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1 Einleitung

Seit Menschengedenken existieren Traumata, Tumore, Fehlbildungen und andere pathologische
Zustinde, die zum Verlust von Geweben fuhren. Der Ersatz amputierter Extremititen ist
bereits im alten Agypten 1550-700 v. Chr. belegt (Nerlich et al. 2000). GliedmaBen in
Grabbeigaben aus Holz, Elfenbein oder Bronze zeugen vom frithen Wunsch der Menschheit
funktionelle und #sthetische Defizite Betroffener zu lindern. Uber Jahrhunderte war die
GliedmalBenprothese die einzige Moglichkeit fehlende Extremititen zu ersetzen. Erst die
Fortschritte der Chirurgie bei Antiseptik und Anisthesie machten gréBere Operationen mit
Gewebeerhalt und Knochenersatz méglich (Hamilton 1982; Robinson und Toledo 2012).
Anfang des 19. Jahrhunderts wurden in der Literatur die ersten autologen
Knochentransplantationen beschriecben (de Boer 1988). Heute stellt die kndocherne
Rekonstruktion des Gesichtsschidels bei Tumor, Trauma, kongenitaler Fehlbildung und
Atrophie eine der zentralen Aufgaben der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie dar. Wie schon
vor 3500 Jahren konnen funktionelle oder asthetische Einschrinkungen fiir Patienten zu
psychosozialen Problemen fihren. Die vollstindige restztutio ad integrum soll daher durch
moglichst einfache, schnelle, schonende und kosteneffiziente Verfahren erreicht werden.
Einen moglichen Therapieansatz konnen alloplastische Trigermaterialien bieten, deren
osteokonduktive Eigenschaften durch Zugabe von Wachstumfaktoren um osteoinduktive
Funktionen erginzt werden. Vorangegangene Studien unserer Arbeitsgruppe konnten zeigen,
dass mit Wachstumsfaktoren (thBMP und rhVEGEF) CO,-begaste Polylactid/Kalzium-
karbonat-Granula gute Ergebnisse in Hartgeweberekonstruktion akuter Knochendefekte des
Alveolarfortsatzes erzielen kénnen.

Ziel der vorliegenden Pilotstudie im Grofitiermodell war es zu untersuchen, ob durch die
Kombination von thBMP-2 mit thVEGF-A;; COx-begaster Polylactid/Kalziumkarbonat-
Triger bei Reduktion der Dosis der Wachstumsfaktoren éhnliche Ergebnisse in der
Regeneration eines kritischen, chronischen Knochendefekts zu erzielen sind, wie bei der
alleinigen Hochdosisanwendung von rthBMP-2 CO,-begasten Polylactid/Kalziumkarbonat-

Tragern
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1.1 Knochen

Der Knochen ist neben den Zihnen als Hartsubstanz Bestandteil des menschlichen Korpers.
Er dient als Skelett der Stiitzfunktion des Korpers. Als Ansatz fir Muskeln und Sehnen macht
er Hebelwirkungen und somit Bewegung moglich. Zentrales Nervensystem, Thoraxorgane und
Knochenmark werden durch den Knochen vor mechanischem Einfluss geschiitzt (Pschyrembel

2014).

1.2 Knochenentwicklung

Die Bildung des menschlichen Skeletts, die Knochenheilung nach Frakturen, das
Knochenwachstum und die pathologische Verkn6cherung wird als Ossifikation bezeichnet und
findet desmal oder chondral statt (Drenckhahn und Kugler 2003). Der desmalen Ossifikation
unterliegen das Schideldach, die Clavicula und Teile des Gesichtsschidels (Drenckhahn und
Kugler 2003). Hierbei entsteht der primire Geflechtknochen direkt aus mesenchymalem
Bindegewebe. Es wird davon ausgegangen, dass durch die Gewebeverdichtung die
Differenzierung von Osteoblasten aus Mesenchymzellen induziert wird. Durch Ausschiittung
von Tropokollagen, Proteoglykanen und Ca** und PO* Tonen kommt es zur Verkalkung des
Bindegewebes und schlieflich zur Ausbildung von Kalziumhydroxylapatit. Mehrere parallel
entstehende Ossifikationszentren bilden Knochenbilkchen die sich zur Spongiosa vereinigen
(Welsch und Deller 2010a).

Die chondrale Ossifikation lduft tber einen Zwischenschritt ab. Zunichst wird aus
mesenchymalem Bindegewebe ein Primordialskelett aus hyalinem Knorpel gebildet.
Chondroklasten bauen im weiteren Verlauf das Knorpelgerist ab, einwandernde Osteoblasten
ersetzen dieses durch Knochenmatrix. Es werden zwei Arten der chondralen Knochenbildung
unterschieden: die enchondrale und die perichondrale Ossifikation (Drenckhahn und Kugler
2003). Im Rahmen der enchondralen Ossifikation ermoglicht das Einsprossen von Blutgefi3en
in die Epiphysenfugen, dass Mesenchymzellen einwandern und sich zu Chondroklasten zu
differenzieren. Die durch deren Aktivitit entstehenden Lakunen werden von einwandernden
Osteoblasten mit Osteoid aufgefillt, wodurch beispielsweise das Lingenwachstum der
Rohrenknochen im Bereich der Epiphysenfugen erreicht wird. Bei der perichondralen
Ossifikation lagern sich im Bereich der Diaphyse Osteoblasten am Perichondrium an und bilden
zentrifugal Knochenmatrix, wodurch es zum Dickenwachstum des Knochens kommt.

Sowohl desmale als auch chondrale Ossifikation bringen zunichst Geflechtknochen hervor, der
im Rahmen der folgenden Umbauprozesse in Lamellenknochen umgewandelt wird

(Drenckhahn und Kugler 2003).
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Diese fortwiahrenden Umbauvorginge des Skeletts werden als furnover bezeichnet und sind
durch physikalische und biochemische Einfliisse gesteuert. Wahrend der Kindheit und
Adoleszenz kommt es durch Modellierung zum Aufbau des Skelettsystems. Auch beim
Erwachsenen kommen die Umbauprozesse nicht zum FErliegen, sondern passen durch
Remodellierung den Knochen zeitlebens an physikalische Anforderungen und die

Stoffwechsellage an.

1.3 Anatomie und Embryologie des Schidels

Der menschliche Schidel besteht aus etwa 22 funktions- und formgebenden Knochen, die, bis
auf Mandibula und Zungenbein, miteinander verbunden sind. Cranial der Schidelbasis liegt das
Neurokranium, caudal das Viszerokranium. Das Neurokranium dient dem Schutz des zentralen
Nervensystems. Das Viszerokranium bildet den Gesichtsschidel und dient unter anderem der
Mastikation (Fanghinel et al. 2003).

In der Embryonalphase bildet sich durch Kondensation mesenchymaler Zellen und
Umwandlung in chrondrales Gewebe ein Stiitzgerist, dessen Form dem spiteren Skelett
entspricht. Die Mehrzahl der Knochen wird durch diese chondrale, indirekte Ossifikation
gebildet, wohin gegen der Gesichtsschidel iberwiegend durch desmale Ossifikation entsteht
(Drenckhahn und Kugler 2003).

Es wird davon ausgegangen, dass die rasche Expansion des Cerebrums fiir eine Kriimmung des
embryonalen Schidels verantwortlich ist, wodurch ventral die Gesichtswiilste entstehen.
Embryologisch entsteht das Viszerokranium aus der Neuralleiste, woraus der unpaarige
Stirnwulst und die paarigen Ober- und Unterkieferwiilste hervorgehen. Diese bilden in der
weiteren Entwicklung die Mundhohle. Infolge der Interaktion von Ektomesenchym und
ektodermalem Epithel entstehen durch desmale Ossifikation die Gesichtsknochen. Die
Ossifikationzentren der Maxil/la liegen paarig und korrelieren mit den Foramina der Nervi

infraorbitales, palatini und incisivi (Frohlich und Nagel 2015).

1.4 Knochenhistologie

Der Knochen besteht aus einer anorganischen und organischen Matrix, deren Wechselwirkung
ithm seine Eigenschaften wie Stabilitit, Stutzfunktion, Schutz innerer Organe aber auch
Stoffwechselaktivitit verlethen. Er dient als Speicher fiir Kalzium und Phosphationen und ist
so entscheidend an der Kalziumhomoostase beteiligt. Circa 55 % des Knochens sind
anorganische Mineralien, hauptsichlich Kalzium-Hydroxylapatit. 25 % der Knochenmasse
werden durch organische Substanzen wie Kollagen, vor allem Kollagen Typ 1, Proteoglykane,

Glykoproteine beispielsweise Osteonektin, Osteopontin und spezifischen Zellen, wie



Error! Use the Home tab to apply Uberschrift 1 to the text that you want to appear here. 4

Osteoblasten, Osteozyten und Osteoklasten gebildet, etwa 10-20 % macht der Wasseranteil aus
(Drenckhahn und Kugler 2003).

Histologisch kann Lamellen- und Geflechtknochen unterschieden werden. Bei der desmalen
Ossifikation und Frakturheilung iiber Kallusbildung entsteht Geflechtknochen. Er ist zellreich,
wenig mineralisiert und die Kollagenfasern liegen ungeordnet in der Matrix. Durch
Osteoklastenaktivitit entsteht ein Resoptionskanal an dessen Wand sich Osteoprogenitorzellen
anlagern und zu Osteoblasten differenzieren. Das von den Osteoblasten gebildete Osteoid
mineralisiert und bildet konzentrische Knochenlamellen, bis der Resorptionskanal auf
Kapillarengrof3e, dem sogenannten Haverskanal, eingeengt ist. Die raumliche Anordnung dieser

Osteone gibt dem Lamellenknochen seinen Namen und mechanische Festigkeit.

General- _ = NN
lamellen

Volkmann-
Kanal

& Haverskanal
Ny-——— Periost

Spongiosa

Abb. 1: Knochenaufbau
(modifiziert nach Welsch und Deller 2010b, mit freundlicher Genehmigung der Elsevier GmbH, Urban
& Fischer)

1.5 Knochenstoffwechsel

Der Knochen ist komplexen hormonellen und physikalischen Steuerungsmechanismen

unterworfen. Unter dem Einfluss von Parathormon, Calcitonin, Vitamin D und
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Wachstumsfaktoren kommt es zur Mineralisierung und zum Knochenaufbau. Mikrotrauma und
mechanische Beanspruchung sorgen fiir Resorption und Umbau der Knochenstruktur. Als
Speichermedium von Kalzium und Phosphationen trigt das Skelett entscheidend zur
Kalzium/Phosphat Homéostase bei. 99 % des Kalziums sind im Knochen gebunden, nur 1 %
liegt im Serum in 16slicher Form vor. Bei Bedarf kann Kalzium aus dem Knochen herausgelost
und so dem Organismus zur Verfigung gestellt werden. Der physiologische Zustand des
Knochenauf- und Knochenabbaus wird als coupling bezeichnet und betrigt circa 2-10 % der
Knochenmasse pro Jahr. Storungen dieses Geschehens fithren zu pathologischen

Verinderungen, wie Osteopenie, Osteoporose oder Osteodystrophien.

1.6 Knochenheilung

Durch die Mechanismen des oben beschrieben coupling erklirt sich die besondere Eigenschaft
des Knochens, im Gegensatz zu anderen Geweben, nach Verletzung eine vollstindige Heilung
ohne Bildung von Ersatzgewebe, wie zum Beispiel Narben, zu erreichen. Physiologisch folgt
die Knochenheilung den GesetzmifBigkeiten der desmalen Ossifikation und lauft wie folgt in
vier Phasen ab (Carano und Filvaroff 2003):

Phase der Inflammation: Die frakturbedingte Gewebezerstérung mit Schidigung von Knochen,
Periost und Weichgewebe 16st durch ZerreiBung der Gefille eine Blutung und Nekrose im
Bereich der Frakturenden aus (McKibbin 1978). In der initalen Entziindungsphase wird dieser
Frakturspalt innerhalb von einigen Minuten von einem Himatom umgeben. Das Weichgewebe
zeigt die Zeichen einer Entziindungsreaktion mit Vasodilatation und Exsudation von
Plasmazellen und Leukozyten. Mastzellen und Makrophagen beginnen die Phagozytose des
Debris (McKibbin 1978). Aus dem Knochenmark stammende Thrombozyten, Makrophagen,
Monozyten und mesenchymale Stammzellen férdern unter Ausschittung von Zytokinen, wie
bone morphogenetic protein (BMP) und Interleukinen, die Zellmigration, -proliferation und -
differenzierung, sodass aus dem Frakturhimatom nach einigen Tagen der sogenannte zellulire
Kallus entsteht.

Phase der Granulation: Das sich bildende Granulationsgewebe unter Einfluss von VEGF
vaskularisiert, einwandernde mesenchymale Stammzellen —differenzieren sich  zu
Chondroblasten oder Osteoblasten und bilden Knorpel und Osteoid.

Phase der Kallushirtung: Durch zunehmende Verkalkung entwickelt sich innerhalb von
Wochen der mineralisierte Kallus und der Knochen gewinnt an Stabilitit. Die Phase der
Aushirtung und Vermehrung des Osteoids zu Geflechtknochen erfolgt nach drei bis sechs

Monaten. Die Frakturiberbrickung und Stabilitit ist erreicht. Morphologisch unterscheidet
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sich der Knochen jedoch noch vom ortsstindigen Knochen durch die ungeordnete Struktur
(Remedios 1999).

Phase des Remodelling: Es folgt die fortwihrende Phase der Knochenremodellierung. Hierbei
kommt es durch ein komplexes Zusammenspiel von Osteoblasten, Osteoklasten, Osteozyten,
Interzellularsubstanzen und durch Zug- und Druckkrifte, dem Wolffschen Gesetz folgend, zur
Umwandlung des Geflechtknochens in Lamellenknochen (Webb und Tricker 2000; Hu und
Olsen 20106).

1.7  Critcal size defect

Die Definition eines eatical size defect ist komplex. Neben der eigentlichen GréBle des Defekts,
sind fir die Heilung das umgebende Gewebe, die Vaskularisation und die mechanischen wie
biochemischen Vorginge entscheidend. Von einem eritical size defect wird ausgegangen, wenn die
korpereigene Regenerationsfihigkeit ein Ausheilen des Defekts zeitlebens nicht moglich macht

(Huh et al. 2005).

1.8 Gewebeersatz und Geweberegeneration

Der Ersatz verlorengegangen Gewebes ist schon seit dem Mittelalter Wunsch der Medizin.
Bereits im 16. Jahrhundert beschrieb Gaspare Tagliacozzi die Deckung von Defekten der Nase
mit vaskuldr gestielten Transplantaten (Zimbler 2001). Versuche des Gewebestransfers mit
ausgedehnten, freien, nicht vaskularisierten Transplantaten waren hingegen tber Jahrhunderte
erfolglos. Erst Anfang des 20. Jahrhunderts trat mit neuen Erkenntnissen tiber Antisepsis und
immunologische Abwehrreaktionen eine Forschungs- und Entwicklungswelle ein. Die Arbeiten
an Knochenersatz und fissue engineering sind seit jeher Bestandteil der Mund-, Kiefer- und
Gesichtschirurgie (Karcher 2000).

Knécherne Defekte der Maxilla fithren je nach Lokalisation und Gré3e zu unterschiedlichen
Morbidititen. Die Extraktion eines Zahns fithrt zur Zahnlicke und ggf. Atrophie des
Kieferkamms mit ggf. fehlender Méglichkeit zur Implantatversorgung. Eine Tumorresektion
mit Hemimaxillektomie kann eine Mund-Antrum-Verbindung verursachen. Wihrend fur
kleinere Knochendefekte Verfahren der Regeneration wie z.B. Sinuslift und guided bone
regeneration (GBR) zur Verfugung stehen, kommen fiir gro3e Rekonstruktionen, z. B. avaskulire
Beckenkammtransplantate aber auch mikrovaskulir reanastomosierte Knochentransplantate in
Betracht. Je umfangreicher die Rekonstruktion, desto mehr Komplikationen sind zu erwarten
(Reissmann et al. 2013). Limitierungen fir die Ausweitung der Operation auf eine zusitzliche
Gewebeentnahme und damit einen Zweiteingriff sind Polytraumatisierte, Patienten in
schlechtem Allgemeinzustand und Kinder, fur die das zusitzliche Gewebetrauma ein nicht zu

vertretendes Risiko darstellt (von Garrel und Gotzen 1998). Der Ubergang zwischen lokal zu
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versorgenden Defekten und aufwendigen Wiederherstellungen ist flieBend. Die Anforderungen
an knocherne Rekonstruktionen des Schadels sind hoch und missen sowohl mechanischen als

auch dsthetischen Anspriichen gentigen (Warnke et al. 2000).

1.9 Knochenaugmentation

In der medizinischen Anwendung finden sich eine Vielzahl von Knochenersatzmateralien. 1821
replantierte von Walter einem Patienten ein zuvor im Rahmen einer neurochirurgischen Krani-
cktomie entfernten Teil der Schidelkalotte (von Walther 1821). Dieser als einer der ersten
autologen Transplantationen zu bezeichnende chirurgische Eingriff legte den Grundstein fir
weitere Forschungen.
A. Adamkiewicz postulierte 1889:
,Fur das grosse Adaptions- und Verwachsungsvermégen eingesetzter Knochen, sei es
an denselben Individuen, sei es an Individuen derselben oder einer anderen Species,
spricht die untriigliche Sicherheit, mit welcher jeder der bezeichneten Versuche
auszuftihren und der Einheilungsprocess — bei antiseptischem Verfahren — stets ohne
Spur von Eiterung zu erreichen ist.*
und beschrieb damit das Verfahren der allogenen Transplantation (Adamkiewicz 1889). Neben
der autologen und allogenen Transplantation wurden Verfahren zum xenogenen und
alloplastischen Knochenersatz entwickelt (siecheTab. 1).
An Knochenersatzmaterialien, die am Menschen unter klinischen Bedingungen Anwendung
finden gelten bestimmte Anforderungen. Um eine gesunde Knochenstruktur zu erreichen
werden folgende Eigenschaften gefordert: Osteogenitit, Osteoinduktion, Osteokonduktion,
Angiogenitit, Biokompatibilitit, Mechanische Eigenschaften dhnlich dem originiren Knochen,
kontrollierte Resorption mit Ersatz durch neugebildeten Knochen, Nebenwirkungsarmut,
Kosteneffizienz, einfache Verarbeitung und Formbarkeit und Anpassung in situ (Ginther et al.

1998; Linhart et al. 2004; Sanz et al. 2019).
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Tab. 1: Ubersicht der Knochenersatzmaterialien (nach Fernandez de Grado et al. 2018)

Autolog Xenogen | Allogen Alloplastisch
Spongits bovin Lebendspender biologisch synthetisch
Kortikospongiés | porcin Leichenspender Hydroxylapatit calcinm phosphate
cement
vaskuldr equin platelet rich plasma Hydroxylapatit
CaSo, P-tricalcinm-
phosphate
Korallen Bioaktive
Gliser
Polymerbsierte
Ersatzmateriali
en

Tab. 2: Ubersicht der Transplantateigenschaften autologen Knochengewebes nach Typen
(nach Khan et al. 2005)

Transplantat | Osteogen | Osteo- Osteo- Mechanische | Gefal3-
konduktiv induktiv Stabilitit versorgung

Spongits ++ ++ + + -

Kortikal + + +/- ++ -

Vaskular ++ ++ + ++ ++

Um ein knochernes Regenerationsergebnis ausreichender Qualitit und Quantitit zu erreichen,
missen Knochenersatzmaterialen vorzugsweise die Fahigkeit zur Osteokonduktion,
Osteoinduktion und Osteogenese besitzen. Osteokonduktive Eigenschaften ermdglichen tber
eine geeignete Leitstruktur das Einwachsen des Knochens in das Knochenersatzmaterial aus
dem benachbarten Transplantatbett (Bauer 2007). Von Osteoinduktion wird gesprochen, wenn
das Knochenersatzmaterial die Knochenneubildung durch Forderung der Differenzierung
mesenchymaler Stammzellen zu Osteoblasten und deren direkte Stimulation zu induzieren
vermag (Lind 1996). Der Prozess der Osteogenese beschreibt die Fihigkeit des
Knochentransplantats mit Hilfe vitaler Zellen die Knochenbildung anzuregen. Die hierbei
transplantierten, vitalen, reifen Zellen, wie Osteoblasten, Osteozyten und Osteoklasten sterben
mehrheitlich ab. Jedoch verbleiben vitale, mesenchymale Stammzellen des Knochenmarks, die

sich unter addquater Stimulation differenzieren und zusammen mit Wachstumsfaktoren die
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Migration von Osteonblastenvorlauferzellen initiieren, um so das Knochenwachstum zu

térdern (Cypher und Grossman 1996; Yaszemski et al. 1996).

1.9.1 Autologe Knochentransplantation

Die autologe Knochentransplantation gilt als Goldstandard fir den Wiederaufbau in
knochernen Defekten (Floren et al. 2007; Kurien et al. 2013). Unterschieden werden kénnen
avaskuldre Transplantate, bei denen die Nihrstoffversorgung durch Diffusion aus dem
Transplantatbett erfolgt, von mikrovaskuldr reananstomosierten Transplantaten, die tiber ihre
eigene Blutversorgung verfiigen. Das autolog avaskulir transplantierte Knochengewebe enthalt
Stammzellen und Wachstumsfaktoren, die die direkte Osteogenese ermdglichen. Durch die
hohe osteokonduktive und -induktive Potenz der Knochenmatrix lassen sich hervorragende
Ergebnisse in Bezug auf Knochenquantitit und Qualitit erzielen. Dadurch weisen autologe
Transplantate die héchste biologische Wertigkeit auf (Bloemers et al. 2003). Immunologische
Reaktionen spielen bei Eigentransplantationen keine Rolle und auch die Ubertragung von
Infektionskrankheiten ist ausgeschlossen. Je nach GréBe des Defekts kénnen verschiedene
intraorale und extraorale Spenderregionen in Betracht gezogen werden. Die Tuberregion der
Maxilla, die crista  gygomaticoalveolaris, die Symphysenregion des Kinns und der
Retromolarenbereich der Mandibula bieten intraorale Entnahmeméglichkeiten ohne relevante
Schwichung der Strukturen (Kibler et al. 2004). Allerdings ist das Volumen des hier zu
gewinnenden Knochenmaterials begrenzt (Sanz et al. 2019). Fir groflere Volumina bieten sich
Rippen, Calvaria, Tibia und Beckenkammtransplantate an (Wiltfang und Gellrich 2002). Durch
den zusitzlichen Eingriff am Entnahmeort steigen jedoch die Morbiditit des Patienten, der
zeitliche Aufwand und die Kosten (Browaeys et al. 2007). Als autologe Knochentransplantate
konnen Spongiosa, kortikale oder kortikospongiose Anteile dienen. Wihrend Spongiosa
aufgrund ihrer Porositit und des hohen Zellanteils gute osteogenetische, osteokonduktive und
osteoinduktive Eigenschaften besitzt, ist die initiale mechanische Stabilitit beschrinkt (KKhan et
al. 2005). Kortikaler Knochen besitzt im Gegensatz hierzu eine hohe primire mechanische
Stabilitit. Aufgrund der geringen Anzahl osteogener Zellen und der begrenzten os-
teokonduktiven Figenschaften werden groBe Anteile des kortikalen Knochentransplantats
jedoch nekrotisch und im Verlauf resorbiert, sodass die mechanische Belastbarkeit im zeitlichen
Verlauf deutlich um bis zu 75 % abnimmt (Khan et al. 2005). Kortikospongitse
Knochentransplantate bilden den Kompromiss beider Varianten. Die Einheilung der
Transplantate wurde von Axhausen 1952 beschrieben. Hierbei postulierte er ein zweiphasiges
Modell. Initial iberleben Osteoblasten an der Transplantatoberfliche durch Nihrstoffdiffusion

aus dem Transplantatlager, wohingegen die Zellen tiefergelegener Areale absterben. Nach
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Ablauf der ersten Phase differenzieren sich durch osteoinduktive Substanzen aus
mesenchymalen Stammezellen Osteoblasten, die in das Transplantat einwandern und hier
wiederum neuen Knochen bilden. Der Resorption des Transplantats steht der Knochenaufbau
gegentiber (Axhausen 1952). Diese Ersatzresorption muss sich fir ein erfolgreiches Ergebnis
im Gleichgewicht befinden. Bereits 1914 hatte Erich Lexer erkannt, dass die Qualitit des
Transplantatlagers tiber das Einwachsverhalten des Knochens entscheidet (Lexer 1914). Hierbei
unterschied er drei Transplantatlager: ersatzstarke, ersatzschwache und ersatzunfihige Lager.
Das ersatzstarke Lager zeigt eine gute Vaskularisation. Das ersatzunfihige Lager ist avital oder
nur mangelhaft vaskularisiert und bedarf vor Transplantation einer Optimierung, sei es durch
Debridement, Weichteilrekonstruktion oder Osteosynthese (Eitel et al. 1980). Der Wunsch
nach Optimierung der Blutversorung fihrte zur Entwicklung der freien, mikrovaskular
anastomosierten Transplantate, die seit den frihen 1980er Jahren im klinischen Alltag zur
Verfiigung stehen (Holzle et al. 2008). Zur Anwendung kommen beispielsweise Transplantate
der distalen Fibula, des Tibiakopfes, des Beckenkamms und der scapula (Reuther und Kibler
1999). Vorteil der vaskularisierten Knochentransplantate ist die eigene Blutversorgung,
wodurch zum einem ein GroBteil der vitalen Zellen im Transplantat tiberlebt und zum anderen
neben der knéchernen auch eine Weichgeweberekonstruktion méglich wird. Nachteilig wirkt
sich die nochmals erhéhte Entnahmemorbiditit auf das Verfahren aus. Fir das freie
Fibulatransplantat, eines der meist verwendeten Rekonstruktionsmethoden bei knéchernen
oder osteokutanen Defekte im Kopf/Halsbereich (Anthony et al. 1995), sind
Wundheilungsstérungen, Peroneuslisionen, muskulire Schwiche, Odeme, Schmerzen und
Krimpfe als dauerhafte Komplikationen an der Entnahmestelle in der Literatur beschrieben

(Klein et al. 2005).

1.9.2 Allogene Knochentransplantation

Als eine Alternative zur autogenen wird die allogene Knochentransplantation angesehen (Fléren
et al. 2007). Hierbei wird Spenderknochen eines fremden Individuums derselben Spezies
transplantiert. Seine mechanischen Figenschaften entsprechen weitestgehend dem autologen
Transplantat (Sanz et al. 2019). Allogenes Knochenmaterial wird durch Knochenbanken zu
Verfigung gestellt und steht somit in nahezu unbegrenzter Menge zur Verfiigung (Rothamel et
al.  2015). Da der Knochen meist aus gespendeten Femurkopfen primirer
Hiftprothesenimplantationen (Fléren et al. 2007) gewonnen wird, besteht keine zusitzliche
Entnahmemorbiditit fir den Spender und die Eingriffszeit des Donors verkurzt sich. In der
Literatur werden jedoch wiederholt Ubertragungen infektiéser Erkrankungen beschrieben bzw.

das Risiko hierfiir diskutiert (Chiu et al. 2004; Winter et al. 2005; Kurien et al. 2013; Zamborsky
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2015). Verschiedene Verfahren sollen mittels Sterilisation und Aufbereitung fir die sichere
Anwendbarkeit am Patienten sorgen. Neben der Kryokonservierung, konnen chemische oder
thermische MaBnahmen und Verfahren mit ionisierender Strahlung zur Sterilisation angewendet
werden. Je nach Aufbereitungsprozel3 werden jedoch die osteogenen, osteoinduktiven,
osteokonduktiven sowie mechanischen Eigenschaften des Allografts reduziert (Ginther et al.
1998; Kurien et al. 2013). Neben einer geringen osteoinduktiven Wirkung durch Freisetzung
von BMPs aus der Knochenmatrix (Reddi 1998), beruht die Funktionsweise allogener
Transplantate hauptsiachlich auf osteokonduktiven Eigenschaften (Endres et al. 2005). Trotz
Sterilisation bleibt die Restgefahr der Ubertragung ansteckender Krankheiten wie z. B. der
Creuzfeldt-Jakob Krankheit (Kurien et al. 2013). Das aufwendige Aufbereitungsverfahren

macht die klinische Anwendung teuer (Kurien et al. 2013).

1.9.3 Xenogene Knochentransplantation

Als xenogene Transplantation wird die Ubertragung von Gewebe von einer auf eine andere
Spezies bezeichnet. Das in der Zahnmedizin weltweit am hiufigsten eingesetzte xenogene
Knochenersatzmaterial ist denaturierter Rinderknochen (Sanz et al. 2019), ein bovines (Rind),
durch Autoklavieren und chemische Reinigung hergestelltes, anorganisches Granulat. Das nach
Aufbereitung verbleibende mineralische Substrat ist im wesentlichen Hydroxylapatit, dessen
osteokonduktive FHigenschaft der knéchernen Regeneration als Leitstruktur dient (Grinberg et
al. 2017). Neben bovinem existieren unter anderem porcine (Schwein) und equine (Pferd)
Knochenersatzmaterialien. Wie bei der allogenen Knochentransplantation besteht auch fiir
xenogene Gewebeiibertagungen die potentielle Gefahr der Ubertragung von Viren- oder
Prionenerkrankungen auf den Empfinger (Kurien et al. 2013; Singh et al. 2013; Fernandez de
Grado et al. 2018).

Auch Materialien pflanzlichen Ursprungs, z. b. aus Algen gewonnenes Hydroxylapatit und das

anorganische Kalziumcarbonatskelett aus Korallen kommen zu Anwendung.

1.9.4 Alloplastisches Knochenersatzmaterial

Alloplastischer Knochenersatz ist synthetisch oder biologisch hergestellt. Unterschieden
werden alloplastische Knochenersatzmaterialien in Keramiken, Polymere, Zemente und Metalle
(Smeets et al. 2014). Kombinationen der Materialien sorgen fiir eine enorme Anzahl an
Produkten (Linhart et al. 2004).

Alloplastische Knochenersatzmaterialien differieren in ihrer biologischen Wirkung und dem
Ziel der Implantation. So existieren nahezu bioinerte Ersatzmaterialien, deren biochemische

Zusammensetzung und/oder strukturelle Konfiguration eine Reaktion des Organismus mit



Error! Use the Home tab to apply Uberschrift 1 to the text that you want to appear here. 12

Resorption und Ersatz durch Knochen oder Knorpel nicht vorsehen. Verwendung finden diese
Materialien z. B. als nichtresorbierbare Keramiken in Endoprothesen.

Bestimmte synthetisch oder biologisch hergestellte alloplastische Ersatzmaterialien kénnen vom
Korper resorbiert und durch eigenen Knochen ersetzt werden, sodass eine restitutio ad integrum
erreicht werden kann (Fernandez de Grado et al. 2018). Die synthetische Herstellung macht das
Material nahezu unbegrenzt verfiigbar, eine Ubertragung von Krankheitserregern ist aufgrund
des Herstellungsverfahrens unwahrscheinlich. Durch Nachahmung der originiren biologischen
Struktur des Knochens sollen alloplastische Materialien als Leitschienen die Regeneration

fordern. Entscheidend fur die Leitschienenfunktion der Knochenersatzmaterielien ist die

Porengré3e von 150-600 um (Klein et al. 2010).

Tab. 3: Ubersicht der alloplastischen Knochenersatzmaterialien (nach Smeets et al. 2014)

Knochenersatzmaterial | Inhaltsstoffe

Keramik Trikalziumphosphat, Hydroxylapatit, Biogliser, Glasionomere
Polymer Polymethylmethactylat, Polylaktide /Polyglykolide

Zement Kalziumphosphatzemente

Metall Titan

1.9.4.1 XKeramiken

Ausgangsstoffe von keramischen Ersatzmaterialien sind Kalziumphosphatverbindungen wie
Hydroxylapatit und Trikalziumphosphat. Ihr Herstellungsverfahren mit Sinterung durch Druck
und Temperaturen von 1000-1500°C fihrt zu nichtimmunogenen sowie nichttoxischen
Eigenschaften und macht Keramiken damit besonders biokompatibel. Durch ihre
interkonnektierende Porositit weisen sie osteokonduktive Eigenschaften auf, haben aber eine
zu vernachlissigende osteogene oder osteoinduktive Wirkung (Smeets et al. 2014). In
Abhingigkeit der Ausgangsstoffe und ihrer Verarbeitung andert sich das Degradationsverhalten
der Keramiken sowie deren mechanische Eigenschaften.

Biogliser basieren zumeist auf Phosphoroxid-Siliciumoxid Verbindungen. Sie weisen ein
interkonnektierendes Porensystem auf und sind bioaktiv (Smeets et al. 2014). Dadurch kann

umliegendes Knochen- und Bindegewebe in das Knochenersatzmaterial einwachsen.

1.9.4.2 Zemente

Verwendung als Knochenzemente finden vorrangig Kalziumphosphatzemente, die zumeist aus
Mehrkomponentensystemen bestehen, wobei Pulverkomponenten mit der wissrigen Losung

vermischt werden. Knochenzemente eignen sich zum Auffillen von osteosynthetisch
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stabilisierten Knochendefekten. Sie weisen eine nur eingeschrinkte mechanische Stabilitit auf

(Smeets et al. 2016).

1.9.4.3 Metall

Implantatmaterialien wie Titan werden vom Organismus nicht resorbiert, gleichwohl kann unter
entsprechenden Voraussetzungen auch eine bioaktive Reaktion im Sinne eines Einwachsens des
Implantats in den ortsstindigen Knochen erreicht werden, dies wird als Osseointegration
bezeichnet (Brinemark et al. 1969). Biomimetische Verfahren versuchen alloplastische
Triagermaterialien so zu modifizieren, dass die Oberfliche der Knochenstruktur dhnlich und
somit eine Osseointegration etleichtert wird (Albrektsson et al. 2008). Erreicht werden kann
dies beispielsweise durch anodische Oxidation (Le Guéhennec et al. 2007) oder die

Beschichtung mit Kalziumphosphat (Schliephake et al. 2009).

1.9.4.4 Polymere

Zur Gruppe der Polymere gehoren die synthetisch hergestellten Stoffe Polymethylmethacrylat
(PMMA), Polyglycolid, Polylactid und verschiedene Kopolymere. PMMA kommt unter
anderem als Gelenkpfannenersatz in der Orthopadie zum Einsatz und ist nicht resorbierbar.
Resotbierbare Polymere dienen in der Chirurgie als Material fiir Schrauben, Nahtmaterial,

Netze, Stifte und Platten (El-Saadany et al. 2015; Smeets et al. 2016).

1.9.4.5 Polylactide

Ein weiteres biodegradierbares Knochenersatzmaterial ist Polylactid, ein aus Zucker zu
Milchsdure fermentierter und schliefSlich zu Polylactid polymerisierter Polyester. Von der
Milchsdure existieren zwei Enantiomere, D und L. (Pina und Ferreira 2012). Die Verwendung
reiner L-Milchsdure erzeugt poly-I-lactid acid (PLLA), ein hochkristallines, hartes, nur
eingeschrankt hydrolisierbares und daher nur langsam biodegradierbares Polymer (Pina und
Ferreira 2012). Die Mischung von D und L. Milchsaureenantiomeren fihrt zur Bildung von Po/y-
D-I -lactid acid (PDLLA). PDLLA ist amorph, weich, hydrolisier- und damit gut biodegradierbar
(Annunziata et al. 2017). Anwendung findet PDLLA in der Zahnmedizin in Form von Platten,
Membranen, Pins, Schrauben und als Ersatzmaterial bei der Knochenaugmentation, wenngleich
die Zahl der klinischen Untersuchungen fir die Knochenaugmentation klein ist und deren
Ergebnisse heterogen sind (Annunziata et al. 2017). PDLLA zeigt sich in klinischen Studien als
biokompatibel, die vollstindige Biodegradation erfolgt nach 36 Monaten (Prokop et al. 2004).
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1.10 Guided bone regeneration (GBR)

Die Tatsache, dass biochemische und physikalische Prozesse Einfluss auf die Knochenheilung
nehmen, macht man sich bei der gefithrten Knochenregeneration, in der Literatur als guided bone
regeneration bezeichnet, zu Nutze (Elgali et al. 2017). Um gewutnschte Prozesse zu unterstiitzen
und unerwiinschte Effekte zu minimieren wird der Knochendefekt durch eine Membran
abgedeckt. Einerseits wird so die physikalische Belastung minimiert, andererseits kann das sich
ausbildende Himatom in seiner Form konfiguriert werden. Die Abschirmung ermdglicht es
osteogenen Zellen aus dem Knochenbett in den Defekt einzuwandern, ohne dass nicht-
osteogene Zellen aus der Peripherie mit dieser Zellmigration konkurrieren und lediglich zu einer
Bindegewebeheilung fihren. Verwendung finden nicht resorbierbare Membranen aus Titan
oder Polytetrafluorethylen, sowie resorbierbare Membranen aus aliphatischen Polyestern oder
Kollagen (Lee und Kim 2014). Nicht resorbierbare Membranen ermdglichen eine gute
Formstabilitit, im Falle von Wundheilungsstérungen mit freiliegendem Material ist das
Endergebnis der Augmentation jedoch kompromittiert. Zusitzlich wird zum Ersteingriff eine
Materialentfernung nétig. Resorbierbare Materialien wie aliphatische Polyester oder Kollagen
sind leicht zu verarbeiten und weniger anfillig fir Wundheilungsstorungen, bieten aber
aufgrund ihrer schnellen Biodegradation eine weniger gute Barrierefunktion (Annunziata et al.
2017). Durch die Kombination der GBR mit in den Defekt -eingebrachten
Knochentransplantaten oder -ersatzmaterialien kénnen gute Ergebnisse erzielt werden (Elgali

et al. 2017).

111 Trigermaterialien von Wachstumsfaktoren

Wachstumsfaktoren in ihrer bioaktiven Form werden ublicherweise in flissiger Losung
bereitgestellt. Die Applikation in liquider Konsistenz erlaubt keine plastische Formbarkeit, die
jedoch fir die vorhersagbare Knochenregeneration im Defektbereich erforderlich ist. Da die
Freisetzungskinetik der Wachstumsfaktoren mdglichst dem physiologischen Verhalten
entsprechen soll, ist es notwendig, Wachstumsfaktoren an ein Geriist zu binden, das die
Freisetzung der Faktoren gleichmaflig und kontinuierlich tber einen langen Zeitraum
ermoglicht (slow release). Unterschieden werden slow release von burst release Eigenschaften. In der
Literatur lassen sich zahlreiche Trigermaterialien finden. Zur Anwendung kommen
beispielsweise Titan, Fibronectin, Chitosan, Glykosaminoglykane, Kollagen, Kalziumhydroxid,
Kalziumphosphat und Polylactid (Schliephake 2009; Marques et al. 2016). Die Art der Bindung
von Wachstumsfaktoren an das Trigermaterial entscheidet tiber die Freisetzungskinetik. In der
Literatur wird eine zu rasche Freisetzung der Wachstumstaktoren (burst release) mit Misserfolgen

bei der Knochenneubildungsrate verbunden (Bohrnsen et al. 2017). Es sind verschiedene
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Verfahren beschrieben, um Wachstumsfaktoren an der Titanoberfliche zu binden (Beutner et
al. 2009). Grundsitzlich kénnen bioaktive Molekile tber Adsorption, covalente Bindung,
nanomechanische Bindung oder selbstorganisierende Schichten an die Titanoberfliche
angeheftet werden (Schliephake und Scharnweber 2008). Nachteil ist, dass die Freigabe der
Wachstumsfaktoren unphysiologisch schnell (burst release) erfolgt und die Mehrzahl der Faktoren
innerhalb von 48 Stunden nach Implantation freigesetzt werden (Schliephake et al. 2007). Eine
Resorption des Titangerists findet nicht statt. Idealerweise sollten die Trigergertste
biogradierbar sein (Agrawal und Ray 2001). Kollagenschwimme oder anorganischer boviner
Knochen sind bereits in der klinischen Anwendung. Die Beladung erfolgt tber Trinken des
Trigermaterials mit der flussigen Losung der Wachstumsfaktoren (El Bialy et al. 2017).
Nachteilig erweist sich die schnelle Freisetzung dieser Faktoren. Die Optimierung der
Trigermaterialen und der Freisetzungskinetik ist Gegenstand der Forschung (Patel et al. 2008;
Schliephake 2009; Ren et al. 2017; Cheng et al. 2019) und soll auch der vorliegenden Arbeit

diskutiert werden.

1.12 Wachstumsfaktoren

Wachstumsfaktoren sind Signaltransmitter des Organismus, meist Proteine, die zelluldres
Wachstum, Differenzierung, Proliferation und Heilung modulieren.

Die Mehrzahl dieser Proteine binden tiber Rezeptoren an der Zielzelle und setzen dort intra-
zellulire Signalkaskaden in Gang. Fir praktisch jedes Organ und Gewebe wurden spezifische
und unspezifische Wachstumsfaktoren beschrieben: nerve growth factor an Neuronen,
Erythropoetin an Erythrozyten, vascular endothelial growth factor im Rahmen der Neoangiogenese
und fibroblast growth factor (FGF) an Fibroblasten um nur einige wenige beispielhaft zu nennen.
Eine Stimulation des Knochenstoffwechsels ist fir insulin-like growth factor, fibroblastic growth factor,
platelet-derived growth factor, transforming growth factor-f (YGY-B), vascular endothelial growth factor und
bone morphogenetic proteins beschrieben (Southwood et al. 2004; Janicki und Schmidmaier 2011).
Die Fille der in der Literatur beschriebenen Wachstumsfaktoren macht eine vollstindige
Auflistung an dieser Stelle unmoglich, daher soll im Folgenden speziell auf die in dieser Arbeit

verwendeten Wachstumsfaktoren VEGF und BMP niher eingegangen werden.

1.12.1 Vascular endothelial growth factor (VEGF)

Anfang der 1980er Jahre entdeckten Senger et al. ein Protein, den vascular permeability factor, der
von Tumorzellen produziert wird und den sie fir die Permeabilititserh6hung an Endothelzellen
im Rahmen eines Tumoraszites verantwortlich machten (Senger et al. 1983). 1989 beschrieben

Ferrara und Henzel ein von follikuliren Hypophysenzellen sezerniertes Protein, das die
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Proliferation von Endothelzellen anregt und nannten es vascular endothelial growth factor — VEGEF
(Ferrara und Henzel 1989). Seit einiger Zeit ist bekannt, dass es sich um ein und dasselbe Protein
handelt. Heute hat sich das Akronym VEGF in der Literatur durchgesetzt. VEGF besteht aus
einer Gruppe Glykoproteinen, die die Vaskulogenese, Angiogenese und Lymphangiogenese
stimulieren (Neufeld et al. 1999). Im menschlichen Organismus haben VEGF-A fir die
Angiogenese, VEGF-B und der zur Gruppe der VEGF gehorende Placental growth factor fir die
Vaskulogenese und plazentire Angiogenese sowie VEGF-C und D fiir die Lymphangiogenese
eine besondere Bedeutung (Neufeld et al. 1999). Daneben exsistieren das viral exprimierte
VEGF-E und das im Schlangengift vorkommende VEGF-F (Yamazaki et al. 2009). Die
Expression von VEGF wird durch Hypoxie, Hypoglykimie, Onkogene und Zytokine wie z. B.
Interleukin 18 ausgeldst. Durch die lokale Reaktion z. B. auf hypoxische Gewebeverhiltnisse
wird VEGF am Wirkungsort exprimiert und wirkt parakrin auf die benachbarten Zellen
(Neufeld et al. 1999). Zahlreiche maligne Tumoren weisen eine erhchte Expressionsrate an
VEGF auf, dessen angiogeneseinduzierende und antiapoptotische Wirkung dem
Tumorwachstum weiteren Progress erméglicht (Neufeld et al. 1999). Enomoto et al. belegten,
dass VEGT bei Patienten mit Osteoarthrose tiberreguliert ist (Enomoto et al. 2003). Neben der
pathologischen Wirkung, kommt VEGF eine zentrale Bedeutung im Rahmen von
Heilungsprozessen, wie Vertletzungen des zentralen Nervensystems und der Knochenheilung
zu (Keramaris et al. 2008; Yang et al. 2012). VEGF wird von Chrondozyten der Wachstumsfuge
sezerniert und steuert dort die Angiogenese, das Remodelling der extrazelluldren Matrix und die
Knochenformation (Jin et al. 2002; Keramaris et al. 2008; Yang et al. 2012).

Durch alternatives Spleilen werden aus der VEGEF mRNA  (messenger ribonnucleic  acid)
verschiedene Isoformen translatiert. Die bedeutendsten sind VEGF-A,,, VEGF-A,;;, VEGFE-
Ay und VEGF-Ay, (Keramaris et al. 2008). Aufgrund der Uberschneidung seines
Vorkommens im humanem und tierischem Organismus, sowie der nachgewiesenen hdchsten
biologischen Aktivitit (Petrova et al. 1999) ist VEGF-A;; fur wissenschaftliche

Untersuchungen von besonderem Interesse (Taktak-BenAmar et al. 2017).
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Abb. 2: VEGF Signaltransduktion
(modifiziert nach Nilsson und Heymach 2006, mit freundlicher Genehmigung des Elsevier Verlags)

VEGTF bindet im Rahmen der Signaltransduktion an eine Tyrosinkinase, den VEGFR (VEFG-
Rezeptor) und leitet so das extrazellulire Signal in die Zelle. Es existieren drei Subtypen von
VEGFR. VEGFR-1 wirkt in Folge einer verianderten Tyrosinkinase als Regulator der
Angiogenese, indem VEGF bindet, eine Signaltranduktion nach intrazellulir jedoch ausbleibt
(Rahimi 20006). Die Affinitit von VEGE-A ist zum VEGFR-1 groler als zum VEGFEFR-2, somit
dient der VEGF -1 Rezeptor als VEGF-Falle (Olsson et al. 2006). In der Lymphangiogenese
fungiert VEGFR-3 als Rezeptor fir VEGF-C und D (Witmer et al. 2001). VEGFR-2 dimerisiert
nach Bindung von VEGF-A und wird durch Phosphorylierung aktiviert. Durch Aktivierung
von Bindungsstellen fir intrazellulire Signaltransduktoren wird die Zellmigration,
Antiapoptose, vaskulire Permabilitit und Zellproliferation gesteuert (siche Abb. 2), (Nilsson
und Heymach 2006).

1.12.2 Bone morphogenetic protein (BMP)

1965 beschrieb der Amerikaner Marshall R. Urist die durch demineralisierte Knochenmatrix
induzierte ektope enchondrale Ossifikation (Urist 1965). 1971 konnten er und seine Mitarbeiter

das dafiir verantwortliche Glykoprotein identifizieren: bone morphogenetic protein — BMP (Urist und
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Strates 1971). Die bone morphogenetic proteins umfassen eine Gruppe von mehr als 20

Wachstumsfaktoren, die zur Familie der TGF-3 gehéren und deren Wirkung nicht nur auf den
Knochenstoffwechsel beschrinkt ist (Xiao et al. 2007). Eine Auswahl der bedeutendsten BMPs

zeigt Tab. 4.

Tab. 4: Ubersicht der verschiedenen BMPs und ihrer Eigenschaften (nach Xiao et al. 2007)

Bone morphogenetic protein Wirkung und Besonderheiten

BMP-1 Chrondral, Cholesterinstoffwechsel,

Als Metalloprotease einziges BMP das nicht der TGF-$
Superfamilie angehort

BMP-2 Differenzierung von Osteoblasten, Chrondrozyten und
Herzzellen, zusammen mit BMP-4 und BMDP-7
Induktion der Apoptose des interdigitalen Mesenchyms
im  Rahmen der Entwicklung der Finger,
Chemotaktische =~ Wirkung im  Rahmen  von
Verletzungen

BMP-3 Inhibition von BMP-2

BMP-4 Regulation der Entwicklung von Zihnen, Knochen und
Extremitaten aus Mesoderm. Schlisselrolle im Rahmen
der Frakturheilung

BMP-5 Regulation der Knorpelentwicklung

BMP-6 Antiproliferativ. durch Hemmung der Zellteilung.
Einfluss auf die Gelenkstabilitit.

BMP-7 Embryonale Entwicklung von Nieren und Augen.
Induktion der Osteoblasten Differenzierung. Induktion
der Transkription verschiedender osteogenetischer
Gene.

BMP-8 Beteiligung an Knochen und Knorpelentwicklung

BMP-9 Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen zu
Chrondozyten

BMP-10 Induziert die Trabekelausbildung im embryonalen
Herzen

BMP-11 Bildung neuraler Strukturen

BMP-12 Entwicklung von Bindern und Sehnen
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Bone morphogenetic protein Wirkung und Besonderheiten

BMP-13 Induktion der Expression weiterer BMPs (BMP-4,
BMP-5, BMP-6, BMP-8), Proliferation mesenchymaler

Progenitorzellen, Augenentwicklung

BMP-14 Inhibition der Knorpel- und Muskelentwicklung,

BMP-15 Beteiligung an der Entwicklung von Oozyten und
Follikeln

BMP-16 Embryonalentwicklung, Differenzierung von
Osteoblasten und Chrondozyten, analog zu BMP-2 und
BMP-4

BMP-17 Embryonalentwicklung

BMP-18 Embryonalentwicklung

Wie in Tab. 4 gezeigt sind BMPs an einer Vielzahl von biologischen Regelkreisen beteiligt. Uber
den TGF-8 Signalweg steuern BMPs die Zelldifferenzierung, Zellproliferation und Apoptose
im Zielgewebe (Heldin et al. 1997). Die TGF-B Signaltransduktion erfolgt iber
transmembrandse Serin/Threonin-Kinase-Rezeptoren. Es sind zwei TGF--Rezeptoren
beschrieben: TGF-3 Typ I Rezeptor und TGF-8 Typ II Rezeptor. Liganden, wie BMP, bilden
mit den Rezeptoren Komplexe. Es kommt zur Formation eines Heterotetramers von Typ I und
Typ II Rezeptor wodurch der Typ II Rezeptor aktiviert wird, der den Typ I Rezeptor
phosphoryliert. Die so aktivierte Kinase des TGF-$ Typ I Rezeptors phosphoryliert R-Swzad
(receptor-regulated Smad) Proteine, die mit Smad 1, 5 und 8 Oligomere bilden und als Komplexe in
den Zellkern eindringen, wo sie als Transkriptionsfaktoren agieren und die Genexpression
steuern. Die Regulation dieser Kaskade erfolgt tiber die parallele Aktivierung von Co-Swads
(common-partner-Smads) und 1-Smads (inhibitory Smad). Error! Reference source not found. zeigt

den kanonischen Weg der TGF- Signaltransduktion.
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Abb. 3: TGF- § Signaltransduktionsweg
(modifiziert nach Xiao 2007, mit freundlicher Genehmigung des Elsevier Verlags.)

BMPs werden in nahezu allen Organen exprimiert und sind iber komplexe Regelkreise an der
Zellproliferation, Morphogenese, Zelldifferenzierung und Apoptose beteiligt (Hogan 1996;
Goumans und Mummery 2002). Defekte im fur BMP-2 kodierenden Gen koénnen eine
fibrodysplasia ossificans progressiva auslosen, bei der es nach Mikrotraumata zur Verknécherung in
Bindegeweben und Muskulatur kommt (Kaplan et al. 1990). Faktoren wie Konzentration,
zeitliche und riumliche Verteilung, genetische Ausstattung der Zielzellen bestimmen das
Ausmal} und die Art der biologischen Wirkung. So beschrieb Hogan 1996, dass niedrige
Konzentrationen an BMP die Zellproliferation induzieren und hohe Konzentrationen fiir die
Zelldifferenzierung verantwortlich sind (Hogan 1996). BMPs sind die einzigen aktuell
bekannten Signalmolekiile, die in der Lage sind ektop die enchondrale Ossifikation zu
induzieren (Xiao et al. 2007), wobei das gro3te Potential den BMPs 2, 6, 9 und in geringerem
MaBle BMP-4 und BMP-7 zugeschrieben wird (Cheng et al. 2003). Nach erfolgreichen
Tierversuchen wird BMP-2 seit einigen Jahren in der Behandlung von Schienbeinfrakturen und
Wirbelk6rperfusionen eingesetzt. Eine Anwendungszulassung im Bereich der Mund-, Kiefer-
und Gesichtschirurgie besteht seit 2007 fir Sinusbodenaugmentationen sowie lokale
Kieferkammaugmentationen (Gonzalez et al. 2011). Die Gewinnung von BMP aus humanen
oder tierischen Knochen ist aufwendig und teuer. 1 kg Knochenmaterial enthilt circa 1 pg
BMP-2 (Kuabler 2000). Aufgrund immunologischer Risiken durch Fremdknochen hat sich die
Verwendung von rekombinant hergestelltem BMP  durchgesetzt. Hierbei wird die
entsprechende DNA  (desoxcyribonuclein acid) in eine prokaryotische Zelle (z. B. E.col)

eingeschleust, die dann die Genexpression und Proteinsekretion ibernimmt (Kibler 2000).
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchsaufbau

Der Beginn der Tierversuche erfolgte im Mai 2013 nach Genehmigung durch das
Tierschutzdezernat der Bezirksregierung Braunschweig. Gefthrt wird der Tierversuchsantrag
unter der Nummer 33.9-42502-04-13/1088. Im Februar 2014 wurde die Versuchsphase mit
Euthanasie der letzten Tiere abgeschlossen. Fiir die Studie wurden 18 weibliche Schweine der
Rasse Gottinger Minischwein aus der Zuchtanstalt EuBenheim/Obetfeld herangezogen. Das
Alter der Tiere betrug zum Studienbeginn zwei bis vier Jahre. Die Tierhaltung und Betreuung
erfolgte im Tierversuchslabor der Universititsmedizin Go6ttingen durch qualifizierte Tierdrzte
und Tierpfleger. Die nationalen Tierschutzbestimmungen wurden konsequent eingehalten.
Durch die Markierung mit einer Ohrmarke konnten die Tiere sicher unterschieden werden.
Nahrungsgrundlage war eine restriktive Schweinediit bei freier Trinkwasserverfiigung. Tab. 5

gibt Aufschluss tiber das verwendete Futtermaterial.

Tab. 5: Futtermaterial Gottinger Minischwein

Grundfutter Zusatzstoffe je kg
450-500 g pro Tier pro Tag Vitamin A: 15000 IE
zusammengesetzt aus: Vitamin D3 1100 IE
Getreideprodukten, Olsaatprodukten, Vitamin E 100 mg
Luzernmehl, Knollenprodukten, Kupfer 5 mg

Mineralstoffen, Bierhefe, Pflanzlichen Olen, | Eisen 100 mg
Rohproteinen, Rohfett, Rohfaser, Rohasche, | Zink 50 mg

Kalzium, Phosphor, Natrium, Lysin Mangan 30 mg
Met+Cys, Me(Pig) 10,8 MJ /kg Selen 0,1 mg

Im Anschluss an die Tierversuchsphase wurden die gewonnenen Priparate im
abteilungseigenen  Forschungslabor  aufbereitet,  histologisch ~ untersucht  und

histomorphometrisch ausgewertet.

2.2 Herstellung und Beladung der PDLLA/CaCO;-composite-Granula mit

Wachstumsfaktoren

Die verwendeten Granula wurden aus PDLLA-Granulat und CaCOs-Nanokristallen hergestellt

und von der Firma KLS Martin bezogen. Die im Rahmen dieser Untersuchung eingesetzten

Wachstumsfaktoren (thBMP-2 und thVEFG-A¢) waren rekombinant mittels Transfektion
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und Kultivierung von E.co/i Bakterien durch die Firma Reliatech, Wolfenbtttel hergestellt
worden. Im hauseigenen Labor erfolgte die Vorverdiinnung mit Essigsdure anschlieBend wurde
mit PBS-Puffer (phosphate buffered saline) bis zur gewiinschten Konzentration weiterverdinnt. So
standen fur den Versuch thBMP-2 in einer Konzentration von 890 pg/mlund thVEGF-A; in
50 pg/ml zur Verfugung. Die Lagerung etfolgte bei -70 °C. Zur Herstellung des Trigermaterials
wurde das PDLLA/CaCOs-Granulat mit der jeweiligen von Lésung thBMP-2 oder thVEGFE-
Ajyes auf dem Rotorschiittler durchmischt. Es folgten Schockfrierung und Gefriertrocknung
mittels Stickstoff. Die Lyophilisierung wurde bei -20 °Cin einer Vakuumkammer durchgefiihrt.
In Dosen von 0,06 g wurde das mit Wachstumsfaktoren beladene Granulat in eine
konfektionierte Form eingebracht und zur Pressung und CO,-Begasung an die Firma KLS
Martin tbergeben. Das in Form gebrachte und mit Wachstumsfaktoren beladene Granulat
wurde dort unter CO,-Begasung fiir 2 Stunden bei 100 bar im Autoklaven zwischen 35 °C und
55 °C behandelt. Die Dekompression erfolgte linear tiber einen Zeitraum vom 20 Minuten. Die
composite Trager trafen auf diese Weise behandelt in Tablettenform zuriick in unserem Labor ein
und wurden hier bei -20 °C gelagert. Die so hergestellten composite Triger enthielten 400 pg
rthBMP-2 kombiniert mit 50 pg thVEGF-A s oder 800 pg rhBMP-2 in Tabletten zu 0,06 g. Vor

der Applikation wurden die Triger mit der Knochenmiihle zerspant.

2.3 Tierversuchsablauf

Zunichst wurde bei allen Tieren in jedem Kieferquadranten ein kndcherner Defekt durch
Extraktion der Primolaren und des ersten Molaren gesetzt. Die Operation erfolgte unter
Natkose durch eine qualifizierte Tierdrztin. Hierzu ethielten die Tiere 0,5 mg/kg KG
(Korpergewicht) Diazepam oral und nach einer Latenzzeit von 20 Minuten 10 mg/kg KG
Ketamin und 2 mg/kg KG Azaperon intramuskulir. Nach ausreichender Sedierungstiefe
erfolgte die Anlage eines Venenverweilkatheters, die Gabe von Thiopental zur
Narkoseeinleitung und die orotracheale Intubation. Zur Aufrechterhaltung der Narkose wurde
2 bis 4 %ige Isoflurane verwendet. Die analgetische Abschirmung erfolgte mit Ketamin und
Piritramid. Die lokale Schleimhautdesinfektion erfolgte mit Povidon-Jodlésung,
Octenidinhydrochlorid und Phenoxyethanol. AnschlieBend wurde zur weiteren Analgesie
2 Y%iges Articain in das OP-Gebiet infiltriert. Die Schnittfithrung erfolgte marginal mit
anteriorer vestibulirer Entlastung. Nach Extraktion der Primolaren und des ersten Molaren,
sowie Defektsetzung und Prifung der DefektgroBle, erfolgte der Wundverschluss mit

resorbierbarem Nahtmaterial (Vicryl 2-0).
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Abb. 4: Operationssitus zum Zeitpunkt der Defektsetzung

a) Extraktion der Primolaren und des ersten Molaren b) Defektsetzung und Kontrolle mit einem

Prafkérper ¢) Wundverschluss

Postoperativ erhielten die Tiere fiir drei Tage Buprenorphin 0,6 mg zweimal tiglich und
Carprofen 5 mg/kg KG intravends, bei Bedarf etfolgte die Gabe von 5-7,5 mg/kg KG
Carprofen oral. Nach zwolfwéchigem Intervall erfolgte die zweite Operation zur Auffillung
des chronifizierten Defekts. Die hierzu durchgefithrte Narkose erfolgte in analoger Art und
Weise zur Erstoperation. Einzig Thiopental wurde durch 1 %iges Propofol ersetzt. Die
Schnittfihrung erfolgte anterior des Defektbereichs vertikal. Die Pridparation des Defekts
wurde in Tunnelierungstechnik durchgefiihrt. In der Kontrollgruppe erfolgte auf einer
Kieferhilfte die Implantation von 0,5g PDLLA/CaCO; in den Defekt, der Defekt der
kontralaterale Kieferhilfte wurde Leer belassen. Die Defekte der Experimentalgruppe wurde
auf einer Kieferhilfte mit 0,5 g PDLLA/CaCos;— 800 pg thBMP-2 und auf der kontralateralen

Kieferhilfte mit 0,5 g PDLLA/CaCos — 400 pg thBMP-2 und 50 pg thVEGF,¢ befiillt. Es
erfolgte der Wundverschluss mit Vicryl.
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Abb. 5: Operationssitus zum Zeitpunkt der Augmentation

a) Ausgangsbefund vor Augmentation b) minimalinvasiver Zugang durch Tunnelierung und Einbringen

der composite-Granula c) Wundverschluss

Die postoperative Analgesie erfolgte analog zur Erstoperation. Ein Tier der 4-Wochen-
Versuchs-Kohorte verstarb einen Tag nach der zweiten Operation an postoperativen Narkose-
komplikationen. Die Nachuntersuchung erfolgte nach vier bezichungsweise 13 Wochen. Die
Tiere wurden durch Injektion einer Uberdosis Azperon in Kombination mit T61 euthanasiert.
Nach Feststellung des Todes durch einen Veterinirmediziner erfolgte anschlieBend die

Entnahme der Priparate und Fixierung in 4 %iger Formaldehydlosung.

2.4 Schliffpriparate und Firbungen

Zur Histologischen Untersuchung wurden die Defektareale mittels Diamantbandsige
herausgesigt, zur Trocknung in aufsteigenden Konzentrationen Ethanol dehydriert und in
Technovit 9100 fixiert. Mittig durch den Defekt erfolgte die Durchtrennung der Priparate und
anschlieBende Herstellung von jeweils mindestens fiinf Schliffpriparaten in coronaler Richtung
nach mesial und distal. Die gewonnenen Priparate wurden mittels Toluidinblau gefirbt und zur
erginzenden deskriptiven Auswertung jeweils ein Schliffpriparat zusitzlich mittels Smith

Karagianes Firbung gefirbt.
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Die produzierten Blocke wurden zunichst rechtwinkelig zur Alveolarkammachse mittels
Haftkleber (Locit, Henkel, Ddusseldorf) auf einen Objekttriger geklebt. Jeweils vom
Nichtarbeitsende wurde ein Parallelschnitt mit der Bandsige (Exakt 300, Norderstedt)
durchgefiihrt und ein zweiter Objekttrager geklebt. AnschlieBend erfolgte ein Diinnschnitt von
circa 300um am Arbeitsende. Das so gewonnene Diinnschnittpriparat wurde an der

Schleifmaschine (Exakt 400CS, Norderstedt) zunichst mittels 800er Kérnung auf 130-140 um
geschliffen. Es folgte der Schliff bis auf 30 pm mit Schleifpapierscheibe der Kérnung 1200.

AbschlieBend wurden die Praparate mit einer Silikonscheibe poliert.

Zur Darstellung der Knochenapposition wurden die Priparate mit Toluidinblau gefarbt (Varela
und Jolette 2018). Hierbei werden metachromatische Farbeffekte zur Differenzierung genutzt.
Hartgewebe wie Knochen bleiben farblos bis blassblau, Zellkerne, Osteoidsiume,
Kollagenfasern und Zellen werden blau, Knorpel und Wundheilungsareale rot-violett

eingefirbt. Die Farbung erfolgte nach einem standardisierten Protokoll (siche Tab. 6)

Reagenzien: Toluidinblau O (Merck 1273), Pyronin G (Merck 7518), di-Natriumtetraborat-10-
hydrat (Borax), Essigsdure, 15 % H,O,, H,0, destilliertes Wasser, Aceton, Alkohol

Tab. 6: Ablauf Toluidinblau Firbung

Reagenz

Arbeitsschritt

Essigsaure 3 %

3 min Tauchbad

H,O 2 min Spulen

H,O, 10 min Tauchbad
H,O 2 min Spilen
Toluidinblaul6sung 5-10 min Tauchbad

Destilliertes Wasser

2 min Spiilen

- Trocknen
Aceton/Alkohol 1:1 Differenzieren
Eukitt Eindecken

Fir die deskriptive histologische Untersuchung wurden die gewonnenen Schliffpriparate

mittels Smith-Karagianes Firbung nach folgendem Protokoll (sieche Tab. 7) gefirbt.




Error! Use the Home tab to apply Uberschrift 1 to the text that you want to appear here. 26

Reagenzien: Lofflers Methylenblaulosung (Merck 1287), Alizarinrot S (Merck 5229), bi-
destilliertes Aqua, HCI, H,O

Tab. 7: Ablauf Smith-Karagianes Firbung

Reagenz Arbeitsschritt
Methylenblau Eintauchen des Schliffpriparates bei 80 °C
Aqua dest. Spiilung

- Lufttrocknung tber Nacht

Alizatinrot Tauchbad fiir 90 Sekunden

- Luftrocknung tiber Nacht

Eukitt Eindecken

2.4.1 Digitalisierung der Priaparate

Zur Auswertung der Priparate wurden die gewonnenen Dinnschliffe digitalisiert. Die
Digitalisierung unter zwei bis zehnfacher VergréBerung erfolgte am MOLCI (Molecutar Optical
and Live Cell Imaging) der UMG (Universititsmedizin Gottingen) mit Hilfe des Dotslide®
(Olympus Deutschland GmbH, Hamburg). Das Gerit ermdglicht es 50 Schliffe automatisiert
zu erfassen. Es wurde eine Ubersichtsaufnahme unter zweifacher VergroBerung und eine
Detailaufnahme unter zehnfacher VergroBerung aufgenommen. Die Histologische
Untersuchung der Priparate wurde am Axioskop 2 plus® Mikroskop (Carl Zeiss Microscopy
GmbH, Jena) unter zehnfacher VergroBerung durchgefiihrt. Zur Veranschaulichung der
beobachteten Merkmale der Priparate wurden Aufnahmen mit der Mikroskopkamera AxioCam

MRc 5% (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena) abgelichtet und die Bilder digitalisiert.

2.4.2 Histomorphometrie

Das Grundprinzip der Histomorphometrie basiert auf den von H.M. Frost eingefithrten
Methoden, hierbei werden histologische Schnitte z. B. Knochenstrukturen quantitativ beurteilt.
Zur histomorphometrischen Auswertung werden in Kunststoff eingebettete Priparate
verwendet (Varela und Jolette 2018). Die in oben beschriebener Weise digitalisierten Schliffe
wurden mittels Photoshop CS5 (Adobe systems incorporated, San José, USA) dargestellt.
Hiermit wurden die ROIs hindisch markiert und anschlieBend durch die Software vermessen.

Zur Messung der Knochendichte wurden die Bilder binarisiert. Bei Uberschreiten eines
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Farbintensititsschwellenwertes innerhalb der zuvor markierten Fliche wurde eine zweite

Messung ausgel6st, die den neu gebildeten Knochen vermal3. Die Ergebnisse wurden in Pixel
ausgegeben. Fur die Kantenlidnge eines Pixels 3,2248 um und fir die Fliche eines Pixels die

GréBe von 10,399 um?. Zur Umrechnung der Fliche in mm*wurde dieser Wert mit der Anzahl
der Pixel multipliziert und um den Faktor 10 vervielfacht. Abb. 6 und Abb. 7 zeigen den Ablauf

der histomorphometischen Auswertung.

Abb. 6: Toluidinblaufirbung
Links: Ubersicht eines histologischen Priparates in Toluidinblaufirbung. Rechts: Segmentierte ROI zur

histomorphometrischen Berechnung.
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Abb. 7: Binirbilder
Links: Binirbild der zuvor segmentierten ROL Rechts: Ubersichtsaufnahme mit Binirdarstellung der

ROL

2.4.3 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte unter Hilfestellung des Instituts fir medizinische Statistik
der Universititmedizin Goéttingen (Leiter Prof. Dr. Tim Friede). Zur Ermittlung des p-Wertes
wurde bei linear gemischtem Modell unter Beriicksichtigung der Messwiederholungen eine
Varianzanalyse (ANOVA) durchgefithrt. Das Signifikanzniveau wurde mit p < 0,05 festgelegt.
Die Verteilung der Variablen wurde mit Hilfe von Boxplots grafisch dargestellt (Excel®,

Microsoft Corporation, Redmond USA).

2.4.4 Auswertungsmethoden der Histomorphometrie

Zur Erstellung der grafischen Boxplots wurde die Verteilung der Variablen Gesamtfliche und
Fliche des neugebildeten Knochens fiir jeden Prifkorper separat zu jedem der zwei Zeitpunkte
t;= vier Wochen und t, =13 Wochen beschrieben. Durch die Anwendung des split-month
Modells mit Testung von zwei Prifkérpern pro Kiefer wurde der Einfluss des Prifkorpers
(Blank, Leer, thBMP-2, thVEGF-A;; & thBMP-2) zu den jeweiligen Zeitpunkten auf die
Parameter Gesamtfliche und Fliche des neugebildeten Knochens mit einem linear gemischten
Modell unter Berticksichtigung der Messwiederholungen untersucht und der p-Wert mittels

Varianzanalyse (ANOVA) ermittelt. Fiir Ergebnisse, die sich signifikant zeigten, wurden mit
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linearen Hypothesentests fiir gemischte Modelle paarweise Prifkorpervergleiche durchgefiihrt.
Der Unterschied zwischen den Zeitpunkten t;= vier Wochen und t, =13 Wochen wurde fuir
jeden Prifkérper mit dem Mann-Whitney-Test untersucht. Als Signifikanzniveau wurde fiir alle
statistischen Tests alpha = 5 % festgelegt. Fur die Fille des multiplen Testens wurden die p-

Werte mittels Bonferroni-Holm-Methode angepasst. Die Durchfithrung der statistischen

Berechnungen erfolgte mit der Statistiksoftware R (Version 3.1.2, www.r-project.org). Fuir die
Modellierung der linear gemischten Modelle wurde das R-Paket ,,Jme4*, zur Analyse multipler
Vergleiche das R-Paket ,,multcomp®, bei dem eine p-Wertanpassung bereits implementiert ist,

herangezogen.


http://www.r-project.org/
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3 Ergebnisse

3.1 Klinische Ergebnisse

Von 18 Versuchstieren erlag ein Schwein der 13-Wochen-Versuchsgruppe postoperativ nach
einem Tag Narkosekomplikationen. Bei den verbliebenen Tieren verlief die
Versuchsdurchfiihrung wie zuvor geplant. Spitestens funf Tage postoperativ war bei keinem
der Tiere eine analgetische Therapie mehr notwendig. Alle Wunden konnten zur Ausheilung
gebracht werden. Offensichtliche Wunddehiszenzen waren nicht zu vermerken. Eine intraorale
Inspektion zur umfangreichen Wundkontrolle konnte am nicht sedierten Tier jedoch nicht

durchgefiihrt werden. Klinische Anzeichen fiir systemische Infektionen traten nicht auf.

3.2 Deskriptive histologische Untersuchung

Zur histologischen Untersuchung wurde zusitzlich zu den Toluidin-Blaufirbungen je ein
Priparat nach Smith-Karagianes gefirbt. Exemplarisch werden im Folgenden einige

histologische Priparate beschrieben.

Abb. 8: Ubersichts- und Detailaufnahme eines Priparates aus der Blank-vier-Wochen-Kohorte

(v=vestibuldr, p=palatinal, M= Mukosa, S=Speicheldrisen, A=Artefakte)

Die Ubersichtsaufnahme eines Priparates aus der Blank-vier-Wochen-Kohorte erscheint stark
spongits. Ein Defekt lisst sich nicht crestal/vestibulir nicht ausmachen. Der Alveolarkamm
wirkt im Vergleich zu Priparaten anderer Gruppen atroph. Palatinal (P) erscheint der Knochen
kompakter als vestibulir (V). Im teilweise erhaltenen blau gefirbten Bindegewebe der Mukosa
(M) finden sich Speicheldrisen (S). Die hellrosa gefirbten Anteile stellen sich in der
Vergroflerung als Artefakte (A) dar. Deutlich zu erkennen sind Schlifffacetten durch das
Dunnschliffverfahren.
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Abb. 9: Ubersichts- und Detailaufnahme eines Priparates aus der Blank-13-Wochen-Kohorte
V=vestibulir, U=Ubergang Knochenlager zu neugebildetem Knochen, LK Knochenlager,
NK=neugebildeter Knochen, SPK=spongiéser Knochen)

In der Ubersichtsaufnahme der Blank-13-Wochen-Kohorte finden sich deutliche Zeichen der
Knochenneubildung vestibulir (V). Sowohl Quantitit als auch Qualitit erscheinen hoch. Der
Ubergang (U) von Knochenlager (LK) zu neugebildetem Knochen (NK) lisst sich deutlich
abgrenzen. Die Zone des neugebildeten Knochens zeigt eine feinporige spongiose Struktur
(SPK). Der ortsstindige Knochen erscheint kompakter mit deutlich gréberer spongitser

Struktur und gréflerem mineralisiertem Hartgewebsanteilen.

Abb. 10: Ubersichts- und Detailaufnahme eines Priparates aus der Leer-vier-Wochen-Kohorte

(D=Detekt, C=crestal, NK=neugebildeter Knochen, DE=Driisenepithel)

Die Ubersichtsaufnahme eines Priparats der Leer-vier-Wochen-Kohorte zeigt kaum
Knochenneubildung. Vestibulir zeigt sich ein knécherner Defekt (D), ohne Anzeichen fiir eine
Knochenneubildung. Diese ldsst sich im crestalen Bereich (C) des Priparats finden. Die
VergréBerung gibt einen Ausschnitt der sparlichen Knochenneubildung (NK) crestal wider. Im
dargestellten Bindegewebe findet sich Drisenepithel (DE).
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Abb. 11: Ubersichts- und Detailaufnahme eines Priparates aus der thBMP-2-vier-Wochen-Kohorte
(VG=vestibulire Gingiva, L=Lakunen, NK=neugebildeter Knochen, C=Crestal, D=Defekt)

Die Ubersicht eines Priparats der thBMP-2-vier-Wochen-Kohorte zeigt eine Auftreibung der
vestibuliren Gingiva (VG). Es finden sich zahlreiche Lakunen (L), die den ehemaligen, durch
den Firbeprozess ausgewaschenen Augmentatpartikeln entsprechen. Hochvestibulir zeigt sich
eine geordnete Knochenneubildung (NK), crestalwirts (C) endet diese abrupt auf Héhe einen
Knochendefekts (D). Die Knochenneubildung vestibulir/crestal erscheint weniger geordnet
und deutlich sparlicher. In der VergroBerung lasst sich jedoch auch peripher
Knochenneubildung (NK) nachweisen.

Abb. 12: Ubersichts- und Detailaufnahme eines Priparates aus der thBMP-2-13-Wochen-Kohorte
(NH=Nasenhthle, AM=Alveolarmukosa, KK=kompakter Knochen, SPK=spongiéser Knochen,

PM=palatinale Mukosa, ROI1=region of interest, C=crestal, V=vestibuldr, L.=Lakunen)

Im linken oberen Bildanteil kommt die Nasenhéhle (NH) zur Darstellung. Die Alveolarmukosa
(AM) ist blau gefirbt und umgibt den Alveolarkamm. Der Defekt ist ausgekleidet von
Granulationsgewebe und Anteilen neugebildeten Knochens. Die knéchernen Strukturen
kommen in der Smith-Karagianes Firbung als rote/orange Matrix zur Darstellung. Der dufleren

Zone des kompakten Knochens (KK) schlieBt sich eine spongiése Zone (SPK) an. Die
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Alveolarmukosa (AM) tiber dem Augmentatareal erscheint inhomogener im Vergleich zur
palatinalen Mukosa (PM). Im rechten Teil der Abbildung ist die VergéB3erung der region of
interest (ROI) dargestellt. Deutlich zu erkennen ist die Region neu gebildeten Knochens (NK)

crestal (C) und vestibulir (V) im ehemaligen Defektareal. Die durch den Firbeprozess

ausgewaschenen Augmentatartikel hinterlassen im Bindegewebe Lakunen (L).

Abb. 13: Ubersichts- und Detailaufnahme eines Priparates aus der thVEGF-Aygs & rhBMP-2-vier-
Wochen-Kohorte

(D=Defekt, M=Mukosa, SPK=spongitser Knochen, KK=Kompakter Knochen, G=Gefille,
OS=0steoblasten, OST=0Osteoid, O=Osteozyten)

Der Defekt (D) ist groBflichig mit neugebildetem, wenig mineralisiertem Knochen aufgefiillt.
Im Vergleich zum ortsstindigen Knochen fillt ein deutlicher Knochendichteunterschied auf.
Die hellblau gefirbte Mukosa (M) enthilt Fibrozyten. Deutlich abgrenzbar sind die spongidse
(SPK) und kompakte Zone (KK) des Knochens. In der Vergrolerung finden sich zahlreiche
GefiBle (G), zu erkennen an den intraluminalen Erythrozyten. Die Zonen beginnender
Mineralisation sind von Osteoblasten (OS) umgeben. Zentral befinden sich bereits vollstindig

von Osteoid (OST) umgebene Osteozyten (O).
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Abb. 14: Ubersichts- und Detailaufnahme eines Priparates aus der thVEGF-Ajs & rhBMP-2-13-
Wochen-Kohorte

(D=Defekt, VCM=vestibulir-crestale Mukosa, PM=palatinale Mukosa, NK=neugebildeter Knochen,
C=crestal, LK=Lagerknochen)

Der Defektbereich (D) erscheint in der Dimension breiter als tief und ist nur minimal vom
ortstindigen Knochen eingerahmt. Die vestibulir-crestale Mukosa (VCM) ist im Vergleich zur
palatinalen Mukosa (PM) inhomogener und erscheint aufgelockert. Der neugebildete Knochen
(NK) ist im Vergleich zur rhVEGF-A;; & rhBMP-2-vier-Wochen-Kohorte deutlich
kompakter. Im crestalen Bereich (C) ist der Ubergang vom neu gebildeten Knochen (NK) zum

Lagerknochen (LK) nur schwer abgrenzbar.

G
N

Abb. 15: Detailautnahme eines Priparates der thVEGF-Ajes & rthBMP-2-13 Wochen-Kohorte
(OS=O0steoblastensaum, OST=Osteoid, O=Osteozyten)

Deutlich zu erkennen der Osteoblastensaum (OS) als Zeichen der Knochenneubildung. Das

neugebildete Osteoid (OST) ummauert zahlreiche Osteozysten (O).
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Tab. 8: Deskriptive Statistik der Gesamtfliche und der Fliche neugebildeter Knochen separat fiir jeden
Prifkorper und Zeitpunkt.

Variable | Zeitpunkt | Parameter| Blank rhBMP-2 Leer rhVEGF-
Ags &
rhBMP-2

Fliche neu vier Min. 11.90 2.76 6.22 2.10
gebildeter Wochen 1st Qu. 12.57 2.85 11.94 8.18
Knochen Median 13.23 21.35 17.67 20.09
Mean 19.10 21.50 15.87 14.90

3rd Qu. 22.69 25.65 20.69 20.44

Max. 32.16 54.88 23.71 23.72

13 Min. 3.26 1.93 7.90 37.94

Wochen Ist Qu. 06.38 14.32 11.72 43.12

Median 9.50 40.05 15.53 50.34

Mean 8.11 35.56 16.23 54.13

3rd Qu. 10.53 44.53 20.39 63.91

Max. 11.56 79.57 25.26 77.00

Gesamtfliche | vier Min. 19.10 5.39 10.68 9.36
Wochen Ist Qu. 2543 8.02 21.83 15.60

Median 31.76 26.60 32.98 33.79

Mean 32.66 29.34 29.71 42.73

3rd Qu. 39.44 34.37 39.23 35.10

Max. 47.11 72.32 45.47 119.82

13 Min. 9.97 2.36 25.74 63.22

Wochen Ist Qu. 16.50 21.99 27.16 75.47

Median 23.03 65.49 28.59 81.57

Mean 23.53 58.07 30.62 82.68

3rd Qu. 30.31 84.77 33.06 84.49

Max. 37.59 116.39 37.53 110.83
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Tab. 9: ANOVA-Ergebnisse des Vergleichs der Gesamtfliche und Fliche des neugebildeten Knochens
zwischen den Priifkérpern zu jedem Zeitpunkt.

Zeitpunkt Variable Faktor P p-holm
vier Wochen Gesamtfliche Prifkérper 0.8707 1
Fliche neugebildeter Prifkérper 0.6588 1
Knochen
13 Wochen Gesamtflache Prifkorper 0.0165| 0.0495
Fliche neugebildeter Prifkorper 0.0052| 0.0208
Knochen
Tab. 10: Ergebnisse des paarweisen Priifkérpervergleichs zum Zeitpunkt 13 Wochen.
Zeitpunkt Variable Vergleich Schitzwert P
13 Wochen Gesamtfliche rhBMP-2 vs. Blank 34.53793148 | 0.3295
Leer vs. Blank 7.087802877 | 0.9873
thVEGF-A & 59.14922943 | 0.0203
rthBMP-2 vs. Blank
Leer vs. thBMP-2 -27.4501286 | 0.5354
thVEGF-A ;6 & 24.61129795 | 0.3617
thBMP-2 vs. thBMP-2
thVEGF-A s & 52.06142655 | 0.0539
thBMP-2 vs. Leer
Fliche neugebildeter | thBMP-2 vs. Blank 27.45352829 | 0.1933
Knochen Leer vs. Blank 8.122866646 | 0.9359
thVEGF-A ;s & 46.0210074 | 0.0048
rthBMP-2 vs. Blank
Leer vs. thBMP-2 -19.3306616 | 0.4991
thVEGF-A ;6 & 18.56747912 0.2306
thBMP-2 vs.
rthBMP-2
thVEGF-A & 37.89814076 | 0.0312
thBMP-2 vs. Leer
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Tab. 11: Mann-Whitney-U-Test Ergebnisse des Vergleichs der Gesamtfliche und Fliche des
neugebildeten Knochens zwischen Zeitpunkt vier Wochen und 13 Wochen separat fiir jeden Priifkorper.

Variable Priafkorper P p-Holm
Fliche neugebildeter Blank 0.1 0.3
Knochen rthBMP-2 0.5368 1
Leer 1 1
thVEGF-A ¢ & thBMP-2 0.0043 0.0172
Gesamtfliche Blank 0.7 1
rthBMP-2 0.4286 1
Leer 1 1
thVEGF-A ¢ & thBMP-2 0.1255 0.502

Tab. 12: Deskriptive Statistik fir das Verhiltnis der Fliche des neugebildeten Knochens zur
Gesamtfliche (%) separat fiir jeden Priifkérper und Zeitpunkt.

Prifkérper Zeitpunkt | Min. | 1st Qu. | Median | Mean | 3rd Qu. |Max.
Blank vier Wochen 41 51.84 62.67| 57.56 65.84 69
Blank 13 Wochen 33 41.66 50.33| 44.89 50.83 | 51.33
rhBMP-2 vier Wochen | 39.33 52.33 76| 64.87 76| 80.67
rhBMP-2 13 Wochen 41.67 67.17 68.17| 67.34 75.17 | 81.67
Leer vier Wochen | 53.33 53.5 53.67| 54.67 55.34 57
Leer 13 Wochen 35.33 48.5 61.67| 55.56 065.67 | 69.67
thVEGF-A, & | vier Wochen | 16.67 22.67 50 43.4 57.3370.33
rthBMP-2
rthVEGF-Ays& | 13 Wochen 54 60.42 61.67 64.5 67.67 80
thBMP-2
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Abb. 16: Darstellung des Verhiltnisses der neugebildeten Knochenfliche zur Gesamtfliche zum

Zeitpunkt t=vier Wochen.

Die Boxplots des Verhiltnisses der neugebildeten Knochenfliche zur Gesamtfliche zeigen
keine massiven Abweichungen voneinander. Fur thBMP-2&rhVEGF-A s erscheinen die Werte

geringfiigio niedriger. Es besteht kein signifikanter Unterschied fir die vier Wochen Kohorte.
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Abb. 17: Darstellung des Verhiltnisses der neugebildeten Knochenfliche zur Gesamtfliche zum

Zeitpunkt t=13 Wochen.

Die Boxplots des Verhiltnisses der neugebildeten Knochenfliche zur Gesamtfliche zeigen
keine massiven Abweichungen voneinander. Fir thBMP-2 sowie thBMP-2&rhVEGF-A s
erscheinen die Werte geringfiigig gréer. Es besteht kein signifikanter Unterschied fiir die 13
Wochen Kohorte.
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Tab. 13: ANOVA-Ergebnisse der Fliche des Vergleichs der Fliche des neugebildeten
Knochens/Gesamtfliche (%) - zwischen den Prifkorpern zu jedem Zeitpunkt.

Zeitpunkt Faktor P
vier Wochen Prifkérper 0.2388
13 Wochen Prifkorper 0.0602

Ein signifikanter Unterschied des Verhaltnisses zwischen der Gesamtfliche des neugebildeten
Knochens und der isolierten neugebildeten Knochenfliche lsst sich fir die unterschiedlichen

Zeitpunkte vier Wochen und 13 Wochen nicht nachweisen.

Tab. 14: Mann-Whitney-U-Test Ergebnisse des Vergleichs der Fliche des neugebildeten
Knochens/Gesamtfliche (%) - zwischen den Zeitpunkten vier Wochen und 13 Wochen separat fiir

jeden Prifkérper.

Priifkérper P
Blank 0.4
rhBMP-2 0.9271
Leer 0.7
thVEGF-A ¢ & thBMP-2 0.1255

Der Mann-Whitney-U-Test zeigt keinen signifikanten Unterschied des Verhiltnisses zwischen
der Gesamtfliche des neugebildeten Knochen und der isolierten neugebildeten Knochenfliche

fir die einzelnen Prifkérpe
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Abb. 18: Darstellung der Fliche des neugebildeten Knochens im Vergleich der jeweiligen

Prifkorper/Leerproben zum Zeitpunkt t1 = vier Wochen.
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Abb. 18 zeigt eine homogene Verteilung fiir alle vier Gruppen Blank/rhBMP-2/Leer/rhBMP-
2/VEGF-A s
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Abb. 19 Darstellung der Gesamtfliche des Knochens im Vergleich der jeweiligen

Prifk6rper/Leerproben zum Zeitpunkt t; = vier Wochen.

Es zeigt sich eine homogene Verteilung fur alle vier Gruppen Blank/thBMP-2/Leer/thBMP-
2/VEGF-A,4s
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Abb. 20: Darstellung der Fliche des neugebildeten Knochens im Vergleich der jeweiligen
Prifkorper/Leerproben zum Zeitpunkt t; = 13 Wochen.

Die vorliegenden Boxplots zeigen héhere Werte fir thBMP-2&VEGF-A s und thBMP-2 im
Vergleich zu Leer und Blank.
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Abb. 21: Darstellung der Gesamtfliche des Knochens im Vergleich der jeweiligen
Prifkorper/Leerproben zum Zeitpunkt t; = 13 Wochen.

Die vorliegenden Boxplots zeigen héhere Werte fiir thBMP-2 im Vergleich und insbesondere

thBMP-2&VEGF-A, ¢ zu Leer und Blank.

3.3 Auswertung

Sowohl fiir die Gesamtfliche des Knochen, als auch fiir die Fliche des neugebildeten Knochens
konnte zwischen den Priifkérpern ein signifikanter Unterschied zum Zeitpunkt t, = 13 Wochen
festgestellt werden (siche Tab. 9). Die paarweise durchgefiihrten Vergleiche zwischen thBMP-
2/thVEGF-A s und Blank als auch zwischen thBMP-2/thVEGF-A ¢ und Leer belegten, dass
ein signifikanter Unterschied der Versuchsgruppen zu den Kontrollgruppen besteht (siche Tab.
10). Die thBMP-2/thVEGF-A,i-Kohorte weist zum Zeitpunkt t, = 13 Wochen deutlich
groflere Werte fiir die Gesamtfliche und die Fliche des neugebildeten Knochens als die
Kontrollgruppen Leer und Blank (siche Abb. 20 und Abb. 21). Die Fliche des neugebildeten
Knochens ist fur die thBMP-2/thVEGF-A;-Kohorte signifikant hoher (Siehe Tab. 11).
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4 Diskussion

Die funktionell asthetische Rekonstruktion verlorengegangen Gewebes ist seit Jahrhunderten
im Fokus der Medizin (Nerlich et al. 2000). Die zunichst rein prothetischen Verfahren wurden
im Laufe der Zeit um immer neue operative Verfahren erginzt. Das wachsende Verstindnis fir
Anatomie, Gewebemanagement, Antisepsis und Analgesie ermdglichte immer aufwendigere
Operationen, iber lokalplastische Versorgungen, Regionallappen, bis hin zu freien
mikrovaskulidr anastomosierten Transplantaten. Die Zunahme der Therapieoptionen fur
Gesichtsversehrte, fihrt einerseits zu guten funktionellen und édsthetischen Ergebnissen,
andererseits, mit steigender Invasivitit der Eingriffe, auch zu einer erhéhten peri- und
postoperativen Morbiditit. Mit dem demografischen Wandel erhoht sich die Anzahl immer
alterer und multimotrbider Patienten, die bei Frakturen, Tumoren oder anderen Lisionen des
Kopf-Halsbereichs aufwendigen Rekonstruktionen zugefiihrt werden. Deren peri- und
postoperative Morbiditit erweist sich naturgemal3 als erhéht (Morgan et al. 1982) und fihrt
durch die umfangreichere Behandlung zu zusitzlichen Kosten fir das Gesundheitssystem.
Knochenregenerative Malnahmen der Kiefer sind weit verbreitet etabliert und werden haufig
im Rahmen von zahnirztlichen Implantationen angewandt (Sanz et al. 2019). Das Ergebnis
dieser Eingriffe hingt im Wesentlichen von der korrekten Auswahl der zur Verfiigung
stehenden Techniken ab (Sanz et al. 2019). Sozio6konomische und psychosoziale Faktoren
spornen die Forschung an immer schonendere und effizientere Verfahren der Rekonstruktion
zu entwickeln (Rueger 1998). Ein méglicher Ansatz hierzu kann die Entwicklung alloplastischer
Implantate sein, die durch vollstindige Biodegradation, osteoinduktive und -konduktive
Eigenschaften eine restitutio ad integrum ermoglichen. Vorangegangene Studien konnte zeigen,
dass mit Wachstumsfaktoren beladene Polylactid Triger vielversprechende Ergebnisse liefern
konnen (Lohse et al. 2015).

Aufgabe dieser Studie war es zu untersuchen, ob die Kombination von thBMP-2 mit thVEGF-
A5 es ermoglicht die Konzentration der verwendeten Wachstumsfaktoren im Vergleich zum
singuliren Gebrauch von thBMP-2 in hoher Dosierung zu verringern und in wieweit sich die

erfolgreiche Anwendung im Grofitiermodell bestitigen ldsst.

4.1 Versuchsaufbau

Der Nachweis, dass die Kombination von Wachstumsfaktoren mit osteokonduktivem
Triagermaterial in vitro und im Kleintiermodell signifikant mehr Knochenwachstum als die
alleinige Verwendung alloplastischen Materials bewirkt, ist in der Literatur beschrieben (Kibler
et al. 2004; Lohse et al. 2015). Bevor sie jedoch im klinischen Alltag Anwendung finden kann,

gilt es weitere Aspekte untersuchen. So ist die Frage zu kliren, ob die in vitro Ergebnisse und
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Erfolge aus vorangegangenen Versuchen im extraoralen Mausmodell auch bei einer
realititsnahen Anwendung durch intraorale Defektsetzung und Versorgung im GrofBtiermodell
zu bestitigen sind. Die Verwendung von Tiermodellen ist gesellschaftlich umstritten (Exner et
al. 2004; Gothard et al. 2014; Franco 2016). Vor Anwendung von neuen Wirkstoffen am
Menschen, sind Versuchsreihen an Tieren jedoch gesetzlich vorgeschrieben (Exner et al. 2004).
Um die grofitmogliche Aussagekraft zu erzielen, sollte das Tiermodell der menschlichen
Physiologie nahekommen (Ruehe et al. 2009). Die Notwendigkeit multiple Tierversuche mit
unterschiedlichen Modellen durchzuftihren ist belegt, denn erst die Kombination verschiedener
Versuchsergebnisse macht die Anwendung am Menschen sicher (Horner et al. 2010). Fir die in
dieser Arbeit zu untersuchende Fragestellung eignet sich das Gottinger Minischwein in
besonderer Weise, da der porcine Knochen dem humanen in Struktur, Mineralisation und
Stoffwechsel dhnelt (Ruehe et al. 2009). Anders als beim Menschen ist die Mundhygiene beim
Schwein nicht kontrollierbar. Die damit einhergehende zusitzliche Belastung wurde in dieser
Studie bedacht und akzeptiert. Da der Knochenmetabolismus der Kiefer sich mal3geblich von
dem peripherer Knochen, wie zum Beispiel der Tibia unterscheidet (Huja et al. 2006), kamen
alternative Knochenregionen nicht in Betracht. Im Gegensatz zur klinischen Anwendung von
Knochenersatzmaterialien, die hiufig in Kombination mit Biomembranen eingesetzt werden,
wurde in dieser Pilotstudie bewusst auf die Methode der GBR verzichtet um die Zahl der
Einflussfaktoren auf die FErgebnisse 2zu minimieren. Die Anwendung zusitzlichen
Fremdmaterials erhoht die Gefahr von Wundinfektionen (Krinko 2018), die die Wirkung von
Wachstumsfaktoren und damit die Knochenregeneration reduzieren (Alt et al. 2011).

Tierschutzbestimmungen und ethische Verantwortung machen es im Rahmen von
Tierversuchen erforderlich die Anzahl der zu untersuchenden Tiere so gering wie moglich zu
halten. Gleichzeitig sorgt eine geringe Zahl an Versuchstieren fiir Unsicherheiten bei den
Ergebnissen. Interindividuelle Unterschiede des Knochenmetabolismus der Tiere kann zu
erheblichen Verzerrungen fihren. Ob bei einzelnen Versuchstieren Stoffwechselstorungen
vorlagen und dadurch die Ergebnisse beeinflusst wurden, ldsst sich nicht mit absoluter
Sicherheit sagen. Bei einer deutlich groBeren Versuchstieranzahl hitten einzelne Tiere mit
Anomalien oder Storungen des Knochenmetabolismus weniger starken Einfluss auf die
Ergebnisse. Die Tatsache, dass ein Versuchstier der vier-Wochen-Kohorte in Folge von
Narkosekomplikationen verstarb, kann einen Einfluss auf die statistische Auswertung haben.
Auch werden physiologische, interindividuelle Unterschiede der Tiere durch den
Versuchsaufbau nicht berticksichtigt. Im Sinne des Tierwohls und auch fiir aussagekriftigere
Ergebnisse wiren Versuchsaufbauten mit Messungen zu verschiedenen Zeitpunkten am

lebenden Tier wiinschenswert. Einerseits, weil der Versuch nicht zwangsliufig mit der
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Euthanasie das Leben der Tiere beenden wiirde, andererseits, weil so interindividuelle
Unterschiede weniger Einfluss auf die Ergebnisse hitten und der intraindividuelle Verlauf
zuverlissigere Aussagen tber die Ergebnisse verschiedener Zeitpunkte erlauben wiirde. Bisher
sind jedoch keine adiquaten Versuchsaufbauten hierzu in der Literatur bekannt.

Die fir die Studie gewihlten Zeitriume entsprechen den in der Literatur tblicherweise
verwendeten Zeitpunkten von vier Wochen und 13 Wochen (Lohse et al. 2015; Schorn et al.
2017). Die Implantation der composite Granuala erfolgte in der Phase der frithen Kallushirtung,
die Auswertung in der spiten Phase der Kallushartung und in der Phase des frithen Remodelling

(sieche Kap. 1.6).

4.2 Histologische Untersuchung und Histomorphometrie

In dieser Studie wurde die Knochenneubildung im Defektbereich mittels deskriptiver Histologie
und Histomorphometrie untersucht. Mit Hilfe der deskriptiven Histologie wurde versucht die
Qualitit des Knochens zu beschreiben. Zur Untersuchung struktureller Verinderungen der
Knochengeometrie oder -masse fehlt es ihr jedoch an Sensitivitit (Varela und Jolette 2018).
Die Histomorphometrie ist ein etabliertes Verfahren zur Messung der Quantitit von
knochernen Strukturen wie Remodellierungsrate, Knochenformation, -mineralisation und -
resorption (Engelke et al. 1999; Varela und Jolette 2018) und ermdglicht insbesondere die
Evaluation von neugebildeten Knochenarealen (Compston et al. 2018). Far die
histomorphometrische Untersuchung ist die Verwendung nichtentkalzifizierten Knochens
erforderlich. Die Aufbereitung der Priparate und Herstellung der Diinnschliffe ist zeit- und
kostenintensiv. Dennoch gilt die Histomorphometrie als Goldstandard zur Evaluation des
Knochenmetabolismus und der Knochenmineralisation (Vidal et al. 2012). Die Auswertung der
Priparate erwies sich zum Teil als anspruchsvoll. Nicht immer eindeutig war die Festlegung
zwischen neugebildetem und ortsstindigem Knochen, insbesondere die Region des ehemaligen
Knochendefekts in den Priparaten der Leer-Gruppe ausfindig zu machen war zeitaufwendig.
Grund hierfiir waren der lange Zeitraum zwischen Zahnextraktion und Euthanasie von gut
sechs Monaten und die damit abgeheilten kndchernen Strukturen. Zur Vermeidung von
Fremdkorperreaktionen und -interaktionen wurde im Rahmen der Operationen auf die
Insertion eines Markers verzichtet, dies hitte bei der anschlieBenden Aufarbeitung der Priparate
jedoch die Defektregion sicher und einfach abgrenzen kénnen.

Erginzend hitte die Untersuchung der Kieferpriparate vor der Aufbereitung im
Dunnschliffverfahren mittels Mikro-CT erfolgen koénnen. Hierbei wiren Aussagen zur

Dreidimensionalitit moglich geworden. Da entsprechende Gerite fiir diese Studie zum
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Zeitpunkt der Untersuchung nicht zu Verfiigung standen, ist dies nicht erfolgt, sollte jedoch bei

kiinftigen Arbeiten berticksichtigt werden.

4.3 Ergebnisse

In der histologischen Untersuchung fiel insbesondere auf, dass in den rhVEGF-A;s &
rhBMP-2-Kohorten bereits in der vier Wochengruppe eine deutliche Knochenneubildung
bestand. Zwar erschienen die Augmentatregionen nur sparlich mineralisiert, die Gesamtfliche
des neugebildeten Knochens entsprach im histologischen Eindruck jedoch dem ehemaligen
Defektareal. Fir die 13-Wochen-Kohorten imponiert der Eindruck einer deutlich vermehrten
Mineralisation, mit teilweise nur noch schwer abgrenzbarem Ubergang von Knochenlager zu
neugebildetem Knochen. Ein kriftiger Osteoblastensaum, zahlreiche Gefile im
Transplantatareal und eine kompakte Knochenstruktur sprechen fir eine hohe
Regenerationspotenz des Knochens im Defektbereich.

Die histomorphometrische Auswertung der Messungen zeigt fiir den Zeitraum von vier
Wochen keine signifikanten Unterschiede fiir die einzelnen Versuchsreihen (siche Abb. 18). Das
Ergebnis deckt sich nicht mit vorangegangenen Studien in der Literatur, bei denen zumeist fiir
rthBMP-2-beladene Trigermaterialien eine signifikant bessere Knochenneubildung beschrieben
ist (Kessler et al. 2003). Zuriickzufithren ist dieses Ergebnis moglicherweise auf die intraorale
Anwendung im Schwein. Die Mundhohle ist eine der am stirksten keimbelastesten Regionen
des Organismus. Alt et al. wiesen nach, dass die Wirkung von rthBMP-2 unter Einfluss einer
Infektion reduziert ist und im Vergleich zur Kontrollgruppe keinen Unterschied liefert (2011).
Zwar wurden im Rahmen dieser Studie keine Zeichen einer Infektion wie Fieber oder
reduzierter Allgemeinzustand bei den Schweinen festgestellt, eine dezidierte intraorale
Untersuchung oder Wundpflege konnte bei den Versuchstieren jedoch nicht durchgefiihrt
werden.

Signifikante Unterschiede zu den Vergleichsgruppen, unbeladene PLDDA /CaCO;-Triger und
Leerdefekt, ergaben sich fiir die mit thVEGF-A 45/ thBMP-2 beladenen Triger nach 3 Monaten.
Wie in einer vorangegangen Studie unserer Arbeitsgruppe bereits gezeigt, verbessert die
Kombination von Wachstumsfaktoren demnach die Ossifikation, bei gleichzeitiger Reduktion
der absoluten Konzentration der verwendeten Wachstumsfaktoren (Lohse et al. 2015).
Interessant ist, dass ein signifikanter Unterschied der Knochenneubildung zwischen den mit
wachstumsfaktorbeladenen Trigern und den Kontrollgruppen erst nach 13 Wochen eintritt.
Auch wenn im Rahmen dieser Studie keine Untersuchung zur Freisetzungskinetik der
angewandten composite Granula erfolgt ist, ldsst sich dadurch eine langfristige Freisetzung der

Wachstumsfaktoren auch tber vier Wochen hinaus vermuten. Die signifikanten Ergebnisse der
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13-Wochen-Kohorte basiert méglicherweise auf vollstindig ausgeheilten Wundverhiltnissen
und der weiterhin vorhandenen Freisetzung der Wachstumsfaktoren. Eine Aussage tiber die
Biodegradation des PLDDA/CaCOs-Trigermaterials ist nicht moglich, da dieses im Rahmen
der histologischen Aufbereitung durch Auswaschung nicht mehr in den Schliffpriparaten zu
quantifizieren ist. Demnach ist eine Dichtezunahme des Knochens im Vergleich zwischen vier
und 13 Wochen durch Biodegradation des Trigermaterials denkbar. Moglicherweise befinden
sich Ossifikation und Biodegradation im spiteren zeitlichen Verlauf im Gleichgewicht.

Keine Antwort gibt diese Studie auf langfristige Ergebnisse. Der gewahlte Zeitraum von 3
Monaten entspricht der frihen Remodellierungsphase in der Knochenheilung, eine weitere
flichenmiBlige Zunahme an neugebildetem Knochen wire mit fortschreitender Zeit nicht zu
erwarten, ob eine weitere Dichtezunahme des Knochens stattfindet ist in zukiinftigen Arbeiten
zu kldren.

Die nach Zahnextraktion gesetzten Defekte wurden der Selbstheilung tiberlassen und waren
somit chronifiziert. Das Setzen der zweiten Operationswunde durch Tunnelierung, 16ste zwar
einen erneuten inflammatorischen Reiz aus, eine Anfrischung des Knochenlagers erfolgte nicht.
Entsprechend zeigen die Priparate der Gruppe Leerproben ohne Augmentat nur wenig neu
gebildeten Knochen, da durch die minimalinvasive Technik nur ein kleiner Reiz, der eine
physiologische Heilung unterstiitzen wiirde, gesetzt wurde. Auch die Gruppe der
wachstumsfaktorfreien Augementate zeigt nur eine geringe Knochenneubildungsrate. Erklarbar
ist das Ausbleiben der Knochenneubildung ebenfalls durch den Mangel an Regenerationspotenz
aus dem Implantatlager. In der klinischen Arbeit werden chronische Knochendefekte, wie z. B.
Pseudarthrosen vor der Augmentation angefrischt um den physiologischen Heilungsreiz zu
triggern. Um den Einfluss der Wachstumsfaktoren auf die Knochenregeneration zu kliren,
wurde in dieser Arbeit explizit auf das Anfrischen des Implantatlagers verzichtet.

Bei den verwendeten Versuchstieren ist von einer physiologischen Knochenstoffwechsellage
auszugehen. Kompromittierende Faktoren wie antiresorptive Medikation, Tumoren oder
Osteoporose lagen nicht vor. Im klinischen Alltag sind jedoch genau diese Faktoren hiufiger
Ausléser peri- und postoperativer Komplikationen und Probleme. Inwiefern pathologische
Zustinde des Knochens die Knochenregeneration in diesem Versuchsaufbau beeinflussen
wiurden, ldsst sich nicht beantworten und muss durch weiterfiihrende Untersuchungen geklart

werden.
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4.4 Verwendung von Wachstumsfaktoren

Autologe Transplante, die als Goldstandard in Bezug auf ihre osteokonduktiven,
osteoinduktiven und osteogenen Eigenschaften gelten, sind oft in nicht ausreichender Quantitit
zu gewinnen (Roberts und Rosenbaum 2012) oder miissen im Rahmen eines Zweiteingriffs
gewonnen werden und gehen so mit einer erthéhten Entnahmemorbiditit einher (Khan et al.
2005). Die osteokonduktiven Eigenschaften lassen sich durch Einsatz xenogenen oder
alloplastischen Materials nachbilden. Bei der Knochenregeneration kann die Kombination von
Triagermaterialien mit Wachstumsfaktoren ein Therapieansatz sein (Gothard et al. 2014).
Aktuell stellt die Ankopplung der Zytokine an das Trigermaterial und die Applikationsform die
Herausforderung dar (Ziebart und Al-Nawas 20106). Die Wirkung von Wachstumsfaktoren ist
seit ihrer Entdeckung durch Urist 1965 Gegenstand der Forschung. Finzelne
Wachstumsfaktoren, wie die am hiufigsten angewandten BMP-2 und BMP-7 sind fir die
Kombination mit Trigermaterialien untersucht und mittlerweile zugelassen (Gothard et al.
2014). Sie finden ihre Anwendung in der Wirbelsaulenchirurgie, der Traumatologie sowie bei
Alveolarkammaugmentationen und Sinusbodenelevationen. Nach anfinglicher Euphorie durch
gute Resultate erweiterte sich das Indikationsspektrum und BMPs wurden vermehrt auch im gf
label Gebrauch eingesetzt. In der Literatur sind jedoch mehrfach postoperative Komplikationen
wie ektopes Knochenwachstum, Serome, Himatome, Antikérperbildung gegen BMP,
Radikulitis, pulmonale und neurologische Komplikationen beschrieben (Krishnakumar et al.
2017). Die food and drug administration sprach zwischenzeitlich gar eine Warnung vor dem off-label
Gebrauch von Infuse® (thBMP-2) aus (Carragee et al. 2011). Aus der Zusammenschau der
Literatur ergibt sich aber, dass die Verwendung von BMPs bei korrekter Durchfithrung und
Indikation sicher ist.

VEGTF fihrt durch seine angiogenetischen Eigenschaften zu einer vermehrten Bildung von
Gefillen im Implantat. Durch die damit einhergehende erhohte Perfusion des Transplantats
kann es lokal zu einer Verbesserung des Nahrstoff- und Sauerstoffangebots kommen, womit
die Knochenregeneration beschleunigt und unterstitzt wird. Daneben bt VEGF zusitzlich
Einfluss auf Osteoklasten und -blasten und damit auf die Knochenremodellierung aus. So
erhéht VEGF bei Bindung an Osteoklasten deren Resorptionsrate. Die Osteoblastenaktivitit
wird beeinflusst, indem VEGF die Expression der alkalischen Phosphatase erhoht (Ogilvie et
al. 2012).

VEGEF ist im klinischen Alltag bisher jedoch nicht im Einsatz. Vielmehr basieren aktuelle
Behandlungen auf einer Unterdriickung seiner Funktionen. Seine nachgewiesenen
antiapoptotischen Eigenschaften (Gerber et al. 1998) sind im Rahmen der Angiogenese von

besonderer Bedeutung. Diese haben zur Entwicklung diverser VEGF Antikorper, wie
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Bevacizumab fur die Behandlung fortgeschrittener Darm-, Lungen-, Nieren-, und
gynakologischer Karzinome und Ranibizumab zur Therapie der feuchten Makuladegeneration
gefiihrt. Wong et al. postulieren, dass die Héhe der VEGEF Serumkonzentration bei
Tumorerkrankungen mit der Letalitit korreliert (2001). Es besteht demnach Grund zur
Annahme, dass die klinische Anwendung von VEGF problematisch sein kénnte. Andererseits
konnte in zahlreichen Studien, die bis hin zu klinischen Versuchsphasen reichen, die
erfolgreiche Anwendung von VEGF gezeigt werden (Gupta et al. 2009; Yli-Herttuala 2009).
Studien wie KAT (Hedman et al. 2003) und EUROINJECT ONE (Kastrup et al. 2005)
untersuchten VEGF-A,¢in seiner Wirkung auf das ischdmisch geschidigte Myokard. Fiedler et
al. wiesen nach, dass VEGF neben der Neoangiogenese, an der Chemotaxis von
mesenchymalen Progenitorzellen aus dem Knochenmark im Rahmen der Frakturheilung
beteiligt ist (2005). Die positive Wirkung der Kombination von VEGF und BMP in Bezug auf
die Knochenheilung konnte durch in vitro Studien nachgewiesen werden (Egri und Eczacioglu
2017; Ren et al. 2017)

Ein in vivo GrofBtierversuch mit realititsnaher, intraoraler Defektsetzung, wurde bisher nicht in
der Literatur beschrieben, ist aber Voraussetzung vor der klinischen Anwendung am Patienten
und ist im Rahmen dieser Pilotstudie untersucht worden. Die Klirung ob VEGF bei der
Applikation im Rahmen der Knochenregeneration langfristig pathogen oder gar kanzerogen
wirkt ist unklar und ist durch diese Studie nicht zu kliren, da hierfiir deutlich lingere
Untersuchungsintervalle erforderlich wiren.

Literaturvergleich:

Kessler et al. kombinierten BMP, VEGF oder FGF mit einer Glaskeramik und implantierten
die Triger in den medialen Tibiakopf adulter Merinoschafe. Fiir BMP konnten sie eine erhéhte
Neubildung an Knochensubtanz nachweisen. Fir VEGE zeigte sich eine Vermehrung der
Kapillaren im Transplantatlager ohne jedoch einen Einfluss auf die Biodegradation und
Knochenneubildung zu haben. Eine Kombination beider Wachstumsfaktoren fand nicht statt.
Synergistische Effekte konnten die Autoren demnach nicht ausmachen (Kessler et al. 2003).
Die von den Autoren beschriebene verzogerte Biodegradation unter VEGF Einfluss kénnte fur
einen prolongierten slow-release von Wachstumsfaktoren aus dem Tridgermaterial sprechen.
Analog lieBen sich die fast gleichen Ergebnisse zwischen den Versuchsgruppen Leer/Blank vs.
thVEGF-A,/thBMP-2 im kurzfristigen Intervall und die signifikante Vermehrung der
Knochensubstanz im langfristigen Intervall erklaren.

Ozkan et al. untersuchten in einem in vivo Tiermodell die Knochenneubildung an oritical size
Defekten der Mandibula von 54 Neuseeland Kaninchen (Cakir-Ozkan et al. 2017). Hierzu
wurde ein mit thBMP-2 und thVEGF-A ¢ beladener Poly-L-Lactidsdure-Polyethylenglykol
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(PLLA-PEG) Triger in einen frischen Knochendefekt inseriert. Die Defektsetzung erfolgte
extraoral. Der Versuchsaufbau sah eine schnelle Freisetzung von rthVEGF-As; aus einer
oberflichlichen Gelmatrix vor. Die Freisetzung des in das Trigermaterial inkorpotierten
rthBMP-2 sollte im slow release erfolgen. Aufgeteilt in vier Gruppen scaffold, scaffold + thBMP-2,
scaffold + thVEGF-A s und seaffold + thVEGF-A ;s + thBMP-2 wurden nach vier und acht
Wochen die Tiere euthanasiert. Laut Ozkan et al. zeigte sich, dass die hoéchste Rate an
neugebildetem Knochen nach vier Wochen in der Gruppe sazffold + thVEGFE-A 45 + thBMP-2
zu verzeichnen war, wohingegen sich nach 8 Wochen fur die Gruppe sazffold + thVEGEF-A 5 +
rthBMP-2 und scaffold + thBMP-2 kein signifikanter Unterschied ergab. Die Autoren fithren dies
auf die in beiden Gruppen kontinuietliche Gabe von thBMP-2 zurtick, die sich im zeitlichen
Verlauf nach initialer Freisetzung von rhVEGF-A,¢ anglich (Qaklr—@zkan et al. 2017). Dass
rthBMP-2 osteoinduktive Eigenschaften besitzt ist hinlinglich bekannt (Kibler 2000; Alt et al.
20006; Ayoub und Gillgrass 2019), eine Untersuchung, ob sich in Kombination mit thVEGF-
Ay die Konzentration der Wachstumsfaktoren reduzieren lisst, erfolgte in der Arbeit von
Ozkan nicht und war Teil der hier vorliegenden Studie.

Schorn et al. untersuchten in einer 2017 publizierten Studie den Einfluss von thBMP-2 und
VEGF-Ay¢; auf die vertikale Knochenregeneration dentaler Implantate (Schorn et al. 2017).
Hierzu wurden auf eine Insoluble Collagenons Bone Matrix (ICBM) Wachstumsfaktoren
aufgebracht und in zwolf Minischweine aufgeteilt in vier Gruppen (Kontrolle, ICBM, ICBM +
thBMP-2, ICBM + thBMP-2 + thVEGF-A ;) inseriert. Den Tieren wurden in einem Eingriff
die Unterkiefermolaren extrahiert, drei Monate spiter erfolgte die Insertion von dentalen
Implantaten bis 5 mm supracrestal sowie extraoral in die Tibia. Abhingig von der
Gruppenzughorigkeit wurden zur Evaluation der Regenerationsfihigkeit des Knochens die
ICBM Trager als Scheiben mit Aussparung tber die Implantate eingebracht. Die Untersuchung
der Tiere erfolgte nach vier, acht und zwolf Wochen. Hierbei konnten Schorn et al. zeigen, dass
ICBM + thBMP-2 + thVEGF-A s signifikant mehr vertikale Knochenregeneration ermoglicht
als die Kontrollgruppe, auch wenn das meiste Knochenwachstum in der frithen Phase bis vier
Wochen stattfand (Schorn et al. 2017). Ein direkter Vergleich mit der hier vorliegenden Studie
ist nicht méglich, da die Mehrzahl der gesetzten Implantate extraoral inseriert wurden, die
Defektgrofe mit 5mm nicht der Definition eines eitical size defect entspricht, vorwiegend
knocherne Strukturen mit einem hohen Anteil an Lamellenknochen (Tibia) untersucht wurden
und neben den Tridgermaterialien zusitzliches Fremdmaterial (Titanimplantate) zum Einsatz

kam.
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Die Fille der moglichen Kombinationsmoglichkeiten der Wachstumsfaktoren mit
Trigermaterialien (sieche Tab. 1), Dosierungen und Tiermodellen macht einen Literaturvergleich

demnach schwierig.

4.5 Trigermaterialien

Die Wahl des Trigermaterials ist einer der entscheidenden Faktoren fiir die erfolgreiche
Anwendung von Wachstumsfaktoren (El Bialy et al. 2017). Getrinkte Kollagenschwidmme, die
Ublicherweise fur die Applikation verwendet werden, sind in Threr Formstabilitit eingeschrinkt.
Die rasche Freisetzung der Faktoren fuhrt zu einer initialen, lokalen Uberdosis, wohingegen
nach einigen Tagen nur noch kleine Faktorkonzentrationen nachweisbar sind (Uludag et al.
1999). Bioinerte, mit Wachstumsfaktoren beladene Materialien wie Titan werden
osseointegriert, die nur oberflichliche Beladung mit den Faktoren fihrt ebenfalls zu einem burst
release. Es wird versucht der Forderung nach Formstabilitit, vollstindiger Biodegradierbarkeit
und kontinuierlicher Abgabe von Wachstumsfaktoren mit Polylactidderivaten, wie z. B. po/y-D-
L-lactic acid PDLLA), als Trigermaterial gerecht zu werden. PDLLA wird durch enzymatische
Spaltung oder Hydrolyse degradiert, dabei ermdglicht die amorphe Struktur das Eindringen von
H,O in das Trigermaterial. Das Verhiltnis von D zu L Lactideinheiten steuert die
Abbaugeschwindigkeit (Rasche 2003). Beim Abbau werden die Polymere in Oligomere und
schlieSlich Monomere zetrlegt, die renal ausgeschieden oder in den Zitratstoffwechsel
eingeschleust werden (Pikul 2015). Der bei der Biodegradation von PDLLA entstehende pH
Abfall kann durch die Kombination mit Kalziumkarbonat gepuffert und somit eine
Ubersiuerung des Milieus verhindert werden (Schliephake et al. 2015). Andererseits wird davon
ausgegangen, dass ein leichter pH Abfall im Gewebe osteoinduktiv wirken kann (Smeets et al.
2016). Durch die spongitse Struktur des Oberkiefers ist, aufgrund der héheren GefaB3dichte
und damit schnellerem Abtransport saurer Metabolite, von einer im Vergleich zum Unterkiefer
geringeren chemischen Schadigung durch die Biodegradation auszugehen. Die GefiB3induktion
durch thVEGF-As; kann einerseits durch verbesserte Durchblutung im Implantat fur den
suffizienteren Abtransport lokal toxischer Abbaumetaboliten sorgen und andererseits die Sauer-
und Nihrstoffversorgung im Implantat verbessern. Moglicherweise ist so die in der 13-Wochen-
Kohorte auftretende Knochenregeneration im Vergleich zu den drei anderen Gruppen zu
erkliren. Die bei der Augmentation hiufig eingesetzten GBR-Membranen konnen das
Implantat vor Nihrstoff- und Regenerationskonkurrenz durch das umliegende Bindegewebe
schitzen und verhindern Volumenverluste. Bei eciner auftretenden Wunddehiszenz mit
konsekutiver Infektion kommt es jedoch zum Verlust dieser Barrierefunktion. Es wird davon

ausgegangen, dass die Knochenheilung und -regeneration in erheblichem Mal3 vom
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umgebenden Periost beieinflusst wird. Die Schonung des Periosts ist daher fir die
Knochenregeneration von besonderer Bedeutung. Auf dieser Grundlage beruht die Technik der

Tunnelierung zum Einbringen des Augmentats.

4.6 Ausblick

Die Kombination von rhBMP-2 und rhVEGF-A; ermoglicht die Reduzierung der
eingesetzten Konzentration von rhBMP-2. Somit lassen sich die Ergebnisse aus vorangegangen
Studien unserer Arbeitsgruppe an Kleintiermodellen auch im GrofBtiermodell belegen. Jedoch
findet die VEGF in der humanmedizinischen Therapie als Wachstumsfaktor bisher keine
klinische Anwendung. Die vorliegende Studie legt nahe, dass die Kombination von rhBMP-2
und thVEGF-Ag im slow release Verfahren zu einer verbesserten Knochenbildung in
chronischen Defekten fithren kann. Die Ergebnisse lassen weiterhin vermuten, dass
PLDDA/CaCOs ein geeignetes Trigermaterial ist.

Fraglich bleibt, ob Kombinationen mehrerer Wachstumsfaktoren mit moglicherweise
kanzerogenem Potenzial die Zulassung zur medizinischen Anwendung im Menschen finden
werden. Die Durchfithrung weiterer Langzeitbeobachtungen kann helfen die Zusammenhinge
der Knochenrengeneration zu verstehen und die Chancen aber auch Gefahren in der

Anwendung von Wachstumsfakoren zu detektieren.
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5 Zusammenfassung

Die funktionell dsthetische Rekonstruktion bei Knochendefekten des Gesichts ist eines der
Kerngebiete der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie. Neben lokalen Plastiken, freien
avaskuliren oder anantomosierten Knochentransplantaten wird an alloplastischen
Knochenersatzmaterialien geforscht, die analog zu autologen Transplantaten osteokonduktive,
osteoinduktive und osteogene Eigenschaften aufweisen. Mit Wachstumsfaktoren beladene
Triagermaterialen konnten diese Anforderungen erfiillen und sind Gegenstand der aktuellen
Forschung.

Ziel der vorliegenden Pilotstudie war es, zu ermitteln, ob die reduzierte Dosierung von recombinat
human bone morphogenetic protein-2 (thBMP-2) in Kombination mit recombinat human vascular
endothelial growth factor -A;ss thVEGF-Aygs) in einem Slow-release-Trigermaterial eine dhnliche
Knochenbildung zeigt wie die hochdosierte Anwendung von rhBMP-2 vorangegangener
Studien. Fiir die Untersuchung wurde ein GroBtierversuch mit 18 Géttinger Minischweinen
durchgefiihrt, denen bei der Extraktion von Oberkieferseitenzahnen Critical-size-Defekte gesetzt
wutrden. Nach Chronifizierung der Knochendefekte wurden poly-D-1-lactic acid/ CaCOs-
composite-Granula die mit den jeweiligen Wachstumsfaktoren im Druckbegasungsverfahren
beladen worden waren, implantiert. Es erfolgte eine histologische und histomorphometrische
Auswertung der zwei Versuchs- (thBMP-2 und rhVEGF-A,q) und zwei Kontrollgruppen
(Leerdefekt und unbeladene composite-Granula) nach einem Beobachtungszeitraum von vier
Wochen und 13 Wochen. Die histologische Untersuchung zeigte fiir die Kombination thBMP-
2 und thVEGF-A;¢ zahlreiche Gefille im Augmentat. Im Vergleich zu den Kontrollgruppen
erschien im neugebildeten Knochen die Knochenstruktur kompakter und als Zeichen des
erhohten Knochenmetabolismus lieBen sich Osteoblasten und -klasten finden.
Histomorphometrisch ergab sich eine héhere Knochenneubildung fur die beiden
Versuchsgruppen gegentiber den Kontrollgruppen. Statistisch waren diese FErgebnisse
signifikant fir die thBMP-2 und thVEGF-A 4513 Wochen Versuchsgruppe.

Es lisst sich schlussfolgern, dass sich durch die Kombination von thVEGF-A,¢; und thBMP-2
bei kontinuierlicher Freisetzung der Faktoren eine suffiziente Knochenregeneration bei

kritischen Knochendefekten erzielen ldsst.
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