktion
wurde die Augmentation, wie oben beschrieben, durchgefuhrt. Nach der zweiten
Augmentation, die mit einem geanderten Lappendesign durchgefuhrt wurde,
zeigte sich postoperativ eine kurz anhaltende, lokale Schwellung. Allerdings

traten im zweiten Versuchsablauf keine Wunddehiszenzen mehr auf.

3.2 Lichtmikroskopische Evaluation der

Augmentatregionen

Abb. 16: Darstellung der analysierten Préparate ( L=lateral; M=mediale Augmentatregion)

Zunachst wurden die histologischen Ergebnisse der medialen Dinnschliffe (,M*
auf Abb. 16) evaluiert. Jeweils ein histologisches Praparat wird im Folgenden
stellvertretend flr eine Augmentationsgruppe beschrieben. In keiner der
verschiedenen Gruppen wurden Anzeichen fur Entzindungsreaktionen

festgestellt.
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3.2.1 Lichtmikroskopische Evaluation der medialen
rein osteokonduktiven Materialien

(Augmentationsgruppen A1, B1)

Bei den Augmentationsgruppen A1 und B1 handelte es sich um rein osteo-
konduktive Augmentationsmaterialien, da keine Wachstumsfaktoren in diesen
Gruppen zugesetzt wurden.

Abb. 17 =zeigt ein histologisches Praparat der Augmentationsgruppe A1
(HA/TCP). In (a) ist die gesamte Region des augmentierten Unterkiefers
dargestellt, wahrend es sich bei (b) und (c) um Ausschnitte aus (a) handelt. Als
dunkelblaue auRere Begrenzungslinie ist das Epithel der Alveolarkamm-Mukosa
(M) zu erkennen. Unterhalb der Mukosa liegt der L-férmige, augmentierte
Defektbereich (A). Die Augmentatregion ist von natlrlichem Alveolarknochen (K)
eingerahmt. Innerhalb des Defektbereichs stellen sich zahlreiche lichtun-
durchlassige, dunkle Augmentatpartikel (AP) dar. Die Poren (P) des unvoll-
standig resorbierten Knochenersatzmaterials sind mit hellblau angefarbtem
Bindegewebe (B) ausgekleidet. Der Ubergang vom Augmentat zum orts-
standigen Knochen ist durch dunkelbraunen, neu gebildeten Knochen konturiert,
welcher sich durch seine etwas dunklere Farbung vom ortsstandigen Knochen
unterscheiden lasst. Vom lateralen Rand der Augmentatregion nimmt der neu
gebildete Knochen zum Zentrum des Augmentats ab. Die histologischen
Praparate dieser Gruppe zeigen eine nur sparliche Resorption des Trager-
materials Uber alle Untersuchungszonen. Die Poren des augmentierten Materials
sind noch deutlich zu erkennen und nicht bzw. in geringem Malde kndchern aus-
gekleidet. Einige der Praparate weisen im Bereich des ortsstandigen Knochens
(ROI 1) einen schmalen knéchernen Saum auf, welcher auf die osteokonduktiven
Eigenschaften des Materials hindeuten. In den Zonen direkt unterhalb der

Mukosa (ROI 3, ROI 4) konnte keine Knochenneubildung nachgewiesen werden.
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Abb. 17: Histologisches Préparat (Schwein 103 145 rechte UK-Seite); rein osteokonduktive
Augmentationsgruppe Al (Material: HAITCP im Verhéltnis 60%:40%); nach 4 Wochen
Beobachtungszeitraum,; VergréBerung: a = 10x, b = 40x, ¢ = 80x

Legende:

(A) Defektbereich

(AP) Augmentatpartikel

(B) Bindegewebe

(K) ortsstandiger Knochen
(M) Mukosa

(NK) neu gebildeter Knochen
P) Poren

In Abb. 18 ist ein histologisches Praparat der Augmentationsgruppe B1
(HA/TCP/PEG) dargestellt. Die mikroskopische Betrachtung zeigt einen geringen
Resorptionsgrad des Knochenersatzmaterials (A). Die Poren (P) des Materials

sind Uberwiegend als kreisformige Gebilde zu erkennen. Innerhalb der Poren
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stellt sich reichlich Bindegewebe (B) dar. Am Ubergang vom ortsstandigen
Knochen (K) zum Augmentat (A) liegt eine dinne Knochenregenerationsfront
(NK). Abgesehen von diesem schmalen Saum aus unreifem, trabekuldrem
Knochen Uberwiegt die bindegewebige Auskleidung des Augmentats. Reifer, neu

gebildeter Knochen kann nicht gefunden werden.

Abb. 18: Histologisches Préparat (Minipig 103 697 linke UK-Seite); rein osteokonduktive
Augmentationsgruppe B1 (Material: HAITCP im Verhéltnis 60%:40% mit PEG); nach 4 Wochen

Beobachtungszeitraum; Vergré3erung: a = 10x, b = 40x, ¢ = 80x

Legende:

(A) Defektbereich

(AP) Augmentatpartikel

(B) Bindegewebe

(K) ortsstandiger Knochen
(M) Mukosa

(NK) neu gebildeter Knochen
P) Poren
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Zusammenfassend lasst sich Uber die osteokonduktiven Augmentationsgruppen
(A1 und B1) sagen, dass neu gebildeter Knochen nur in direkter Nahe zum orts-
standigen Knochen gefunden werden kann. Das Knochenersatzmaterial ist noch
deutlich zu erkennen, und die Porenstruktur des augmentierten Materials ist

nahezu ausschliel3lich mit Bindegewebe ausgekleidet.

3.2.2 Lichtmikroskopische Evaluation der medialen
kombiniert osteokonduktiven / osteoinduktiven

Materialien (Augmentationsgruppen A2, B2)

Bei den Augmentationsgruppen A2 und B2 kam das gleiche osteokonduktive
Knochenersatzmaterial wie bei den Augmentationsgruppen A1 bzw. B1 als
Tragermaterial fir den rekombinanten humanen Wachstumsfaktor BMP-2 zum
Einsatz. Durch die biologisch wirksamen BMP-Molekule handelte es sich hierbei
um kombiniert osteokonduktives / osteoinduktives Augmentationsmaterial.

Bereits die Ubersichtsaufnahme in Abb. 19 der Augmentationsgruppe A2
(HA/TCP/BMP) zeigt eine Vielzahl von neu gebildeten Knocheninseln (NK) uber
das gesamte Augmentationsvolumen (A). Die Resorption des Knochenersatz-
materials ist auch hier noch nicht abgeschlossen, die Poren (P) des Materials
sind jedoch Uberwiegend kndchern ausgekleidet. Nicht resorbierte Anteile des
Knochenersatzmaterials (AP) sind in den neu gebildeten Knochen (NK) integriert
und gut zu erkennen. Neuer Knochen kann sowohl im Zentrum des Augmentats

(A) als auch direkt unter der Mukosa (M) nachgewiesen werden.
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Abb. 19: Histologisches Préparat (Schwein 103 145 linke UK-Seite); osteoinduktive Augmentationsgruppe
A2 (Material: HAITCP im Verhéltnis 60%:40% mit 105 uyg rhBMP-2); nach 4 Wochen

Beobachtungszeitraum,; Vergré3erung: a = 10x, b = 40x, ¢ = 80x

Legende:

(A) Defektbereich

(AP) Augmentatpartikel

(B) Bindegewebe

(K) ortsstandiger Knochen
(M) Mukosa

(NK) neu gebildeter Knochen
P) Poren

Abb. 20 =zeigt ein histologisches Praparat der Augmentationsgruppe B2
(HA/TCP/PEG/BMP). Neu gebildete Knochenbalkchen (NK) lassen sich im
Wesentlichen im Grenzbereich zum ortsstdndigen Knochen (K) erkennen. Im
Zentrum des Augmentats (A) ist die Knochensynthese weniger stark ausgepragt.
Der Gradient der Knochenneubildung sinkt von der peripheren Augmentatgrenze

nach zentral sehr stark ab. In der zentralen sowie der submukodsen Region des
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Augmentats Uberwiegt lockeres Bindegewebe (B). Das augmentierte Material

(AP) ist in nur sehr geringem Ausmal} resorbiert, Poren (P) lassen sich noch sehr

gut ausmachen.

Abb. 20: Histologisches Préparat (Minipig 103 697 rechte UK-Seite); osteoinduktive Augmentationsgruppe
B2 (Material: HAITCP im Verhéltnis 60%:40% mit PEG und 105 pg rhBMP-2); nach 4 Wochen

Beobachtungszeitraum; VergréBerung: a = 10x, b = 40x, ¢ = 80x

Legende:

(A) Defektbereich

(AP) Augmentatpartikel

(B) Bindegewebe

(K) ortsstandiger Knochen
(M) Mukosa

(NK) neu gebildeter Knochen
P) Poren
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Die Augmentationsgruppen A2 und B2 (mit rhBMP-2) zeigen im Vergleich zu den
Augmentationsgruppen A1 und B1 (ohne rh-BMP-2) deutlich mehr neu
gebildeten Knochen. Bei den kombiniert osteokonduktiven / osteoinduktiven
Materialien konnen neu gebildete Knochenbalkchen deutlich weiter zentral
innerhalb des Augmentats ausgemacht werden als bei den rein osteokonduktiven
Knochenersatzstoffen. Bei vergleichender Betrachtung der Praparate der
Augmentationsgruppen A2 (HA/TCP/rhBMP-2) und B2 (HA/TCP/PEG/rhBMP-2)
fallt auf, dass die Porenstruktur bei Augmentationsgruppe A2 (HA/TCP/rhBMP-2
hauptsachlich knéchern gefllt ist, wahrend zentrale Poren der Augmentations-
gruppe B2 (HA/TCP/PEG/rhBMP-2) vermehrt bindegewebig ausgekleidet sind.

3.2.3 Lichtmikroskopische Evaluation der lateralen

Augmentatregion

Abb. 21: Darstellung der analysierten Praparate (L=lateral;, M=medial)

Von den histologischen Dunnschliffen der lateralen Augmentatregion wurden aus
jeder Versuchsgruppe die drei dorsalen Praparate (L1, L2, L3) fur die histo-
logische Evaluation ausgewahlt. Wie bereits oben beschrieben, handelte es sich
bei den Augmentationsgruppen A1 und B1 um rein osteokonduktives Aug-
mentationsmaterial, bei den Augmentationsgruppen A2 und B2 wurde zusatzlich
rhBMP-2 appliziert. Da sich die ausgewahlten Praparate in Bezug auf die
Knochenhistologie nur marginal unterschieden, wird im Folgenden jeweils ein

Praparat stellvertretend fir die gesamte Gruppe erlautert.
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Auch bei den lateralen Praparaten wurden in den verschiedenen Augmentations-
gruppen weder bei den osteokonduktiven noch bei den osteoinduktiven
Knochenersatzmaterialien Anzeichen fur Entzindungsreaktionen festgestellt. Bei
lichtmikroskopischer Inspektion wurde deutlich, dass sich die Knochenregene-
ration in der lateralen Region des Augmentats analog zur Regeneration in der

medialen Region (Kapitel 3.3.1 und 3.3.2) verhielt.

Abb. 22 zeigt ein histologisches Praparat der Augmentationsgruppe A1
(HA/TCP). Das Epithel der Alveolarkamm-Mukosa (M) ist hier als dunkelblaue
aulBere Begrenzungslinie zu erkennen. Darunter liegt der L-formige Knochen-
defektbereich mit dem Augmentationsmaterial (A), eingerahmt vom naturlichen
Alveolarknochen (K) des Defektlagers. Innerhalb des Augmentats stellen sich
zahlreiche lichtundurchlassige, dunkle Augmentatpartikel (AP) des unvollstandig
resorbierten Knochenersatzmaterials dar. Die Poren (P) sind mit hellblau an-
gefarbtem Bindegewebe (B) ausgekleidet, der Ubergang vom Augmentat zum
ortsstandigen Knochen ist durch dunkelbraunen, neu gebildeten Knochen
konturiert. Vom lateralen Rand der Augmentatregion nimmt der neu gebildete
Knochen zum Zentrum des Augmentats hin ab. Die histologischen Praparate
dieser Gruppe zeigen eine nur sparliche Resorption des Tragermaterials Uber
alle Untersuchungszonen. Die Poren des augmentierten Materials sind noch
deutlich zu erkennen und nicht bzw. in geringem Malie kndchern ausgekleidet.
Einige der Praparate weisen im Bereich des ortsstandigen Knochens (ROI 1)
einen schmalen knochernen Saum auf, welcher auf die osteokonduktiven
Eigenschaften des Materials hindeutet. In den Zonen direkt unterhalb der

Mukosa (ROI 3, ROI 4) konnte keine Knochenneubildung nachgewiesen werden.
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Abb. 22: Histologisches Préparat (Schwein 103 145 rechte UK-Seite); rein osteokonduktive
Augmentationsgruppe Al (Material: HAITCP im Verhéltnis 60%:40%); nach 4 Wochen
Beobachtungszeitraum; VergréBerung: a = 10x, b = 40x, ¢ = 80x

Legende:

(A) Defektbereich

(AP) Augmentatpartikel

(B) Bindegewebe

(K) ortsstandiger Knochen
(M) Mukosa

(NK) neu gebildeter Knochen
P) Poren

In Abb. 23 ist ein histologisches Praparat der Augmentationsgruppe B1
(HA/TCP/PEG) dargestellt. Unter mikroskopischer Inspektion des Praparates
stellt sich, ahnlich wie in Abb. 22, ein geringer Resorptionsgrad des Knochen-
ersatzmaterials dar. Die Poren (P) des Materials sind Uberwiegend als kreis-
formige Gebilde zu erkennen, welche mit reichlich Bindegewebe (B) ausgekleidet
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sind. Am Ubergang vom L-férmigen Augmentat (A) zum ortsstandigen Knochen
(K) liegt eine diinne Knochenregenerationsfront (NK) aus unreifem, trabekularem
Knochen. Insgesamt Uberwiegt die bindegewebige Auskleidung des Augmentats.
Reifer Knochen kann nicht gefunden werden.

Abb. 23: Histologisches Préparat (Minipig 103 697 linke UK-Seite); rein osteokonduktive
Augmentationsgruppe B1 (Material: HAITCP im Verhéltnis 60%:40% mit PEG); nach 4 Wochen

Beobachtungszeitraum; VergréBerung: a = 10x, b = 40x, ¢ = 80x

Legende:

(A) Defektbereich

(AP) Augmentatpartikel

(B) Bindegewebe

(K) ortsstandiger Knochen
(M) Mukosa

(NK) neu gebildeter Knochen
P) Poren
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Die Ubersichtsaufnahme in Abb. 24 der Augmentationsgruppe A2 (HA/TCP/
BMP) zeigt eine Uberwiegend knoécherne Auskleidung der Augmentatporen (P).
Eine Vielzahl von neu gebildeten Knocheninseln (NK) lasst sich Uber das
gesamte Augmentationsvolumen (A) erkennen, wahrend innerhalb der Poren (P)
deutlich weniger Bindegewebe (B) vorliegt als bei den Gbrigen Augmentations-
gruppen. Die Resorption des Knochenersatzmaterials (AP) ist auch hier noch
nicht abgeschlossen, die Partikel des Knochenersatzmaterials (AP) sind jedoch
in den neu gebildeten Knochen (NK) integriert. Neuer Knochen (NK) kann sowohl

im Zentrum des Augmentats als auch direkt unter der Mukosa (M) nach-

gewiesen werden.

Abb. 24: Histologisches Préparat (Schwein 103 145 linke UK-Seite); osteoinduktive Augmentationsgruppe
A2 (Material: HAITCP im Verhéltnis 60%:40% mit 105 ug rhBMP-2),; nach 4 Wochen

Beobachtungszeitraum; Vergré3erung: a = 10x, b = 40x, ¢ = 80x
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Legende:

(A) Defektbereich

(AP) Augmentatpartikel

(B) Bindegewebe

(K) ortsstandiger Knochen
(M) Mukosa

(NK) neu gebildeter Knochen
P) Poren

Abb. 25 =zeigt ein histologisches Praparat der Augmentationsgruppe B2
(HA/TCP/PEG/BMP). Neu gebildete Knochenbalkchen (NK) lassen sich im
Wesentlichen im Grenzbereich zum ortsstandigen Knochen (K) erkennen. Der
Gradient der Knochenneubildung sinkt von der aul3eren, peripheren Augmentat-
grenze nach zentral sehr stark ab. Im Zentrum des Augmentats (A) und in der
submukosen Region ist die Knochensynthese weniger stark ausgepragt. Hier
Uberwiegt lockeres Bindegewebe (B). Das augmentierte Material (AP) ist in nur
sehr geringem Ausmal} resorbiert, Poren (P) lassen sich noch sehr gut aus-

machen.
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Abb. 25: Histologisches Préparat (Minipig 103 697 rechte UK-Seite); osteoinduktive Augmentationsgruppe
B2 (Material: HAITCP im Verhéltnis 60%:40% mit PEG und 105 pg rhBMP-2); nach 4 Wochen

Beobachtungszeitraum,; Vergré3erung: a = 10x, b = 40x, ¢ = 80x

Legende:

(A) Defektbereich

(AP) Augmentatpartikel

(B) Bindegewebe

(K) ortsstandiger Knochen
(M) Mukosa

(NK) neu gebildeter Knochen
P) Poren
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3.3 Histomorphometrische Evaluation

Die Bewertung erfolgte nach vierwdchigem Beobachtungszeitraum und wurde fur
jede region of interest (ROI) separat durchgefthrt. Dadurch konnte der Gradient
der Knochenneubildung Uber die gesamte Augmentatregion analysiert werden.
FUr die statistische Analyse wurden die Mittelwerte mit Standardabweichung aus
der prozentualen Knochenneubildung fur jede der vier Gruppen separat be-

rechnet.

3.3.1 Histomorphometrische Evaluation der medialen

Augmentatregion

45,00 Medidle Pré&parate

.. Augmentationsgruppe Al
HA/TCP
40,00

Augmentationsgruppe A2
35,00 HA/TCP/thBMP-2

30,00 Augmentationsgruppe B1

" HA/TCP/PEG
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25,00
Augmentationsgruppe B2
HA/TCP/PEG/thBMP-2

20,00

£ I \\\
s \\
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———
3

Neu gebildetes Knochengewebe [%)]

.

2

0,00

-

ROI

Diagramm 1: Prozentuale Knochenneubildung nach 4 Wochen; mediale Augmentatregion;
HA/TCP (gelb); HA/TCP/BMP (rot); HA/TCP/PEG (griin); HA/TCP/PEG/BMP (blau)

Das in Diagramm 1 dargestellte Liniendiagramm gibt Auskunft Uber die histo-

morphometrisch ermittelte Knochenmenge in der zentralen Augmentatregion
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nach vier Wochen Einheilungszeit. Auf der y-Achse ist der jeweilige Mittelwert
der Knochenmenge einer Augmentationsgruppe in Prozent aufgetragen,
wahrend auf der x-Achse die jeweilige beobachtete ROl zugeordnet ist. Die
vertikalen Linien zeigen die Standardabweichung der Mittelwerte fur jede
beobachtete ROI.

Das rote Liniendiagramm stellt die Augmentationsgruppe A2 (HA/TCP/BMP) dar.
Hier sind die hdchsten Mittelwerte Uber alle untersuchten ROI zu beobachten.
Gleichzeitig sind jedoch auch die Standardabweichungen fur diese Gruppe am
héchsten. Die Augmentationsgruppe B2 (HA/TCP/PEG/BMP) ist als blaue Linie
dargestellt. Hier sind die zweithéchsten Werte flir die Knochenneubildung zu
erkennen. Augmentationsgruppe B1 (HA/TCP/PEG) ist als grines Linien-
diagramm abgebildet, das gelbe Liniendiagramm gibt die Mittelwerte der
Augmentationsgruppe A1 (HA/TCP) wieder.

Aus Diagramm 1 geht hervor, dass die Knochensynthese innerhalb der aug-
mentierten Areale bei den verschiedenen Gruppen unterschiedlich verteilt ist.
Unabhangig vom augmentierten Material und der Verwendung von osteo-
induktiven Faktoren nahmen die Mittelwerte fur die Knochenmenge bei allen
Augmentationsgruppen von ROI 1 zu ROI 4 ab.

Bei Augmentationsgruppe A1 (HA/TCP) =zeigten die Mittelwerte fur die
Knochenmenge in ROI 1 14,73 % (x 6,49 %), in ROI 2 2,62 % (*+ 3,45 %), in ROI
3 1,17 % (x 2,46 %), in ROl 4 war nur noch 0,16 % (+ 0,16 %) neu gebildeter
Knochen vorhanden. Auf der kontralateralen Seite des Unterkiefers (Aug-
mentationsgruppe A2 = HA/TCP/BMP) wurde bei den Versuchstieren das
HA/TCP in Kombination mit BMP-2 zur Wiederherstellung des Unterkiefer-
defektes verwendet. Bei dieser Gruppe zeigte sich der hdchste Mittelwert von
30,65 % (x 10,97 %) in ROI 1, mit einer kontinuierlichen Abnahme der Knochen-
menge auf 26,00 % (+ 10,81 %) in ROI 2, 17,98 % (+ 10,61 %) in ROl 3 und 12,0
% (£ 9,74 %) in ROI 4.

Bei Augmentationsgruppe B1 erfolgte die Augmentation mit HA/TCP und PEG.
Der Mittelwert lag hier bei 20,95 % (+ 7,97%) in ROI 1, mit einer Abnahme der
Knochenmenge auf 6,40 % (£ 5,70 %) in ROI 2, 1,16 % (x 1,10 %) in ROI 3 und
0,12 % (= 0,09 %) in ROI 4. Auf der kontralateralen Seite (Augmentationsgruppe
B2) wurde der Defekt mit HA/TCP, PEG und BMP-2 aufgefullt. Fur dieses
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Knochenersatzmaterial ergab sich, Uber die Versuchsgruppen gesehen, der
zweithéchste Mittelwert von 28,37 % (x 7,43 %) in ROI 1, mit einer Abnahme auf
14,87 % (£ 6,47 %) in ROI 2, 10,40 % (+ 4,48 %) in ROl 3 und 4,8 % (+ 2,78 %)
in ROI 4.

Im Rahmen der statistischen Analyse wurde eine signifikante Interaktion
zwischen den drei Faktoren BMP, PEG und region of interest (p=0,024) deutlich.
Bedingt durch die Interaktion wurde fur jede ROl eine separate statistische
Analyse durchgefihrt.

In ROl 1 stellte sich kein signifikanter Einfluss der verschiedenen Trager-
materialien auf die Synthese neuen Knochens dar (HA/TCP vs. HA/TCP/PEG:
p=0,54). Im Gegensatz hierzu zeigte die Applikation von BMP-2 einen
signifikanten Einfluss auf die Knochenneubildung in ROI 1 (BMP-2 vs. kein BMP-
2: p=0,002).

In ROI 2 und ROI 3, zeigte die statistische Evaluation eine signifikante Interaktion
zwischen der BMP-2-Applikation und dem Tragermaterial. In der Augmentations-
gruppe B2 wurde dem HA/TCP-Material zusatzlich PEG-Hydrogel zugesetzt. Die
Zugabe des PEG flhrte in dieser Gruppe in ROl 2 und ROI 3 zu weniger neu
gebildetem Knochen im Vergleich zur Augmentationsgruppe A2 (HA/TCP/BMP).
Das PEG verminderte den Effekt von rhBMP-2 in Bezug auf die Neubildung von
Knochen in ROI 2 und 3 (ROI 2: p=0,011; ROI 3: p=0,046).

In der Region, die am weitesten vom nativen Knochen entfernt ist (ROl 4), wurde
ein signifikanter Einfluss von BMP-2 auf die Knochensynthese deutlich. Dieser
war unabhangig vom Tragermaterial (BMP-2 vs. kein BMP-2: p< 0,0001). Die
verschiedenen Tragermaterialien (mit PEG bzw. ohne PEG) zeigten keine
signifikanten Unterschiede in Bezug auf die Knochenneubildung (HA/TCP vs.
HA/TCP/PEG: p=0,33).
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3.3.2 Histomorphometrische Evaluation der lateralen

Augmentatregion
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Diagramm 2: Prozentuale Knochenneubildung nach 4 Wochen; laterale Augmentatregion;
HA/TCP (gelb); HA/TCP/BMP (rot); HA/TCP/PEG (griin); HA/TCP/PEG/BMP (blau)

Das in Diagramm 2 dargestellte Liniendiagramm gibt Auskunft UGber die
histomorphometrisch ermittelte Knochenmenge in der lateralen Augmentatregion
nach vier Wochen Einheilungszeit. Auf der y-Achse ist der jeweilige Mittelwert
der Knochenmenge einer Augmentationsgruppe in Prozent aufgetragen,
wahrend auf der x-Achse die jeweilige beobachtete ROl zugeordnet ist. Die
vertikalen Linien zeigen die Standardabweichung der Mittelwerte fur jede
beobachtete ROI. Die Augmentationsgruppe A2 (HA/TCP/BMP) ist als rotes
Liniendiagramm abgebildet. Dieses Liniendiagramm zeigt die hochsten
Mittelwerte Uber alle untersuchten ROI. Gleichzeitig sind jedoch auch die
Standardabweichungen fur diese Gruppe am hdchsten. Die Augmentations-
gruppe B2 (HA/TCP/PEG/BMP) ist als blaue Linie dargestellt. Hier sind die
zweithdchsten Werte flr die Knochenneubildung zu erkennen. Augmentations-
gruppe B1 (HA/TCP/PEG) ist als griines Liniendiagramm abgebildet, das gelbe
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Liniendiagramm gibt die Mittelwerte der Augmentationsgruppe A1 (HA/TCP)
wieder.

Anhnlich wie bei der zentralen Region zeigen die beiden osteoinduktiven
Augmentationsgruppen der lateralen Region hohere Mittelwerte fur die
Knochenneubildung. Analog zu den histomorphometrischen Ergebnissen der
zentralen Region nahmen die Mittelwerte bei der lateralen Region von ROI 1 zu
ROI 4 ab. Bei der Augmentation mit HA/TCP (Augmentationsgruppe A1) nahm
der Mittelwert fur die Knochenmenge von 21,02 % (+ 10,26 %) in ROl 1 auf 2,79
% (£ 2,31 %) in ROI 2, 0,17 % (£ 0,54 %) in ROI 3 und 0,12 % (£ 0,13 %) in ROI
4 ab. Die kontralaterale Seite, welche mit HA/TCP mit BMP-2 (Augmentations-
gruppe A2) augmentiert wurde, wies den hochsten Mittelwert mit 30,74 % (z
13,53 %) in ROI 1 auf. Die Knochenmenge nahm in ROI 2 auf 23,09 % (+ 8,82
%), in ROI 3 auf 17,66 % (x 8,96 %) und in ROI 4 auf 11,77 % (£ 6,73 %) ab.
Augmentationen mit HA/TCP und PEG (Augmentationsgruppe B1) flhrten zu
einem Mittelwert von 20,55 % (x+ 8,02 %) in ROI 1, bei einer Abnahme auf 4,92 %
(£ 4,89 %) in ROI 2, 1,28 % (x 2,19 %) in ROI 3 und 0,41 % (+ 0,41 %) in ROI 4.
Bei der Kombination dieses Materials mit BMP-2 (Augmentationsgruppe B2) auf
der kontralateralen Seite, lag ein Mittelwert von 27,32 % (£ 8,36 %) in ROI 1,
19,10 % (£ 8,70 %) in ROI 2, 14,95 % (7,65 %) in ROI 3 und 9,49 % (£ 5,22 %)
in ROI 4 vor.

Nach statistischer Analyse lasst sich weder ein signifikanter Einfluss des osteo-
induktiven Faktors BMP-2 noch ein signifikanter Einfluss des Tragermaterials auf
die Knochensynthese in ROI 1 feststellen (BMP-2 vs. kein BMP-2: p=0,08; mit
PEG vs. ohne PEG: p=0,61). In der Augmentationsgruppe B2 wurde HA/TCP
und rhBMP-2 mit PEG kombiniert. Im Rahmen der statistischen Analyse konnte
eine signifikante Interaktion zwischen der kombinierten Anwendung von PEG mit
HA/TCP und rhBMP-2 in den Regionen ROI 2, 3 und 4 festgestellt werden. Die
zusatzliche Anwendung von PEG als Tragermaterial fur rhBMP-2 fuhrte zu
weniger neu gebildetem Knochen im Vergleich zu rhBMP-2 ohne PEG. Das PEG
fuhrte zu einer signifikant geringeren Knochensynthese, mit geringeren
Mittelwerten der Knochenmenge (ROI 2: p=0,012; ROI 3: p=0,0009; ROI 4:
p=0,0012).
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Wie in dieser Studie gezeigt, kann durch Einsatz von osteoinduktiven
Substanzen in Kombination mit resorbierbaren, osteokonduktiven Trager-
materialien die knocherne Regeneration positiv beeinflusst werden. Die
Versuchsgruppen, bei denen das Tragermaterial mit BMP-2 kombiniert wurde,
zeigten vor allem in ROl 1 und 2 eine signifikante Steigerung der Knochen-
neubildung. Die Versuchsgruppen ohne BMP-2 wiesen hingegen nur kleine,
teilweise unvollstandige Knochenbricken auf.

Eine zusatzliche PEG-Anwendung fuhrte zu keiner Steigerung der
Knochensynthese, sondern in einigen Regionen zu einer signifikanten Abnahme

des neugebildeten Knochens.
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4 Diskussion

4.1 Diskussion des Tiermodells

Das Ziel der vorliegenden Studie war die histomorphometrische Evaluation der
Knochenneubildung nach Augmentation eines ausgedehnten Unterkiefer-
Knochendefektes mit Knochenersatzmaterialien. Da die Herstellung histo-
logischer Schnitte beim Menschen aus ethischen Grunden nicht durchfuhrbar ist,
wurde zu diesem Zweck ein Tiermodell herangezogen.

Bei einem Tierversuch sollten sowohl die anatomischen Gegebenheiten des
Anwendungsgebietes als auch die Knochenphysiologie und das Regenerations-
potenzial mit der des Menschen vergleichbar sein. Jede Spezies weist dabei
spezifische Vor- und Nachteile bezlglich der Eignung als Versuchstier fir die
Erforschung von Heilungsvorgangen am Knochen auf. Je nach Anwendungs-

bereich kommen daher verschiedene Kleintier- oder Grof3tiermodelle in Frage.

Primaten, Hunde, Schafe, Kaninchen und Schweine wurden bereits als Tier-
modelle im Hinblick auf Knochenuntersuchungen in der Literatur beschrieben
(Pearce et al. 2007).

Boyne und Mitarbeiter verwendeten in einer Studie von 2006 fur die Hemi-
mandibulektomie mit nachfolgender Defektversorgung Macaca-fascicularis-Affen
als Versuchstiere (Boyne et al. 2006). Aufgrund sozialer und kognitiver Fahig-
keiten nichthumaner Primaten muss die Anwendung dieser Tiere in der
medizinischen Forschung aus ethischer Sicht kritisch hinterfragt werden. Zwar
erscheint dieses Tiermodell in der Knochenregeneration, aufgrund der guten
Ubertragbarkeit auf den Menschen, als besonders geeignet (Boyne et al. 2006,
Turner 2001, Wang et al. 1998), dennoch sollten Primaten heutzutage nur dann
als Versuchstier eingesetzt werden, wenn es keine geeigneten Alternativ-
moglichkeiten gibt. Neben den ethischen Beweggriunden, sollte bedacht werden,
dass die Haltung dieser Tiere besonders aufwendig und kostenintensiv ist
(Pearce et al. 2007). Unter den Groldtieren wird daher haufig auf Hunde
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zurlckgegriffen, da sich die Haltung dieser Tiere wesentlich einfacher und
weniger kostenintensiv gestaltet als bei Primaten. In der 2014 veroéffentlichten
Pilotstudie zur Knochenaugmentation mit selbsthartendem, resorbierbarem
Knochenersatzmaterial von Schliephake und Mitarbeitern wurden beispielsweise
Beagle-Hunde als Versuchstiere verwendet (Schliephake et al. 2014). Der
chemische Knochenaufbau des Hundes ist dem des Menschen sehr ahnlich, wie
in einer Studie von Aerssens berichtet wurde (Aerssens et al. 1998). Da der
Hund als Begleittier des Menschen gilt, wird diese Spezies aufgrund ethischer
Bedenken jedoch immer seltener in der medizinischen Forschung eingesetzt
(Pearce et al. 2007). Die ethische Abneigung gegenlber Tierversuchen an
Schafen ist geringer ausgepragt als bei Hunden, weil das Fleisch dieser Tiere
auch als Nahrungsmittel dient (Pearce et al. 2007). Das Korpergewicht entspricht
im Wesentlichen dem Gewicht des Menschen, wodurch ahnliche Stoffwechsel-
leistungen zu vermuten sind (Newman et al. 1995). Zwischen Schaf und Mensch
bestehen zudem groRe Ahnlichkeiten bezliglich der Mikromorphologie der
Knochenstruktur (Rehman et al. 1995). Beim Schaf ist jedoch zu bedenken, dass
es sich bei dieser Spezies um Wiederkauer handelt. Bei der oralen Defekt-
versorgung unterliegt das Operationsgebiet dadurch einer héheren Belastung.
Am haufigsten wird das Kaninchenmodell in der medizinischen Forschung
angewendet (Neyt et al. 1998). Diese Tiere sind aufgrund ihrer geringen Korper-
groRe im Vergleich zum Groltiermodell sehr pflegeleicht (Neyt et al. 1998) und
die Wachstumsphase des Skelettsystems ist relativ frih abgeschlossen (Gilsanz
et al. 1988). Dieses Modell findet auch in der Erforschung von Knochenersatz-
materialien Verwendung, wie von Jung und Mitarbeitern in einer Studie zu PEG
modifiziertem Hydroxylapatit mit Tricalciumphosphat an Neuseeland-Kaninchen
beschrieben (Jung et al. 2008). Gleichzeitig stellt die KorpergroRe dieser Tiere
jedoch auch einen limitierenden Faktor in der praktischen Anwendbarkeit bei
intraoralen Fragestellungen dar (Pearce et al. 2007). Dentale Knochen-
ersatzmaterialien werden daher beim Kaninchen haufig in extraoralen
Defektmodellen untersucht (Jung et al. 2008). In Bezug auf die Anwendbarkeit
bei oralchirurgischen Fragestellungen ist das Schwein aufgrund der Unterkiefer-
morphologie und KorpergroRe besonders gut geeignet (Jensen et al. 2005,

Thorwarth et al. 2005). Bei speziellen Zichtungen wie dem Géttinger Miniatur-
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schwein sind wesentliche biomedizinische Parameter bezlglich des Korper-
gewichts, der Knochenmikrostruktur, der Knochenzusammensetzung und der
Knochenumbaurate mit denen des Menschen vergleichbar (Aerssens et al. 1998,
Mosekilde et al. 1987, Mosekilde et al. 1993, Pearce et al. 2007). Daher wurde
dieses Tiermodell bereits in Studien zur Regeneration von Unterkieferdefekten
(Jensen et al. 2005, Warzler et al. 2004), zur Versorgung von Unterkiefer-
frakturen (Terheyden et al. 1999) und zu Unterkieferaugmentationen eingesetzt
(Buser et al. 1998, Jensen et al. 2006, Pieri et al. 2008, Schliephake et al. 1995).
Auch bei Fragestellungen zur intraoralen Applikation von Knochenersatzmaterial
bietet sich das Goéttinger Minischwein, aufgrund der guten Ubertragbarkeit auf
den Menschen, an.

Generell sollte bei der Auswahl des Versuchstieres jedoch stets das Defekt-
modell mit bedacht werden. Zur Untersuchung dentaler Knochenersatz-
materialien kdnnen je nach Indikation, Anwendungsform und Tiermodell ver-

schiedene intra- und extraorale Defektmodelle untersucht werden.

4.2 Diskussion des Defektmodells

Unter den moglichen Defektmodellen wird in Kleindefektmodelle und
GrolRdefektmodelle unterschieden (Stitzle et al. 1998). In einer Studie von
Thoma und Mitarbeitern wurde ein Kleindefektmodell am Gottinger Minipig
beschrieben (Thoma et al. 2014). Nachdem in einer zuvor durchgefuhrten Zahn-
extraktion alle Pramolaren und der erste Molar des Unterkiefers entfernt wurden,
konnten dann 3 Bohrlécher mit einem Durchmesser und einer Tiefe von jeweils 7
mm prapariert werden (Thoma et al. 2014). Durch das definierte Volumen
wurden standardisierte Voraussetzungen fur den Vergleich der Knochenersatz-
materialien geschaffen. Beim Kleindefektmodell liegt der Vorteil in der geringen
mechanischen Belastung des Knochendefekts, aufgrund des geringen Defekt-
ausmaldes. Wird der Defekt jedoch zu klein gewahlt, kann es wahrend des
Beobachtungsintervalls zur spontanen knéchernen Durchbauung des Defektes
kommen (Stitzle et al. 1998). Uberschreitet die Ausdehnung eines Knochen-

defektes eine kritische Grole (critical size defect), wird eine spontane Regene-
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ration des Knochens nicht mehr erwartet (Schmitz und Hollinger 1986). Zur
Simulation eines solchen so genannten critical size defect untersuchten Wurzler
und Mitarbeiter 2004 in einem GrolRdefektmodell die Rekonstruktion eines
unilateralen, 5 cm langen Unterkieferkontinuitatsdefekts am Gottinger Minipig.
Bei allen Tieren wurden bikortikal fixierte Osteosynthesesplatten zur Stabili-
sierung des ausgedehnten Defektes verwendet, um die mechanisch stark be-
anspruchte Defektregion zu Uberbricken. Nach etwa 6 Wochen kam es jedoch
bei den Tieren der Kontrollgruppe (ohne BMP-Applikation) zum vollstandigen
Versagen der Rekonstruktion. Wirzler stellte fest, dass die Tiere bestandig ihre
Kaumuskulatur aktivierten, dadurch den Kiefer unzureichend immobilisierten und
somit eine Transplantatlockerung herbeifuhrten (Wdarzler et al. 2004). Fur die
Analyse des Einheilverhaltens neuentwickelter Knochenersatzmaterialien sind
ausgedehnte Defektmodelle daher nur bedingt geeignet. Im Rahmen post-
operativer Schmerzen, stellt sich beim Menschen eine Schutzfunktion vor
Ubermaliger Belastung der operierten Region ein. Minischweine kauen hingegen
ohne Schonung auf harten Gegenstanden, was zu einer zusatzlichen Belastung
des Wundgebietes mit sekundarer Wundinfektion und Augmentatlockerung
fuhren kann.

In der vorliegenden Studie wurde ein Defektausmal’ von 20 x 8 x 8 mm (Lange x
Breite x Tiefe) gewanhlt. Bei diesem Defekt unterlag der restliche Knochen zwar
einem wesentlich geringeren Grad an funktioneller Belastung als bei einem
Unterkieferkontinuitatsdefekt, dennoch wirkt eine groRe mechanische Be-
anspruchung auf die Augmentatregion. Da in dem hier vorgestellten Versuch die
kieferkammbedeckende Schleimhaut bei allen Versuchstieren nekrotisch wurde,
musste die SchnittfUhrung bei der Praparation des Schleimhautlappens kritisch
hinterfragt werden. Wie von Wirzler beschrieben, sollte binnen der ersten post-
operativen Woche ein biomechanisch belastbares Knochenregenerat angestrebt
werden (Wdurzler et al. 2004). Zu diesem Zweck sollte eine speicheldichte
Wundabdeckung gewahrleistet sein, und die GefalRversorgung des
Mukoperiostlappens sollte intakt bleiben. Das urspriingliche Lappendesign fur die
Praparation des Knochendefektes war ein lingual gestielter Trapezlappen mit
anteriorem und posteriorem Entlastungsschnitt. Der Mukoperiostlappen wurde

jedoch eine Woche postoperativ nekrotisch, was darauf hindeutete, dass die
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vaskulare Versorgung des Lappens unterbrochen wurde. Beim Menschen erfolgt
die Versorgung der Mukosa des Alveolarknochens im Unterkiefer von posterior
durch Gefalde, die parallel zum Kieferkamm verlaufen (Kleinheinz et al. 2005). Da
beim Gottinger Minipig eine ahnliche Gefallanatomie vermutet wird, wurde daher
bei der Praparation des Mukoperiostlappens bei der Zweitoperation auf den
posterioren Entlastungsschnitt verzichtet, um die Blutversorgung des Gewebes
zu erhalten. Bei allen Tieren heilte das Augmentat nach Modifikation des Lappen-
designs ohne Anzeichen von Wund-Dehiszenzen vollstandig ein, und es gab
keine weiteren Komplikationen in der Wundheilung.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass fir die Auswahl eines Defektmodells
zur Untersuchung von Knochenersatzmaterial keine allgemeingultige Empfeh-
lung in der Literatur zu finden ist. Das Defektmodell sollte sich vor allem nach
dem gewahlten Tiermodell und nach dem zu untersuchenden Augmentations-

material richten.

4.3 Diskussion der Ergebnisse

Die grundsatzlichen Ergebnisse der BMP-Applikation in der vorliegenden Studie
am Gottinger Minischwein bestatigten die Erkenntnisse der Literatur. Wie bereits
in einer Vielzahl von Tierstudien und humanen Versuchsreihen nachgewiesen,
fuhrte die Anwendung des osteoinduktiven Wachstumsfaktors rhBMP-2 in Kom-
bination mit dem jeweiligen Tragermaterial auch in der vorliegenden Studie zu
einer signifikant gesteigerten Knochenregeneration im Vergleich zur Kontrolle.

Die Osteoinduktion durch rhBMP-2 wurde in diesem Zusammenhang bei Unter-
kiefer-Kontinuitatsdefekten (Boyne et al. 1999, Toriumi et al. 1991), bei Alveolar-
kammdefekten (Barboza et al. 2000, Cochran et al. 1999, Jung et al. 2003) und
bei Sinusboden-Augmentationen nachgewiesen (Boyne et al. 1997, Nevins et al.
1996). Daher war in dieser Studie bei den kombiniert osteokonduktiven / osteo-
induktiven Augmentationsgruppen mit rhBMP-2 mit einer starkeren kndchernen
Integration des Augmentates zu rechnen, als bei den rein osteokonduktiven
Augmentationsmaterialien. Es ist bekannt, dass rein osteokonduktives Knochen-
ersatzmaterial (Augmentationsgruppen HA/TCP und HA/TCP/PEG) lediglich die
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Anlagerung und das Wachstum von Osteoblasten entlang des Materials fordert.
In dieser Studie diente ein Gemisch aus Hydroxylapatit und Tricalciumphosphat
als Grundgerdst fur das Tragermaterial. Es ermdglicht die volumenstabile Uber-
brickung des Knochendefektes. Die oberflachliche Adsorption der BMP-
Molekule auf diesem Material ist gekennzeichnet durch die frihzeitige Freigabe
des Wachstumsfaktors (Arrabal et al. 2013, Uludag et al. 1999). Die pharmako-
kinetischen Eigenschaften der BMP-Freisetzung und das zeitliche Zusammen-
spiel in der Knochenregeneration wurden in der Literatur kontrovers diskutiert, da
es moglicherweise eine Vielzahl von spezifischen Abhangigkeiten in der Wirkung
eines Wachstumsfaktors gibt (Kirker-Head 2000). In diesem Zusammenhang
werden auch Nebenwirkungen des Wachstumsfaktors BMP-2 diskutiert (Chrastil
et al. 2013). Derzeit werden BMPs in supraphysiologischer Dosierung an-
gewandt, um eine hinreichende knécherne Uberbriickung ausgedehnter Defekte
zu erreichen (Luginbuehl et al. 2004). Dabei kénnen Odeme des Weichgewebes
(Haidar et al. 2009a), Schwellungen (Shields et al. 2006, Smucker et al. 2006),
Serome (Benglis et al. 2008, Leknes et al. 2008, Tumialan et al. 2008), hetero-
tope Knochenbildung (Baskin et al. 2003, Boakye et al. 2005), Entzindungs- und
Immunreaktionen auftreten (Haidar et al. 2009a, Ritting et al. 2012). Ein
wesentlicher Einfluss auf die pharmakokinetischen Eigenschaften der bioaktiven
Molekule wird dem Tragermaterial zugesprochen (Bessa et al. 2008, Carreira et
al. 2014, Haidar et al. 2009a, Kinoshita und Maeda 2013, Schliephake 2010). Um
die benodtigte Wachstumsfaktor-Dosis zu reduzieren, die Wirkung der Molekiile
effektiv zu steuern und somit Nebenwirkungen zu vermeiden, sollte ein
geeignetes Tragersystem eine adaquate Bindung und eine kontrollierte Frei-
setzung des Wachstumsfaktors ermdglichen (Bell und Gregoire 2009, Haidar et
al. 2009a).

Unter dieser MalRgabe wurden biodegradierbare, synthetische Polymere, wie
zum Beispiel PEG, entwickelt (Lutolf et al. 2003). In der vorliegenden Studie
wurde das PEG-Hydrogel, ahnlich wie in einer Studie von Jung und Mitarbeitern,
mit HA/TCP-Tragermaterial kombiniert (Jung et al. 2008). Die Hypothese, dass
die gemeinsame Anwendung dieser Materialien in Verbindung mit rhBMP-2 zu
einer signifikant gesteigerten Knochenneubildung fuhrt, wie von Jung

beschrieben (Jung et al. 2008), konnte nicht bestatigt werden. Allerdings wurde
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in der Studie von Jung eine andere Kontrollgruppe verwendet (siehe Punkt 1.8).
Die Einlagerung von BMP-2 in das PEG-Hydrogel fihrte in Kombination mit dem
gleichen Keramik-Tragermaterial zu einer statistisch signifikanten Wechsel-
wirkung zwischen BMP und PEG. Vergleicht man die Augmentationsgruppe A2
(HA/TCP mit BMP-2) mit der Augmentationsgruppe B2 (HA/TCP/PEG mit BMP-
2) wird deutlich, dass die zusatzliche Anwendung von PEG zu einer geringeren
Knochenneubildung fuhrt. In der Studie von Jung und Mitarbeitern wurde in zwei
der vier untersuchten Gruppen rhBMP-2, in den Konzentrationen von 10 pug/ml
(Gruppe 3) oder 30 ug/ml (Gruppe 4), in die Tragermatrix integriert (Jung et al.
2008). Diese beiden Gruppen wurden mit der leeren Kontrolle und mit dem
Tragermaterial ohne Wachstumsfaktor verglichen. Die Autoren dieser Studie
berichteten in den Versuchsgruppen, die rhBMP-2, PEG und HA/TCP enthielten
uber eine signifikant gesteigerte Knochenregeneration im Vergleich zur
Kontrollgruppe (ohne rhBMP-2). Dabei gab es jedoch keine Kontrollgruppe, bei
der lediglich HA/TCP als Tragermaterial fir rhBMP-2 verwendet wurde, um die
Knochenneubildung mit der Versuchsgruppe HA/TCP/PEG zu vergleichen.
Moglicherweise ist die einfache, oberflachliche Adsorption des Wachstumsfaktors
auf dem HA/TCP-Tragermaterial forderlicher fur die Knochensynthese, als die
dreidimensionale Verankerung in einem slow release-System wie PEG. Die
Ergebnisse der vorliegenden Studie lassen vermuten, dass PEG die osteo-
induktive Wirkung von BMP-2 vermindert.

PEG wurde in der Zahnmedizin zunachst als resorbierbare Membran in der
gesteuerten Knochenregeneration (GBR) verwendet (Thoma et al. 2014). Dabei
stellte die PEG-Membran eine Gewebebarriere mit Platzhalterfunktion fur den
neu gebildeten Knochen dar, um das Einwachsen von Weichgewebe in den
Knochendefekt zu verhindern. Moglicherweise hemmt PEG die Adhasion und
Invasion von Zellen und anderen Produkten der extrazellularen Matrix und
reduziert somit die Knochenregeneration (Lutolf et al. 2003). Vielleicht ist die
geringere Knochenmenge in den Augmentationsgruppen mit PEG (B1 und B2)
auf eine zu langsame Freisetzung der BMP-Molekiile zurickzufihren, bei der
keine ausreichende biologisch wirksame Konzentration des Wachstumsfaktors
uber die Dauer der Knochenregeneration ermdglicht wird. Voruntersuchungen,
welche die Freisetzung von 100 uyg BMP-2 aus einem HA/TCP/PEG-Trager-
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material untersuchten, zeigten kumuliert eine Freisetzungsrate von 55,7 % nach
6 Tagen und 63,0 % nach 16 Tagen. Riuckstande des PEG/BMP-2-Prazipitates
konnten innerhalb der Poren des keramischen Tragers verblieben sein. Durch
konventionelle Mikroskopie konnten zwar keine PEG-Ruckstande nachgewiesen
werden, die eine vollstandige Freisetzung des BMP-2 verhindert haben konnten.
Aus mehreren Studien ist jedoch bekannt, dass BMP durch PEG in einer
kristallinen, biologisch unwirksamen Form gebunden wird, bis das PEG-Hydrogel
vollstdndig abgebaut ist, was letztendlich die Knochenneubildung hemmen
koénnte (Lutolf et al. 2003, Ruppert et al. 1996, Uludag et al. 1999).

In der vorliegenden Studie wurde nach 4-wdchigem Beobachtungszeitraum bei
allen Augmentationsgruppen festgestellt, dass die Menge an neu gebildetem
Knochen von ROI 1 zu ROI 4 abnahm. Dieses Ergebnis wurde bereits mehrfach,
sowohl fur rein osteokonduktive wie auch fur osteoinduktive Knochenersatz-
materialien in der Literatur beschrieben (Furst et al. 2003, Terheyden et al.
1999). Es wird diskutiert, ob dieses Ergebnis auf der Tatsache basiert, dass fur
die Resorption des Augmentationsmaterials und die Synthese von Knochen eine
ausreichende biologische Infrastruktur im Defektlager notig ist. Im Rahmen der
creeping substitution wird das Transplantatlager unmittelbar nach der Implanta-
tion des Knochenersatzmaterials vaskular erschlossen. Dabei wird zunachst nur
das auRere Augmentatareal mit Nahrstoffen und Sauerstoff versorgt. Die
Knochenneubildung wird sich daher vorerst auf die Randbereiche des Aug-
mentats konzentrieren. Der innere Bereich des Transplantates kann hingegen
erst unter zeitlicher Verzogerung erschlossen werden, was die reduzierte
Knochenmenge erklaren konnte. Ein weiterer Grund fur die erhdhte Knochen-
regeneration in ROl 1 konnte die Einblutung um das Augmentat im Rahmen der
Defekt-Praparation und Augmentation sein. Durch diese Einblutungen kénnten
Mesenchymzellen, die im Blutkreislauf zirkulieren, in den Defektbereich einge-
schwemmt werden und den Ursprung der Knochenregeneration darstellen.
Friedmann und Mitarbeiter berichteten in einer klinischen Studie zur Aug-
mentation von Parodontaldefekten mit HA/TCP-Material Gber ahnliche Ergeb-
nisse. Auch in dieser Untersuchung war die Knochenneubildung in direktem
Kontakt zum ortsstandigen Knochen starker ausgepragt (Friedmann et al. 2009).

Busenlechner und Mitarbeiter analysierten den Verlauf der Knochensynthese im
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Rahmen einer Sinusbodenaugmentation am Gaéttinger Minipig unter Verwendung
von synthetisch hergestelltem, osteokonduktivem Knochenersatzmaterial. Die
Autoren der Studie stellten nach histomorphometrischer Untersuchung der Aug-
mentate fest, dass in allen Untersuchungsgruppen sowohl nach sechs als auch
nach zwolf Wochen Beobachtungszeitraum, bei einem Abstand von 0-1 mm um
den ortsstandigen Knochen, die grofdte Knochenmenge zu finden war. In den
weiteren Untersuchungsregionen, die 2-3 mm bzw. 4-5 mm vom ortsstandigen
Knochen entfernt waren, nahm die Knochenmenge kontinuierlich ab
(Busenlechner et al. 2009).

4.4 Diskussion des Augmentationsmaterials

Korpereigene Knochentransplantate stellen derzeit den Goldstandard in der
chirurgischen Therapie von critical size defects dar (Arrabal et al. 2013). Um die
bereits erwahnten Limitationen dieser autogenen Knochentransplantate zu
uberwinden, wurden unterschiedliche Knochenersatzmaterialien als Alternativen
zu autogenem Knochen untersucht (Kinoshita und Maeda 2013). Dabei stellte die
Entdeckung der osteoinduktiven BMP-Molekule durch Marshall Urist einen ersten
Meilenstein fur die Entwicklung vielversprechender Knochenersatzmaterialien dar
(Urist 1965). Nachdem sich das Potenzial rekombinant hergestellter Wachstums-
faktoren zur Therapie von Knochendefekten abzeichnete (Wozney und Rosen
1998, Wozney et al. 1988), war es von grofter Bedeutung ein geeignetes Trager-
material fur die bioaktiven Molekulle zu finden (Schliephake 2010). Die Bindung
und die kontrollierte Freisetzung von Wachstumsfaktoren, geeignete Resorbier-
barkeit sowie adaquate mechanische Stabilitat, sind die wesentlichen
Anforderungen an ein optimales Knochenersatzmaterial (Lee und Shin 2007).
Aus der Literatur geht jedoch auch hervor, dass es bisher kein ideales Trager-
system flr alle vorausgesetzten Anforderungen gibt (Haidar et al. 2009a). Die
kombinierte Anwendung von rhBMP-2 mit einem resorbierbaren, bovinen
Kollagenschwamm (ACS) wurde im Marz 2007 fur die Sinusaugmentation und far
die Augmentation von Alveolarkammdefekten von der FDA zugelassen (McKay

et al. 2007). Ergebnisse klinischer Studien zeigten zwar, dass die Anwendung
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von ACS mit rhBMP-2 die erfolgreiche Rekonstruktion ausgedehnter man-
dibularer Knochendefekte ermdglicht (Carter et al. 2008, Glied und Kraut 2010,
Herford 2009, Herford und Boyne 2008, Herford und Cicciu 2010, Herford et al.
2007). ACS bietet jedoch fur viele Anwendungen keine ausreichende me-
chanische Stabilitat (Bessa et al. 2008). Daher wurde Kollagen unter anderem
mit Calciumphosphaten kombiniert, um die mechanischen Eigenschaften zu
verbessern (Liu et al. 2003). Hydroxylapatit wurde bereits in Studien als al-
leiniges Tragermaterial fur rhrBMP-2 eingesetzt (Noshi et al. 2001). Aufgrund der
geringen Resorbierbarkeit (Zambuzzi et al. 2012) wird es jedoch meist als
biphasisches Calciumphosphat zusammen mit Tricalciumphosphaten verwendet
(Kamitakahara et al. 2008, Kohri et al. 1993, Mitri et al. 2012, Piattelli et al. 1996).
Aufgrund der Tatsache, dass die Wachstumsfaktoren nur oberflachlich auf
Calciumphosphaten gebunden werden konnen, erfolgt die Freisetzung in einem
burst release innerhalb der ersten 24 Stunden nach der Implantation (Hanseler et
al. 2014). Obwohl die ideale Dosierung von Wachstumsfaktoren flir eine osteo-
induktive Wirkung noch nicht definiert ist, gibt es eine breite Ubereinstimmung,
dass die Freisetzung kontrolliert erfolgen sollte (Schliephake 2010). Dabei ist
anscheinend weder die stark verzogerte Freisetzung (slow release) noch die
sofortige Freisetzung (burst release) fur die Osteoinduktion forderlich (Geiger et
al. 2003). Stattdessen sollte die kritische Mindestkonzentration von rhBMP-2 im
Knochendefekt Uber den notwendigen Zeitraum aufrecht gehalten werden
(Haidar et al. 2009a). Die erforderliche Mindestkonzentration und die Dauer der
Freisetzung variiert dabei je nach Spezies und Koérpergewicht des Individuums
(Kirker-Head 2000). Aus diesem Grund gibt es vermutlich kein allgemeingultiges
Freisetzungsprofil, welches eine erfolgreiche Knochenregeneration ermoglicht
(Geiger et al. 2003). Das Freisetzungsprofil von einer Tragermatrix wird im
Wesentlichen durch die Resorbierbarkeit, Loslichkeit, Zusammensetzung und
Geometrie des verwendeten Tragermaterials beeinflusst (Kirker-Head 2000).
Werden Signalmolekule im Rahmen der Polymerisationsreaktion von naturlichen
oder synthetischen Polymeren beigemischt, konnen diese in die Tragermatrix
integriert werden. Mit Hilfe dieser slow release-Systeme kann die Freigabe von
rhBMP-2 im Rahmen der Resorption des Tragermaterials Uber einen langeren

Zeitraum innerhalb der Defektregion gewahrleistet werden (Hanseler et al. 2012,
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Schliephake et al. 2008, Schliephake et al. 2010). Zu den slow release-Systemen
zahlen auch rein synthetische, organische Polymere, wie zum Beispiel
Polylactide (PLA) und Polyglykolsauren (PGA) (Kinoshita und Maeda 2013). Im
Vergleich zu bovinem Kollagen, sind bei vollsynthetisch hergestellten PLA und
PGA keine Infektionen durch pathogene Kontaminationen zu erwarten (Polimeni
et al. 2008), die Zellaffinitat ist jedoch im Vergleich zu Kollagen weniger stark
ausgepragt (Kinoshita und Maeda 2013). Um BMP-Molekule unter Erhaltung der
biologischen Aktivitat steril in das Polymergeflge einzubringen, ist zusatzlicher,
hoher technischer Aufwand notwendig, wie zum Beispiel die Verflissigung des
Polymers mit Hilfe organischer Lésungsmittel (Schliephake 2010). In diesem
Zusammenhang wird die Theorie diskutiert, dass bei der hydrolytischen Spaltung
auch Uberreste dieses Lésungsmittels oder pH-senkende Reaktionsprodukte in
den Knochendefekt gelangen, welche dann zu ungewolltem Knochenabbau im
Empfangergewebe flihren (Saito und Takaoka 2003, Schliephake 2010). Inner-
halb eines PEG-Hydrogels kénnen rhBMP-2-Molekile integriert werden und tUber
einen langeren Zeitraum gezielt freigesetzt werden (Lutolf et al. 2003), wobei
PEG die Vorteile von synthetischen und naturlichen Materialien vereinen soll
(Lutolf et al. 2003). Das PEG-Hydrogel verflgt jedoch als alleiniges Knochen-
ersatzmaterial Uber unzureichende mechanische Stabilitat, welche bei einigen
ausgedehnten Knochendefekten erforderlich ist (Kinoshita und Maeda 2013).
Daher wurde PEG in einer Tierstudie von Jung und Mitarbeitern zusatzlich mit
Hydroxylapatit und Tricalciumphosphat kombiniert und auf der Kaninchenkalvaria
untersucht (Jung et al. 2008). Die Applikation dieses Materials erfolgte in Form
von Granulat, welches mit dem noch flissigen PEG vermengt wurde. Das in situ
erhartende PEG-Gel stabilisierte dabei die mechanisch stabilen HA/TCP-
Granula. Aufbauend auf den vielversprechenden Ergebnissen von Jung, wurde in
der vorliegenden Studie die intraorale Anwendung eines blockférmigen pordsen
HA/TCP-Tragers mit einer PEG-Matrix in einem ausgedehnten Unterkieferdefekt
untersucht. Diese Materialkombination konnte die positiven Ergebnisse von Jung,

wie bereits beschrieben, jedoch nicht bestatigen.
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4.5 Diskussion der Untersuchungsmethode

Im Rahmen der Auswertung wurde in der vorliegenden Studie eine semi-
automatische, histomorphometrische Analyse der Knochenneubildung durchge-
fuhrt. Mit Hilfe des Bildanalysesystems wurde der neu gebildete Knochen auto-
matisch uUber die Farbauswahl markiert. Der Vorteil dieser Methode liegt in der
standardisierten, reproduzierbaren Markierung des zu messenden Gewebes.
Das Knochenersatzmaterial konnte dabei aufgrund seiner knochenahnlichen
Farbung nur unzureichend durch die Bildanalysesoftware vom ortsstandigen
Knochen abgegrenzt werden. Aus diesem Grund wurden die Knochenflachen
sowie die HA/TCP-Partikel manuell umzeichnet. Diese Methode wurde von
einem einzigen Untersucher durchgefuhrt. In diesem Zusammenhang stellt die
untersucherabhangige Ungenauigkeit der semiautomatischen Analyse eine
Fehlerquelle dar (Kulak und Dempster 2010). Es ist bekannt, dass Einfluss-
faktoren wie zum Beispiel Tageszeit, Lichteinfall oder die Erfahrung des Aus-
werters zu den genannten Ungenauigkeiten fihren (Podenphant et al. 1986). Um
diese zu vermeiden, wurde der Untersucher im Vorfeld darauf trainiert, neu
gebildetes Knochengewebe in den histologischen Praparaten madglichst objektiv
zu evaluieren und von den verbliebenen Augmentatpartikeln zu differenzieren.
Podenphant und Mitarbeiter konnten nachweisen, dass stets mehrere Praparate
des zu untersuchenden Gewebes analysiert werden sollten, um die untersucher-
abhangige Ungenauigkeit zu reduzieren und somit die Prazision der histo-
morphometrischen Daten zu erhdhen (Podenphant et al. 1986).

Neben den untersucherspezifischen Schwierigkeiten einer Evaluation ist ein
wesentlicher Nachteil, dass die Histomorphometrie lediglich eine Moment-
aufnahme eines dynamischen Prozesses im Rahmen der Knochenregeneration
ermoglicht (Vidal et al. 2012). Daher sollte der Beobachtungszeitraum von der
Regenerationsrate des Individuums abhangig gemacht werden. Um aussage-
kraftige Ergebnisse zu gewahrleisten, konnten mehrere histomorphometrische
Analysen nach verschiedenen Beobachtungszeitraumen durchgefihrt werden.
Dadurch konnte der dynamische Prozess der Knochenregeneration praziser ab-

gebildet werden.
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Im Gegensatz zur Histomorphometrie kdnnen nicht-invasive Untersuchungs-
methoden eine zeitlich kontinuierliche Beurteilung der Parameter ermoglichen.
Jedoch ist hier eine exakte histologische Beurteilung derzeit noch nicht
vollstandig maoglich. Mit Hilfe nicht-invasiver Auswertungstechniken konnten
Messergebnisse Uber den gesamten Verlauf der Knochenregeneration erhoben
werden. Zu den nicht invasiven bildgebenden Verfahren zahlt die quantitative
Computertomographie oder die Ultraschallmessung (Dalle Carbonare et al.
2005). Bei der Auswertung komplexer raumlicher Strukturen liefert die Extra-
polation stereologischer Verfahren im Rahmen der Histomorphometrie nur
Naherungswerte (Parfitt et al. 1987). Als Alternative zu diesen Naherungswerten
wurden in den letzten Jahren lichtmikroskopische Verfahren entwickelt, mit deren
Hilfe eine verbesserte dreidimensionale Darstellung der untersuchten Gewebe
maglich ist. Hierzu zahlt die 3D-SIM-Mikroskopie (structured illumination micros-
copy) und die Konfokalmikroskopie. Aufgrund der geringen Eindringtiefe von
wenigen Millimetern ist die Untersuchung komplexer Gewebe mit dieser Technik
jedoch nur begrenzt moglich (Weigel et al. 2009). Mit Hilfe der Computer-
tomographie konnen hingegen Schichtebenen innerhalb des Augmentats
dreidimensional in vivo dargestellt werden. Die Verfugbarkeit von Computer-
tomographen mit ausreichendem Auflésungsvermoégen ist jedoch stark begrenzt.
Mit dieser Technik kann Knochenvolumen gemessen werden, die Positionierung
von Implantaten geplant werden sowie eine mikrostrukturelle Analyse von
Knochengewebe durchgeflihrt werden (Kammerer et al. 2013). Diese Verfahren
sind beispielsweise fur die Diagnose der Osteoporose von Nutzen, metabolische
Veranderungen der Knochenstruktur kdnnen jedoch nicht evaluiert werden (Vidal
et al. 2012). Es kann vermutet werden, dass bei diesem Verfahren
Ungenauigkeiten in der Differenzierung von neu gebildetem Knochen, Osteoid
und Knochenersatzmaterial zu erwarten sind (Tamminen et al. 2011), da diese
Strukturen ahnliche Dichteverhaltnisse aufweisen. Die Ergebnisse radiologischer
Auswertungen sind daher nur als Annaherungswerte zu verstehen und kdnnten
zur Erganzung der Knochenhistologie durchgefihrt werden.

Die strahlungsfreie Ultraschallmessung stellt zwar eine kostengunstige
Alternative zur Computertomographie dar, Auswertungen zur Knochen-

regeneration sind jedoch aufgrund der geringen Prazision nur bedingt moglich
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(Chappard et al. 1999). Die histomorphometrische Analyse von Gewebeproben
wird, trotz untersucherabhangiger Ungenauigkeiten, in der Literatur als Standard-
verfahren beschrieben (Busenlechner et al. 2009, Furst et al. 2003, Vidal et al.
2012). Nicht-invasive Verfahren konnen zum gegenwartigen Stand der Technik
lediglich ergéanzend neben histomorphometrischen Analyseverfahren an-
gewendet werden (Tamminen et al. 2011). Eine ideale nicht-invasive und
kostengunstige Methode zur prazisen Messung der Knochenmenge uUber den
gesamten Knochenheilungsprozess ware sowohl in der Forschung als auch in
der klinischen Anwendung vorteilhaft (Kammerer et al. 2013). Mdglicherweise
kann dieses Ziel in naher Zukunft durch die Fortschritte in der bildgebenden

Diagnostik und der Computertechnologie erreicht werden.

4.6 Schlussfolgerungen

Die Ergebnisse der Versuchsgruppen dieser Studie bestatigten die aus der
Literatur bekannte osteoinduktive Wirkung des rhBMP-2. Daruber hinaus
bestatigte sich auch die bereits beschriebene Abnahme der Knochenneubildung
mit zunehmendem Abstand zum Empfangerlager in allen Augmentations-
gruppen. Des Weiteren konnte nachgewiesen werden, dass die PEG-Matrix mit
dem rhBMP-2 interagiert und die Aktivitat der Moleklle statistisch signifikant
reduziert. Basierend auf diesen Ergebnissen muss die Anwendung des PEG-
Hydrogels als Matrix fur rhBMP-2 in Kombination mit HA/TCP-Tragermaterial
kritisch hinterfragt werden. Die adsorptiv gebundenen BMP-Molekile fuhrten in
Kombination mit HA/TCP ohne PEG zu einer starkeren Knochenneubildung. Die
Ergebnisse der vorliegenden Studie weisen darauf hin, dass sich die adsorptive
Bindung der BMP-Molekule férderlicher auf die Knochensynthese auswirkte als

die Inkorporation der Molekdle in ein langsam resorbiertes PEG-Hydrogel.
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5 Zusammenfassung

Die Knochenaugmentation gewinnt in der Zahnmedizin - im Rahmen pra-
implantologischer sowie rekonstruktiver Verfahren - zunehmend an Bedeutung.
Dabei wird haufig die Insertion von dentalen Implantaten bzw. ein suffizienter
Prothesenerhalt erst durch den kndchernen Aufbau der Kiefer mittels korper-
eigener Transplantate oder Knochenersatzmaterial ermoglicht. Um die Ent-
nahmemorbiditat im Rahmen der Entnahme autogener Knochentransplantate zu
umgehen, wurden unterschiedliche synthetische Knochenersatzmaterialien als
Alternativen zu autogenem Knochen untersucht. Besondere Aufmerksamkeit wird
derzeit osteokonduktiven synthetischen Materialien und Materialkombinationen
geschenkt, die durch Zugabe von osteoinduktiven Molekllen die Knochen-
neubildung férdern sollen.

Das Ziel der vorliegenden Studie bestand darin, zu untersuchen, ob eine
synthetische Matrix aus Polyethylenglycol mit rhBMP-2 in Kombination mit einem
Calciumphosphat-Tragermaterial die Knochenregeneration im Vergleich zu dem
identischen Material ohne PEG fordert. Die Durchfihrung der Studie erfolgte in
einer randomisierten Tierstudie an 18 Gaéttinger Minipigs. Die zu untersuchenden
Knochenersatzmaterialien wurden randomisiert im split mouth design in Unter-
kieferdefekte mit definiertem Ausmal von 20 x 8 x 8 mm (Lange x Breite x Tiefe)
eingebracht. In Versuchsgruppe A wurde auf der einen Kieferseite HA/TCP mit
rhBMP-2 zur Augmentation verwendet, auf der kontralateralen Seite wurde der
Knochendefekt mit dem gleichen Material ohne den Wachstumsfaktor
augmentiert. In Versuchsgruppe B wurde der Knochendefekt auf der einen
Kieferseite mit einem PEG-Hydrogel mit rhBMP-2 in Kombination mit HA/TCP
augmentiert, auf der kontralateralen Seite wurde der Knochendefekt mit dem
gleichen Material ohne den Wachstumsfaktor aufgefullt. Nach Ablauf des
Beobachtungszeitraums von vier Wochen wurden die Tiere euthanasiert und die
histologischen Schliffpraparate angefertigt. Im Rahmen der histomorpho-
metrischen Analyse wurde das neu gebildete Knochengewebe manuell markiert

und mit Hilfe der Analysesoftware computerassistiert metrisch ausgewertet.
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Die Ergebnisse dieser Studie am Gottinger Minischwein zeigen, dass der
osteoinduktive Wachstumsfaktor rhBMP-2 in Kombination mit dem osteo-
konduktiven HA/TCP-Tragermaterial im Vergleich zur Kontrolle zu einer
signifikant gesteigerten Knochenregeneration fuhrt. Die Erganzung des osteo-
konduktiven Tragermaterials mit einem resorbierbaren PEG-Hydrogel fuhrte zu
keinem positiven Einfluss in Bezug auf die knécherne Regeneration. Es ist viel-
mehr davon auszugehen, dass PEG die Aktivitdt von BMP reduziert und sich
somit hemmend auf die Knochensynthese auswirkt. Das HA/TCP, welches
lediglich die adsorptive Oberflachenbindung von BMP ermdglicht, fuhrte in dieser
Untersuchung zu mehr Knochenneubildung als die integrative Verankerung des
Wachstumsfaktors innerhalb der PEG-Matrix. In weiteren Studien sollte
untersucht werden, Uber welchen Zeitraum und mit welcher Freisetzungsrate die
BMP-Applikation idealerweise erfolgen sollte. Des Weiteren sollte untersucht
werden, ob die PEG-Matrix die Zelladhdsion hemmt bzw. ob PEG im
Knochendefekt eine Barriere fur die Diffusion und Zellmigration darstellt und

dadurch maoglicherweise das Einwandern knochenbildender Zellen behindert.
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Mandibular reconstruction using
a calcium phosphate/
polyethylene glycol hydrogel
carrier with BMP-2

Gruber RM, Krohn S, Mauth C, Dard M, Molenberg A, Lange K, Perske C,
Schliephake H. Mandibular reconstruction using a calcium phosphate/polyethylene
glycol hydrogel carrier with BMP-2. J Clin Periodontol 2014, 41: 820-826. doi:
10.1111]jepe.12264.

Abstract

Aim: To test the hypothesis that a synthetic hydroxyapatite/f-tricalcium
phosphate (HA/TCP) construct combined with polyethylene glycol (PEG) hydro-
gel including recombinant human bone morphogenetic proteins-2 (rhBMP-2)
enhances new bone formation compared with bone morphogenetic proteins-2
(BMP-2) delivered using the HA/TCP construct alone.

Material and Methods: Bilateral mandibular partial thickness 20 x 8 x 8§ mm

(L x W x H) alveolar defects were surgically created in the edentulated posterior
mandible in 18 female minipigs. Randomized into two groups of nine animals
each, the alveolar defects either received HA/TCP or HA/TCP/PEG with or
without BMP-2 (105 pg/defect) in contra-lateral sites using a split-mouth design.
Primary outcome, bone density (%) within four regions of interest, was evaluated
following a 4-week healing interval when the animals were killed for histometric
analysis.

Results: Bone morphogenetic proteins-2 loaded onto HA/TCP constructs signifi-
cantly enhanced new bone formation compared with HA/TCP controls. Adding
PEG apparently obstructed BMP-2 induced bone formation.

Conclusion: Polyethylene glycol compromises the osteogenic effect of BMP-2.
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an alternative to autogenous bone in
reconstructive surgery. Recombinant
human BMP-2 (RhBMP-2) with an

The combination of synthetic carriers
with osteoinductive bone morphoge-
netic proteins (BMPs) might be used as
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absorbable collagen sponge (ACS)
holds FDA approval (McKay et al.
2007, Thoma et al. 2010, de Freitas
et al. 2013) and has promoted success-
ful safe bone formation in pivotal stud-
ies (Howell et al. 1997, Cochran et al.
2000, Boyne et al. 2005, Fiorellini et al.
2005). Reported drawbacks include
high loading of BMP factors compared
to natural concentrations and a lack of
mechanical strength (Barboza et al.
2000, Govender et al. 2002, Rengach-
ary 2002, Schliephake 2010).

© 2014 John Wiley & Sons A/S. Published by John Wiley & Sons Ltd
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To overcome burst-release, BMP
factors can be incorporated into
mechanically stable, resorbable carri-
ers; this slows release and retains
bioactive factors, thereby preserving
augmented volume (Valentin-Opran
et al. 2002). RhBMP-2 has been used
in concentrations of 0.5-1.5 mg/ml
delivered on an ACS or demineralized
bovine bone matrix (DBBM) for
human alveolar ridge preservation
(Thoma et al. 2010). In animal stud-
ies, carriers such as ACS, hydrogels,
calcium phosphate or polylactide/
polyglycolide were loaded with
rhBMP-2 at a concentration >0.2 mg/
ml (Jung et al. 2008a). In preclinical
studies, hydrogel polyethylene glycol
(PEG) in situ formed a relatively inert
matrix that retains bioactive proteins,
The authors pointed out that rhBMP-
2 release could be controlled by its
entrapment into the hydrogel and
that rhBMP-2 was unlikely covalently
bound to PEG (Lutolf et al. 2003,
Jung et al. 2007a, Herten et al. 2009).
To improve the mechanical stability
of PEG, Jung etal. combined
rhBMP-2 and PEG with a biphasic
particulate carrier of hydroxyapatite
(HA) and p-tricalcium phosphate
(TCP) to fill titanium cylinders on the
calvaria of rabbits (Jung et al. 2007b,
2008b).

This study aimed to transfer
the combination of rhBMP-2 and
PEG/ceramics from small defects in
rabbits to jawbone defects in a large
animal model and test the hypothesis
that a synthetic block-shaped HA/
TCP carrier (block) loaded with
a reduced amount of rhBMP-2
(105 ug per block) entrapped in a
PEG hydrogel results in increased
new bone formation compared to
rhBMP-2 delivered on the HA/TCP
carrier alone.

Material and Methods

Ethical statement

The animal study was approved
by the Lower Saxony State Office
for Consumer Protection and
Food Safety (LAVES; registration
no.: 3314.42502-04-013/09). Animals
were held in accordance with inter-
national and federal regulations gov-
erning animal husbandry (German
Animal Welfare Act and Directive
2010/63/EU). The animal study was
also approved by the committee on

Mandibular reconstruction with BMP-2

animal welfare of the University of
Goettingen. All the animals were
observed throughout the study by
two veterinaries for signs of pain or
no-go criteria.

Study design

Bilateral mandibular partial thick-
ness 20 x 8 x § mm (L x W x H)
alveolar defects were surgically cre-
ated in the edentulated posterior
mandible in 18 female adult Goettin-
gen minipigs (Ellegard Goettingen
minipigs ApS, Dalmose, Denmark;
age: 2.3 years, SD 0.1; body weight
(bw): 33.7 kg, SD 7.3; 6/2009-4/
2010, University of Goettingen, Ger-
many). Goettingen minipigs have
proven to be a suitable model for
experimental surgery (Rupprecht
et al. 2003, Wang et al. 2007, Schlie-
phake et al. 2010, Herring et al.
2012).

Randomized into two groups of
nine animals each, the alveolar
defects either received HA/TCP or
HA/TCP/PEG with or without
BMP-2 (105 pg/defect) in contra-lat-
eral sites using a split-mouth design.
Primary outcome, bone density (%)
within four regions of interest, was
evaluated following a 4-week healing
interval when the animals were
euthanized for histometric analysis.
The primary outcome variable was
volume density of osteogenic tissue
(VD) [%] within the four regions of
interest (ROI). VD was defined as
percentage of osteogenic bone within
the ROIs.

Sample size calculation

After two previous studies failed to
show significance throughout the
studies with a sample size (n = 6;
Gruber et al. 2008, 2009), the lowest
sample size needed for statistical
significance was estimated to be >6
(non-parametric, paired and unpaired
samples). Therefore, to account for
drop-outs, while minimizing the num-
ber of experimental animals, the sam-
ple size per main group was
calculated to be n = 9, i.e. 18 animals
in total.

Synthetic block graft/PEG combination

Synthetic HA/TCP (60/40%) block
material with dimensions of 20 x 8
x 8 mm (L x W x H) and a poros-

© 2014 John Wiley & Sons A/S. Published by John Wiley & Sons Ltd
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ity of 90-94% with interconnected
pores of 100-500 um in diameter
served as carriers. A PEG hydrogel
was applied as carrier for the osteo-
inductive thBMP-2 (Antigenix, NY,
USA, order no. HC70034). The
PEG-based hydrogel formed by reac-
tion of a 4-arm PEG with acrylate
end groups (PEG A, M,, = 15 kDa)
and a linear PEG with propyl-thiol
end groups (PEG B, M,, = 3.5 kDa;
Institut Straumann AG, Basel, Swit-
zerland) in a triethanolamine-acetic
acid buffer (Elbert et al. 2001, Jung
et al. 2008b).

Four different implant materials
were prepared using sterile equip-
ment:

e (Al) Block: (HA/TCP);

e (A2) Block/BMP: (HA/TCP with
105 ug rhBMP-2);

e (Bl1) Block/PEG: (HA/TCP filled
with hydrogel);

e (B2) Block/PEG/BMP: (HA/TCP
filled with hydrogel and 105 ug
rhBMP-2).

Handling and preparation of the
polyethylene glycol PEG hydrogel

Hydroxyapatite/f-tricalcium  phos-
phate carrier and PEG hydrogel
were combined by dissolving 686 mg
of PEG A in 6.00 ml of 0.04% (w/v)
aqueous acetic acid and dissolving
356 mg of PEG B in 6.33 ml of
0.04% (w/v) aqueous acetic acid.
Triethanolamine (0.10 M) served as
activator solution.

For group BI1, 136.5 ul of each
PEG A and PEG B solution per
block, 672 ul of sterile water and
105 ul of activator solution were
gently mixed and immediately
added to the block which completely
absorbed the liquid. To prepare
group B2, 136.5 ul each of PEG A
and PEG B solution, 462 ul of sterile
water, 210 gl of rhBMP-2 solution
(500 pg/ml) and 105 pl of activator
solution were mixed and added per
block. For group A2, rhBMP-2
(105 pg) was reconstituted in 1050 gl
sterile water and transferred to the
block.

The carriers were transferred to
sterile 50-ml test tubes with a
0.22 um TPFE filter in the cag
allowing gas exchange (TubeSpin®
Bioreactor 50; TPP, Trasadingen,
Switzerland). The test tubes were
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placed in an exsiccator which was
heated to 37°C and depressurized
gradually to 5 mbar over the course
of 5 h, after which the blocks were
left at 5 mbar and 25°C for another
15 h and, finally, were kept at 37°C
once more under high vacuum condi-
tions (<0.1 mbar) for 3 h. This proce-
dure almost completely removed
water without foaming and, in the
process, enabled efficient gelation.

Surgery

General anaesthesia was induced by
intramuscular administration of azepa-
rone (Stresnil®, Jansen; Neuss, Ger-
many; 5 mg/kg bw) and intravenous
injection of thiopental (Trapanal®,
Byk-Gulden; Konstanz, Germany;
7 mg/kg bw). Inhalation anaesthesia
was maintained with isoflurane (2%).
Dipidolor (Janssen; 110 ug/kg bw
per h) and ketamine (WDT; Garbsen,
Germany; 2.5 mg/kg bw per h)
were administered by intravenous
injection. Carporfen (Rimadyl®; Pfiz-
er, Berlin, Germany; 5 mg/kg bw) was
administered intravenously pre-opera-
tively and orally for 3 days postopera-
tively) to alleviate post-operative pain.
Perioperative antibiotic protection was
provided by penicillin and streptomy-
cin (Animedic®, Animedica; Senden-
Boesensell, Germany; 40 mg penicillin/
60 mg streptomycin/kg bw per day).

In an initial surgical procedure,
all pre-molars and first molars were
extracted on both sides of the
mandible. All the minipigs were ran-
domly assigned to one of the two
main groups receiving different
carrier materials: Group Block (Al,
A2; n=9) and Group Block/PEG
(B1, B2; n=29). Sixteen weeks after
extraction, bilateral defects (20 x
8 x 8 mm) were created in the later-
ocranial part of the jawbone
(Fig. 1). The mandible of each ani-
mal was then randomly divided into
a test and control site (left or right)
of these split-mouth augmentations.
The surgeons implanted the blocks
into the defects as randomly
assigned before. Blocks were shaped
by scalpels exactly according to the
created defects.

Group “Block”, test site: synthetic
block graft HA/TCP loaded with
rhBMP-2 (A2); contra-lateral control
site: synthetic block graft HA/TCP
alone (A1). Group “Block/PEG”, test
site: HA/TCP soaked with PEG and
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Fig. 1. (a) Defects measuring 20 x 8 x 8 mm were bilaterally created in the laterocranial
part of the mandible. Orientation of the histological section in the central area is displayed
as a blue plane. (b) Model of histological cross section of the augmented area. Regions of
interests (ROIs) are displayed in different colours. ROIl (blue): Region within 1 mm
distance from defect walls (border native bone; 0 mm < x < 1 mm; blue); ROI2 (green):
Region between ROI | and 2 mm distance to the defect walls (1 mm < x < 2 mm); ROI3
(red): Region between ROI 2 and 3 mm distance to the defect walls (2 mm < x < 3 mm);
ROI4 (orange): Region at more than 3 mm distance to the two defect walls (x > 3 mm).

rhBMP-2 (B2), contra-lateral control
site: HA/TCP soaked with PEG with-
out osteoinductive factors (B1). Then,
wound closure was performed (Vicryl
R, 3x0; Ethicon, Norderstedt, Ger-
many). The initial mucosa flap design
unfortunately resulted in wound
failure within 1 week. Therefore, all
carriers were immediately and com-
pletely removed and, after a healing
period of 4 months, the defects were
re-created with identical dimensions
(20 x 8 x 8 mm) and the augmenta-
tion was repeated with identical mate-
rials. Due to the long healing period
and the short half-life of released
rhBMP-2 (;/5:10 min.), a biological
effect of released BMP-2 factors of
the first implantation can be excluded
(Winn et al. 1999). The new mucosal
flap design avoided posterior releas-
ing incisions and wound healing was
uneventful in the following course.

At the end of the 4-week observa-
tion period, the augmented segments
of the jawbones were retrieved and
fixated in 10% phosphate buffered,
neutral formalin solution.

Histology

Tissue blocks were infiltrated with
composite resin (Technovit 9100; He-
raeus-Kulzer, Hanau, Germany) and
cut to a thickness of 200 um perpen-
dicular to the axis of the jaw bone
(Exakt, Norderstedt, Germany) Speci-
mens were ground and polished to
approximately 25 um of thickness

(Donath & Breuner 1982). Up to 15
specimens of the central and lateral
regions were obtained, two of each
were used for histomorphometrical
evaluation. Central regions were
located in the middle of the two pins
(Figs 1and 2), whereas lateral sections
(data not shown) were located at a
maximum distance of 2 mm to the
respective  pins. Smith-Karagianes
staining (methylene blue/alizarin red
S) was performed for histological (Ze-
iss, Oberkochen, Germany) and histo-
morphometrical evaluation of new
bone formation (Smith & Karagianes
1974).

Histomorphometry

A Olympus dotSlide microscope with
motorized X-Y table and digital cam-
era controlled by the software dot-
Slide (Olympus, Hamburg, Germany)
was used to generate digital coloured
image at 20x magnification. AxioVi-
sion (Zeiss, Oberkochen, Germany)
was used for the histomorphometrical
analysis, calibrated at a pre-defined
distance.

To evaluate any increase or
decrease VD as a percentage of new
bone formation, depending on the dis-
tance to the native mandibular bone,
four L-shaped ROI were defined
(Fig. 1). The cross sections of the cen-
tral and lateral augmentation ROIs
were analysed. Each ROI was evalu-
ated for VD [%] of newly formed bone
tissue.

© 2014 John Wiley & Sons A/S. Published by John Wiley & Sons Ltd
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Statistical analysis

As the distribution of the data was
skewed, a normal distribution could
not be assumed. Therefore, the data
were evaluated using a non-paramet-
ric analysis of variance, as described
by (Brunner & Langer 1999). The
data were analysed with the macros
F1_LD_F2 and F1_LD_FI, in the
SAS software (SAS 9.2; SAS Institute
Inc., Cary, NC, USA). To determine
whether the influence of rhBMP-2
was homogenous in the two carriers
(Block and Block/PEG), we analysed
the data by a factorial non-paramet-
ric ANOvA and investigated a possible
interaction between the carriers and
the application of rhBMP-2. The data
are presented as medians and 25%
and 75% quartiles.

Results

Handling and preparation

The combination of PEG/ceramics
proved easy to handle and suitable
for in situ application; the surgeon
was able to shape the bone block
post-reconstitution and achieve an
optimal fit in the defect.

Clinical evaluation

Wound healing after teeth extraction
was uneventful. Complete and normal
healing without dehiscence was
observed after the second augmenta-
tion with a different flap design avoid-
ing posterior releasing cuts. During
the entire study period, no adverse
events affected the animals’ health
status.

Histological evaluation

Light microscopy clearly visualized
the augmentation material (HA/TCP)
with sparse signs of resorption. In
some pores near the border to local
bone (ROII), a lining of new bone
could be seen. In ROI3 and ROI4, no
bone formation was observed, but
pores were filled with fibrous soft
tissue (Fig. 3a—c).

Histological staining in group A2
(Block/rhBMP-2) showed new bone
formation across the whole augmen-
tation volume, but no clear signs of
carrier resorption. Native and newly
formed bone were distinguishable.
The pore surfaces were covered with
trabecular bone. New bone formation
was noted deep into the augmentation

Mandibular reconstruction with BM P-2

76

823

Fig. 2. Intraoperative image, the two pins were used to indicate the border of the aug-
mentation (distance 1 mm). Block material was infiltrated with polyethylene glycol

(PEG).

Fig. 3. (a) Histological cross section of central area of the carrier (HA/TCP). Scale
bar: 1000 um, Smith—Karagianes staining. (b) Detail of ROIl: Osteoconductive new
bone formation (NBF) adjacent to natural bone (NB) growing into the pores of the
carrier material (C). Scale bar: 100 gm. (c¢) Detail of ROI4: New bone formation is
absent in ROI4 beneath the soft tissue. Scale bar 100 um. (d) Histological cross sec-
tion of central area of the carrier (HA/TCP/BMP-2). Scale bar: 1000 gm, Smith-Kar-
agianes staining. (e) Detail of ROI4: New bone formation also in ROI4 beneath the
mucosa (NBF) covering the pores of the carrier (C). Scale bar 100 um. (f) Detail of
ROI1: New bone formation (NBF) covering the pores and almost sealing the whole
the carrier material (C). Natural bone (NB) Scale bar: 100 gm.

volume and extended into submucosa
(ROI4; Fig. 3d-f).

Light microscopy of group BI
(Block/PEG) displayed native bone
and carrier material. The material’s
framework appeared intact with no
signs of resorption. In ROII, a for-
mation of cancellous immature bone
within the pores of the augmentation
material was seen (Fig. 4a—<). No
submucosal new bone formation was
identified.

In group B2 (Block/PEG/rhBMP-
2), the augmentation material exhib-
ited intact pores and hardly any
resorption. New bone formation was
predominantly located in ROII and 2

© 2014 John Wiley & Sons A/S. Published by John Wiley & Sons Ltd

(Fig. 4d—f). Bone density within the
carrier decreased from native bone
to the augmentation surface. Newly
formed bone in the outer regions,
ROI3 and ROI4, appeared to have a
lower density than group A2 (Block/
rhBMP-2). No inflammatory reac-
tions were identified in the different
groups.

Histomorphometrical evaluation

Central region

Independent of augmentation mate-
rial and presence of osteoinductive
factor, the medians for bone volume
density decreased from ROIIl to
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ROI4 (Fig. 5). The medians in the
Block  group (Al, HA/TCP)
decreased from 14% (12.8%; 16.7%)
in ROII1 to 0% (0%; 0.3%) in ROI4.
In the Block/rhBMP-2 augmentations
(A2) volume density exhibited the
highest median of 33% (20.2%;
39.7%) in ROII, with a decrease to
13.6% (1.4%; 19.6%) in ROI4. Aug-
mentations with Block/PEG (BI1)
showed medians decreasing from
21% (13.2%; 27.8%) in ROII to 0%
(0%; 0.3%) in ROI4. The combina-
tion of this carrier with rhBMP-2
(B2) resulted in median values
decreasing from 29% (19.7%; 36.2%)
in ROIl to 3.3% (2.1%; 5.7%) in
ROI4. Statistical analysis revealed a
significant interaction between the
three statistical factors rhBMP-2,
PEG and ROI (p = 0.024).

In ROI1, statistics revealed no sig-
nificant influence of the different car-
rier materials on the extent of bone
formation (Block versus Block/PEG:
p = 0.54). In contrast to this finding,
the application of rhBMP-2 showed a
significant influence on the bone
volume density in ROI1 (rhBMP-2
versus no rthBMP-2: p = 0.002). In
ROI2 and ROI3, the statistical evalua-
tion showed a significant interaction.
The addition of PEG significantly
reduced the effect of rhBMP-2 on
bone formation (ROI2: p=0.011;
ROI3: p = 0.046). In ROI4, statistics
revealed a significant influence of
rhBMP-2 addition on bone density,
regardless of carrier material (rhBMP-
2 versus no thBMP-2: p < 0.0001).
Different carriers showed no signifi-
cant differences with regard to bone
formation (Block versus Block/PEG:
p = 0.33).

As the central and lateral region
appear to generate closely similar
results the data of the lateral evalua-
tion were not shown.

Discussion

This study aimed to assess bone
formation in lateral and vertical
augmentation procedures in the man-
dible of Gottingen minipigs using
a combination of HA/TCP, PEG
hydrogel and rhBMP-2. This same
combination had been studied by Jung
et al. (Jung et al. 2008b). Whereas
Jung et al. applied HA/TCP granules,
this study applied HA/TCP in block
form, offering mechanical stability
providing larger scaffolds with 3D

stable volumes compared to the gran-
ular form.

Our results of the histological
and histomorphometrical evaluation
confirmed those reported before

(Jung et al. 2008b) and showed that

77

osteoconductive materials alone pro-
duce a decreasing gradient of bone
formation with increasing distance
to the native bone (Terheyden et al.
1999, Furst et al. 2003). With regard
to gradient analysis, results were

Fig 4. (a) Cross section of central area of the carrier (HA/TCP/PEG). Scale bar:
1000 um, Smith-Karagianes staining. (b) Detail of ROIl: Osteoconductive new bone
formation (NBF) growth into the pores of the carrier (C) in contact with natural bone
(NB). Scale bar: 100 um. (c) Detail of ROI4: In ROI4 beneath the soft tissue, new
bone formation was not found. The carrier material appeared intact (C). No PEG
remnants were identified. Scale bar 100 um. (d) Histological cross-section of the car-
rier (HA/TCP/PEG/BMP-2). Scale bar: 1000 gm, Smith—Karagianes staining. (e)
Detail of ROI4: Intact carrier material (C), but no new bone formation detectable.
Scale bar 100 pum. (f) Detail of ROIl: New bone formation (NBF) was found within
the pores of carrier material (C). Newly formed bone is adjacent to native bone (NB)

Scale bar: 100 gm.

Central region

40.00

Bone density (%)
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| ' h ie

Material
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8 HA/TCP/BMP-2

[ HA/TCP/PEG

B HA/TCP/PEG/BMP-2

1 2

3 4
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Fig. 5. Boxplots of the bone density (percent) of the central region of augmentation.
Different materials are displayed in different colours.

© 2014 John Wiley & Sons A/S. Published by John Wiley & Sons Ltd
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comparable to those found in the
curve-based evaluation of sinus lift
procedures (Busenlechner et al. 2009).
After 4 weeks, ingrowth of newly
formed bone could only be found in
ROI1 and sparsely in ROI2 in both
central and lateral regions. Friedmann
et al. reported comparable bone
formation rates between 28.9% and
47.8% by using a particulate form of
HA/TCP in a periodontal defect study
in humans, also showing higher new
bone formation closer to the native
bone (Friedmann et al. 2009).

Several publications have reported
the use of PEG hydrogel as degrad-
able synthetic membrane in guided
bone regeneration. Autogenous bone
chips or HA/TCP granules were
covered with a PEG hydrogel versus
collagen membranes. Results showed
a comparable vertical bone gain with
no statistically significant differences
between different groups (Jung et al.
2009). Although PEG was used as a
co-delivery system with HA/TCP and
not as a membrane, comparable
results were found in this study:
The histomorphometrical evaluation
revealed comparable median new
bone formation when HA/TCP was
co-delivered with PEG (group B) or
HA/TCP alone (group A).

Much research has focused on co-
delivery of carrier with osteoinductive
rhBMP-2 to promote bone formation
(Nevins et al. 1996, Jung et al. 2008b,
Wikesjo et al. 2008, Schliephake
2010). Now, rhBMP-2 appears to
have the greatest osteoinductive prop-
erties in humans (Jung et al. 2008a,
de Freitas et al. 2013). Entrapping
rhBMP-2 in a PEG hydrogel in com-
bination with a ceramic carrier might
overcome the disadvantage of burst-
released superficially adsorbed fac-
tors. In this study, the adsorption of
rhBMP-2 onto the carrier impres-
sively affected bone formation. The
incorporation of rhBMP-2 within
PEG combined with ceramic carrier
significantly reduced bone formation.
RhBMP-2 and PEG showed inferior
bone formation compared to rhBMP-
2 without PEG.

One possible explanation for
PEG’s effect on bone formation is
that PEG hydrogels demonstrate
lower degrees of cell attachment
(Thoma et al. 2011). To improve cell
and matrix adherence of PEG hydro-
gels, Lutolf et al. (2003) used an
arginine-glycine—-aspartate ~ (RGD)

Mandibular reconstruction with BM P-2

sequence motif mediating cell attach-
ment, reporting an invasion rate of
fibroblasts at 7 um/h, whereas no cell
invasion was observed when the
RGD-motif was absent. The release
of BMP-2 from the PEG hydrogels
by matrix degradation through MMP
sensitivity was promoted in vitro by
adding MMP-2. Critical size defects
in the rabbit calvaria healed with
PEG-RGD and BMP-2, but not
with  PEG and BMP-2 without
RGD-motifs (Lutolf et al. 2003).

The present results obtained on a
hydrolytically degrading PEG hydro-
gel suggest that the effect of PEG in
relation to cell or matrix interference
may overrule the osteoinductive
effect of thBMP-2. A modification
of PEG with RGD sequences might
improve the bioactive properties as
reported by Thoma and co-workers
and might lead to improved osteoin-
duction (Thoma et al. 2011).

One ancillary finding was that the
combination of PEG/ceramics proved
easy to handle and suitable for in
vivo application. Several authors have
appealed for clinical biomaterials to
exhibit such properties (Lutolf et al.
2003).

One methodological strength of
this study is the use of double-ran-
domization (both into groups and
split-mouth augmentations). One lim-
itation was certainly that the defects
had to be re-created due to initial
wound failure, but which did not
affect the results of the second implan-
tation.

In conclusion, PEG compromises
the osteogenic effect of BMP-2. The
bone block material, as co-delivery with
BMP-2 here, offers substantial poten-
tial for surgical mandibular augmen-
tation, allowing successful cost-effective
treatment without the additional risk
associated with autografts.
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Clinical Relevance

Scientific rationale for the study: To
test the hypothesis that a synthetic
HA/TCP carrier with PEG hydro-
gel loaded with rhBMP-2 promotes
new bone formation compared to
rhBMP-2 delivered on the HA/
TCP carrier alone.

Principal findings: The ceramic car-
rier alone (HA/TCP) or the combi-
nation of carrier with PEG-hydrogel
(HA/TCP-PEG) does not appear to
enhance osteogenic bone formation,
whereas HA/TCP-supported BMP-2
induced bone formation, the PEG

formulation obstructed BMP-2-
induced bone formation.

Practical implications: PEG hydro-
gel is not suitable for modifying a
carrier/BMP combination in bone
reconstruction to treat extensive
defects in large animal models.

© 2014 John Wiley & Sons A/S. Published by John Wiley & Sons Ltd
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10.1 Histomorphometrische Daten

Gruppe Al Gruppe Al GruppeAl GruppeAl GruppeAl GruppeAl GruppeAl GruppeAl GruppeAl Mittelwert Standardabweichung
1029781i  1030721i 103145re 103200re 1034281i 103468re 103557re 1036401 103677 re

Zonel 3,32 12,88 14,16 12,95 28,36 12,68 15,79 17,67 14,73 14,73 6,49
Zone2 0,13 0,00 0,46 594 1,00 4,61 0,07 9,85 1,53 2,62 345
Zone3 0,00 0,00 0,04 2,44 0,00 0,32 0,03 7,40 0,34 117 2,46
Zone4 0,08 0,18 0,00 0,49 0,09 0,30 0,03 0,01 021 0,16 0,16

Gruppe A2 GruppeA2 GruppeA2 GruppeA2 GruppeA2 GruppeA2 GruppeA2 GruppeA2 GruppeA2 Mittelwert Standardabweichung
102978re 103072re 103145l 1032001 103428re 1034681i 1035571i 103640re 103677 i

Zonel 34,88 34,79 33,44 14,22 44,43 19,18 21,23 45,86 27,83 30,65 10,97

Zone2 28,71 24,24 30,90 5,76 38,75 16,12 20,88 40,08 28,54 26,00 10,81

Zone3 26,68 20,22 28,53 1,07 11,28 3,79 15,82 28,05 26,33 17,98 10,61

Zone4 28,14 8,34 20,89 1,61 0,70 117 15,19 13,64 18,33 12,00 9,74
Gruppe B1  Gruppe Bl Gruppe Bl Gruppe B1 Gruppe B1 Mittelwert  Standardabweichung
77435l 776411i 6 103475l 1036971i 103733

Zonel 26,11 11,85 28,33 12,73 25,71 20,95 7,97

Zone2 5,67 0,88 15,36 2,31 7,80 6,40 570

Zone3 1,21 0,05 2,30 0,04 2,19 1,16 1,10

Zone 4 0,08 0,09 0,05 0,09 0,28 0,12 0,09
Gruppe B2 Gruppe B2 Gruppe B2 Gruppe B2 Gruppe B2 Gruppe B2 Gruppe B2 Mittelwert  Standardabweichung
77435re  7764lre  102712re 1032511i 103364re 103475re 103697re

Zone1l 24,50 38,84 33,60 18,75 28,95 33,42 20,56 28,37 7,43

Zone2 14,45 22,40 23,93 7,07 8,58 16,01 11,61 14,87 6,47

Zone3 13,01 9,87 16,38 3,99 7,13 14,70 7,73 10,40 4,48

Zone 4 4,60 2,91 5,67 9,99 1,37 5,76 332 4,80 2,78

Auflistung der Messwerte der medialen Préparate zur prozentualen Knochenneubildung nach 4 Wochen mit
Mittelwerten und Standardabweichung
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GruppeAl  GruppeAl  GruppeAl  GruppeAl  GruppeAl  GruppeAl  GruppeAl  GruppeAl  GruppeAl  GruppeAl  GruppeAl  GruppeAl  GruppeAl  GruppeAl  Gruppe Al
102978110 102978L11  102978L-1 1030721 1030722  103072U13  10314SRE1  103145RE2 10314SRE3  103200RE2  103200RE3  103200RE4  103428L10  103428L1-1 103428112
Zonel 1558 16,50 1789 18,75 9,89 9,07 44,40 3318 3342 14,25 10,59 9,46 3964 27,81 31,40
Zone2 032 113 073 041 029 032 588 696 2,70 548 29 1,99 501 408 081
Zone3 0,00 0,00 0,00 0,07 031 0,14 066 0,00 0,00 2,79 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Zoned 0,00 0,00 0,00 0,06 013 026 024 005 024 013 020 024 0,00 0,00 0,00

Gruppe Al Gruppe AL Gruppe A1 Gruppe Al Gruppe Al Gruppe AL Gruppe A1 Gruppe Al Gruppe Al Gruppe Al Gruppe Al Gruppe AL
103468RES  103468RE9  103468RE10 103557RES  103557RE6  103S57RE7  103640L17 1036408 10364019 103677RE1  103677RE2  103677RE3

Zonel 24,67 14,32 1935 13,29 1317 2585 30,80 3312 2721 11,48 11,49 11,01
Zone2 662 115 21 0,10 012 142 6,56 588 413 379 2,69 175
Zone3 0,00 0,00 010 0,00 0,00 0,00 0,00 019 0,00 026 006 007
Zoned 0,14 0,00 0,08 0,00 015 000 046 031 021 007 006 029
GruppeAl  Gruppe Al
Mittelwert  Stabw
Zonel 21,02 1026
Zone2 2,79 231
Zone3 017 054
Zoned 0,12 013
GruppeA2  GruppeA2  GruppeA2  GruppeA2  GruppeA2  GruppeA2  GruppeA2  GruppeA2  GruppeA2  GruppeA2  GruppeA2  GruppeA2  GruppeA2  GruppeA2  Gruppe A2
102978RE0  102978RE1  102978RE-1 103072RE4  103072RES  103072RE6 1031451 103145U2  103145U3 1032002  103200L13  103200L14  103428RE7  103428RE8  103428REQ
Zonel 42,33 52,22 4427 53,34 53,48 46,06 22,50 21,32 2299 21,31 1529 1416 37,16 39,04 3923
Zone2 26,28 28,36 28,13 3430 33,75 32,22 2031 2495 24,09 9,96 10,03 724 2468 3267 3875
Zone3 21,59 26,80 2446 21,06 2817 28,40 20554 2493 23,77 498 1,02 0,10 11,01 19,15 21,91
Zoned 20,27 251 11,87 412 7,89 16,78 14,50 23,03 25,29 594 070 0,00 819 9,04 992

Gruppe A2 Gruppe A2 Gruppe A2 Gruppe A2 Gruppe A2 Gruppe A2 Gruppe A2 Gruppe A2 Gruppe A2 Gruppe A2 Gruppe A2 Gruppe A2
1034681113 1034681114 103468L115 103557L13  103557LI4  103557U5  103640RE1  103640RE2  103640RE3  103677U1  103677LIA1 103677U3

Zonel 20,65 22,09 21,09 18,11 15,90 17,75 5132 42,26 3330 2511 17,95 19,28
Zone2 19,18 13,58 13,01 12,78 13,61 15,42 34,02 30,71 2315 27,60 1846 26,32
Zone3 13,78 1047 714 938 832 685 2399 30,77 19,99 27,25 17,23 2365
Zoned 11,64 556 1,56 1081 938 12,0 12,63 16,94 9,82 18,62 11,02 16,86
GruppeA2  Gruppe A2
Mittelwert  Stabw
Zonel 3074 1353
Zone2 23,09 882
Zone3 17,66 896
Zoned 11,77 673

Gruppe B1 Gruppe 81 Gruppe B1 Gruppe 81 Gruppe B1 Gruppe 81 Gruppe B1 Gruppe 81 Gruppe B1 Gruppe B1 Gruppe B1 Gruppe B1 Gruppe B1 Gruppe B1 Gruppe B1
77435U7 7743508 7743509 77641116 7764117 77641L8 103475L15 10347516 10347507 103697U-1 10369712 103697U-2  103733U15 103733U6 103733U7

Zonel 32,21 37,66 23,10 16,12 15,58 20,63 17,86 19,57 12,59 9,98 10,64 14,01 2715 24,28 26,83
Zone2 842 7,98 3,10 013 0,36 0,32 6,45 6,21 3,09 149 1n 1,16 1771 11,01 4,68
Zone3 2,65 127 0,02 0,00 0,02 007 5,70 0,53 0,77 0,00 0,15 0,00 0,70 6,99 038
Zoned 1,05 035 0,12 0,09 0,00 029 0,75 0,20 0,13 0,90 0,57 0,30 0,00 127 0,09
Gruppe B1 Gruppe B1
Zonel Mittelwert Stabw
Zone2 2055 8,02
Zone3 4,92 4,89
Zoned 1,28 2,19
0,41 041
Gruppe B2 Gruppe 82 Gruppe B2 Gruppe B2 Gruppe B2 Gruppe B2 Gruppe B2 Gruppe 82 Gruppe B2 Gruppe B2 Gruppe B2 Gruppe B2 Gruppe B2 Gruppe 82 Gruppe B2
77435RE6 77435RES 77435REQ 77641 REQ 77641RE1 77641RE2 102712RE-5 102 712RE-SA 102712RE-6  103251L12 103251U3 10325114 103364RE1  103364RE-1 103364 RE2
Zonel 3087 19,57 30,30 42,12 35,03 40,03 3248 18,41 34,07 1543 17,29 17,00 2870 24,55 23,98
Zone2 19,56 1324 16,00 30,23 3148 31,95 29,26 24,12 23,14 13,58 10,66 10,14 16,24 10,67 6,20
Zone3 13,67 16,15 15,58 19,18 19,63 18,93 17,25 25,58 3113 7,57 4,98 6,26 12,52 12,78 3,08
Zoned 8,56 467 543 19,03 9,76 812 6,86 16,14 17,70 1357 9,41 1,70 5,74 445 1,24

Gruppe B2 Gruppe B2 Gruppe B2 Gruppe B2 Gruppe B2 Gruppe B2
103475RE3  10347SRE4  10347SRES  103697RE1  103697RE2  103697RE3

Zonel 23,68 2431 25,00 2395 21,89 18,68
Zone2 14,03 1015 9,25 13,36 11,54 16,36
Zone3 9,99 1181 8,05 898 6,54 418
Zoned4 0,00 6,78 4,43 442 2,25 0,69
Gruppe B2 Gruppe B2
Mittelwert StabW
Zonel 27,32 8,63
Zone2 19,10 8,70
Zone3 14,95 7,65
Zoned 9,49 522

Auflistung der Messwerte der lateralen Préparate zur prozentualen Knochenneubildung nach 4 Wochen mit
Mittelwerten und Standardabweichung
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