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1. EINLEITUNG

1.1 Einfihrung

Nach Zahnverlust kommt es im menschlichen Kiefer schon nach kurzer Zeit zur
Resorption des Alveolarkammes (Hirschfeld & Wasserman 1978). Dabei betragt die
durchschnittliche Resorption des Oberkiefers ein Viertel der Resorption des
Unterkiefers (Tallgren 1972). Dieser Vorgang ist progressiv und irreversibel.
Andererseits gewinnt ein festsitzender und asthetisch hochwertiger Zahnersatz in der
modernen Zahnheilkunde immer mehr an Bedeutung. Dies ist bei einer
Freiendsituation mit implantatgetragenem Zahnersatz oder mit Extensionsbricken
maoglich. Hier besteht jedoch nur die Moglichkeit, einen Pramolaren anzuhédngen und
diese weisen eine verhaltnismafig schlechtere Langzeitprognose auf (Karlsson
1989, Strub et al. 1989). Dem gegeniiber stehen hohe Uberlebensraten von
implantatgetragenen Suprakonstruktionen (Buser et al. 1999, Behneke et al. 2002).
Im distalen Oberkiefer gilt die Prognose fur Implantate jedoch erst ab einem

Knochenangebot von 10 mm als gut (Schliephake et al. 1997).

Die Sinusbodenaugmentation ist bei einem zu geringen Knochenangebot das Mittel
der Wahl, um eine ausreichende Knochendicke zu schaffen und somit eine stabile
Insertion des Implantats zu gewahrleisten. Die Augmentation mit intra— oder
extraoralem autologem Knochen ist heute ein etabliertes Verfahren (Kubler et al.
1999, Lundgren et al. 1999, Raghoebar et al. 2001). Aufgrund der begrenzten
Verfugbarkeit und der erhdhten Spendermorbiditat nach der Entnahme aus der
Spenderregion (Kubler et al. 1999) wird der Ersatz dieser Knochentransplantate
angestrebt (Lundgren et al. 1996). Fur die Knochenheilung sind neben einer Matrix
Osteoblasten bzw. Osteoblastenprogenitorzellen und Wachstumsfaktoren notwendig
(Lynch et al. 1999).

Als Matrix dienen zum Beispiel anorganische Knochenersatzmaterialien bovinen
Ursprungs und Hydroxylapatite, welche Klinisch erprobt sind und osteokonduktiv
wirken (Artzi et al. 2002, Haas et al. 2002). Nachteil ist eine lange Einheilphase von 6
bis 9 Monaten (Tatum 1986, Moy et al. 1993) und eine Inhomogenitat des
Augmentates aufgrund der langsamen Einwanderung von Osteoblasten und



GefalRen aus der Kieferhéhlenwand im Gegensatz zu autologen Transplantaten
(Terheyden et al. 1999). Diese Einheilphase versucht man durch die Zugabe von
Wachstumsfaktoren zu beschleunigen. Zu diesem Zwecke appliziert man unter
anderem plattchenreiches Plasma (PRP) aus Eigenblut, in dem Thrombozyten und
somit auch Wachstumsfaktoren angereichert sind, wie z.B. BMP’s. So soll die
Osseointegration der Implantate durch die osteoinduktive Wirkung dieser Faktoren
gefordert werden (Marx et al. 1998, Terheyden et al. 1999, Roldan et al. 2004b,
Wiltfang et al. 2004). Da die angrenzende Knochenwand der einzige Ursprung der
Zellen und das Knochenersatzmaterial zellfrei sind, kdnnen diese Faktoren das
Knochenwachstum nur bis zu einem bestimmten Grad fordern. Das Mischen von
autologem Knochen und Knochenersatzmaterial férdert zwar durch die vorhandenen
Zellen das Knochenwachstum und die Osseointegration (Hurzeler et al. 1997b), birgt
aber erneut das Problem einer zweite Operation wie bei autologen Transplantaten.

In-vitro durch Zellkultur prafabrizierte (Tissue Engineering)
Osteoblastenprogenitorzellen, die auf ein Knochenersatzmaterial angesiedelt werden
(Acil et al. 2000), scheinen eine viel versprechende Methode zu sein. Fur die

Osteoblastenkultur ist nur eine sehr geringe Menge von autologem Knochen nétig.

Bisher gibt es keine experimentelle Tierstudie, in der die Wirkung von mit
Osteoblastenvorlauferzellen besiedeltem xenogenen Knochenersatzmaterial und
PRP auf die Knochenheilung und Osseointegration von Implantaten nach

Sinusbodenaugmentation untersucht wurde.

1.2 Sinusbodenaugmentation (Sinuslift)

Das operative Vorgehen der Sinusbodenaugmentation mit autologem Knochen zur
Verbesserung des Knochenangebotes im distalen Bereich der Maxilla wurde 1980
erstmal von Boyne und James beschrieben (Boyne & James 1980) und ist heute ein
etabliertes Verfahren (Blomqvist et al. 1996, Lorenzetti et al. 1998).

Die Sinusbodenaugmentation ist indiziert bei einer geplanten Implantatinsertion und
einer Knochenhdhe des Alveolarkammes unter 8-10 mm (Triplett & Schow 1996).
Der operative Eingriff erfolgt intraoral durch laterale Osteotomie der fazialen
Kieferhdohlenwand. Die Kieferhdhlenschleimhaut wird ohne Perforation nach kranial

verdrdngt und anschlieBend in den Raum zwischen Kieferhéhlenwand und



Schleimhaut das Augmentationsmaterial eingebracht. Die Erfolgsrate zeigt keinen
Unterschied zwischen einer Implantation in ortsstdndigem Knochen und einer
Implantation im autologen Augmentat (Hurzeler et al. 1996). Viel entscheidender ist
die Primarstabilitat des Implantates (Tidwell et al. 1992, Triplett & Schow 1996).

Als Augmentationsmaterial bieten sich verschiedene Materialien an. Neben
autologen Transplantaten bei denen die Morbiditat der Spenderregion zu beachten
ist, finden Knochenersatzmaterialien immer mehr Verwendung (siehe 1.3
Knochenersatzmaterialien). Sie konnen einzeln oder in Kombination verwendet
werden und fuhren zu einer Optimierung der Knochenheilung (Kim et al. 2008). Die
Kombination von autologem Knochen und Ersatzmaterialien beschleunigt die
Knochenheilung und fihrt zu einer Optimierung der Osseointegration (Hurzeler et al.
1997b, Lorenzetti et al. 1998, Yildirim et al. 2001).

1.3 Knochenersatzmaterialien

Knochenersatzmaterialien sollten biokompatibel, resorbierbar bzw. abbaubar, steril
und einfach anwendbar sein (Winn et al. 1999). Sie kbnnen osteokonduktiv wirken,
das heil3t sie dienen als ,Leitschiene®, oder osteoinduktiv, sie induzieren also selbst
den Knochenneubau. Verwendung zur Heilung von Knochendefekten finden
autologe, allogene, xenogene und alloplastische Materialien. Dabei fehlen allen
Materialien, auf3er den frischen autologen Transplantaten, die fir die Osteogenese
wichtigen Zellen (Nasr et al. 1999), was zu einer verlangsamten Knochenheilung
fuhrt (Degidi et al. 2006).

Autologes Knochenmaterial stammt vom gleichen Individuum und kann entweder
intraoral aus dem Tuber maxillae, der Linea obliqua, der Kinnregion (Hirsch & Ericsson
1991) oder bei groReren Defekten aus dem Beckenkamm (Boyne & James 1980,
Tatum 1986) gewonnen werden. Es wirkt osteoinduktiv; Kieferknochen zeigt eine
geringere Resorption als Beckenknochen (Raghoebar et al. 1997). Aufgrund der
Morbiditat der Spenderregion (Kubler et al. 1999), in der es zu Schmerzen,
Wundheilungsstérungen, Narben, Blutungen, Sensibilitdtsstorungen und Frakturen
kommen kann, ist es wichtig, alternative Ersatzmaterialien zu finden, die unbegrenzt
verfugbar sind (van den Bergh et al. 2000, Nkenke et al. 2004).



Allogenes Material stammt von einem Individuum der gleichen Spezies. Es wird aus
Leichenknochen gewonnen, wirkt osteokonduktiv und in einem gewissen Maf3e auch
osteoinduktiv (Kubler et al. 1993), da natlrliche Proteine enthalten sind (z.B. DFDBA
(demineralized freeze-dried bone allograft), Grafton™ (demineralized bone matrix
gel). Im Vergleich zu xenogenen Materialien kommt es so schneller zu einer
Osteointegration (Froum et al. 2006). Die Konservierung des Knochens schutzt
jedoch nicht vor der Transmission von HIV und Hepatitis-C (Cook et al. 1995). Daher
ist die Verwendung dieser Materialien umstritten und sollte genau abgewogen

werden.

Xenogenes Material stammt von Individuen einer anderen Spezies, ist also
naturlichen Ursprungs. Diese pordsen Hydroxylapatite werden aus tierischem
Knochen hergestellt, kénnen aber auch pflanzlichen Ursprungs sein (z.B. Algipore®
aus Algen). Der bekannteste Vertreter ist Bio-Oss®, welches aus Rinderknochen
hergestellt wird (boviner Ursprung). Nach chemischer und thermischer Behandlung
bleibt allein die antigenfreie anorganischen Matrix Ubrig (Paul et al. 1993), deren
Eigenschaften denen menschlichen Knochens sehr dhnlich sind. Bio-Oss® bildet ein
Leitgerist fur die von der kntchernen Wand einwandernden Osteoblasten
(osteokonduktiv). Klinische (Valentini et al. 1998, Piattelli et al. 1999) und
tierexperimentelle Studien (Wetzel et al. 1995, Hirzeler et al. 1997a, Terheyden et al.
1999) zeigen, dass die Sinusbodenaugmentation mit Bio-Oss® eine erfolgreiche
Methode ist.

Alloplastische Materialien werden synthetisch hergestellt. Zu ihnen gehoren
Sinterkeramiken wie Hydroxylapatit und Tricalciumphosphat. Aufgrund des
langsamen Abbaus im Korper und der relativ schlechten Vaskularisierung ist ihre
Indikation  eingeschrankt. Vorteilhaft scheint die erhohte Affinitdt von
Wachstumsfaktoren zu diesen keramischen Materialien zu sein (Hotz & Herr 1994).
Das R-Tricalciumphosphat Cerasorb™ verfugt seit 2000 Uber eine Zertifizierung fur
die Kombination mit autologem, plattchenreichem Plasma (PRP), welches

korpereigene Wachstumsfaktoren enthalt.



1.4 Das plattchenreiche Plasma (PRP) und seine Wach  stumsfaktoren

Das Verfahren zur Herstellung des PRPs basiert auf der Plasmapherese und stammt
urspranglich aus der Transfusionsmedizin. Durch Zentrifugation von autologem Blut
und Abschdpfen des Plasmas kommt es zu einer Thrombozytenkonzentration. Das
entstandene  thrombozyten- bzw. plattchenreiche Plasma  wird bei
Thrombozytopenien, aplastischen Andmie und  Funktionsstorungen  der
Thrombozyten zur Steigerung der Blutgerinnung (Nanu et al. 1980) und nach
chirurgischem Blutverlust (Stover et al. 2000) angewendet.

Marx und Mitarbeiter beschrieben 1998 erstmals die lokale Anwendung von PRP in
der Kieferchirurgie zur Optimierung der Einheilung von Knochentransplantaten (Marx
et al. 1998). Die Wirkungsweise beruht auf dem in den angereicherten Thrombozyten
enthaltenen hohen Gehalt an Wachstumsfaktoren und Zytokinen, wie z.B. Platelet-
Derived Growth Factors (PDGF), Transforming Growth Factors- (TGFB) und Insulin-
Like Growth Factor (IGF). Sie wurde 1971 erstmals durch Balk beschrieben (Balk
1971). Durch physiologische oder kinstlich hervorgerufene Thrombozytenaktivation
werden diese Faktoren freigesetzt und wirken chemotaxisch sowie direkt und indirekt
gewebsregenerativ und proliferativ (Miyazono & Takaku 1989). Eine kunstliche
Aktivierung erfolgt mittels Thrombin, welches z.B. in Fibrinkleber enthalten ist
(Whitman et al. 1997). Das so entstandene ,platelet gel* scheint die Knochenheilung
und die Osseointegration der Implantate im Vergleich zu PRP zu beschleunigen (Zhu
et al. 2006, Lee et al. 2007, You et al. 2007). Damit wére eine schnellere
Implantatbelastung und somit die prothetische Rehabilitation des Patienten maoglich.
Dies zeigen tierexperimentelle und Kklinische Studien. Eine Beschleunigung des
Knochenwachstums ist im angrenzenden ortsstandigen Knochen und in autologen
Knochentransplantaten zu beobachten (Marx et al. 1998, Fennis et al. 2002, Roldan
et al. 2004a, Wiltfang et al. 2004). In weiteren Studien, in denen xenogenes oder
alloplastisches zellfreies Knochenersatzmaterial verwendet wurde, zeigte sich nur
teilweise eine Verbesserung der Knochenheilung (Furst et al. 2003, Wiltfang et al.
2003), zu einer Durchwachsung des Ersatzmaterials kommt es vornehmlich im
angrenzenden ortsstandigen Knochen (Roldan et al. 2004b, Wiltfang et al. 2004,
2008). Die Wirkung des PRP’s ist abhangig von der der Thrombozytenkonzentration
und der Konzentration der Wachstumsfaktoren im Plasma. Nach Marx sollte die

Thrombozytenkonzentration bei ca. Faktor 5 liegen.



Das im PRP enthaltene PDGF wirkt als Mitogen auf Zellen und ist an der
Wundheilung beteiligt. Es wird in Megakaryozyten, den Progenitorzellen der
Thrombozyten, gebildet und nach der Aggregation beim Wundheilungsprozess
freigesetzt. Es sorgt hier fur das Einsprossen der GefaRe (Angiogenese) und somit
fur eine Beschleunigung der Heilung. Dies wurde in experimentellen Studien mit
einer lokalen Applikation von PDGF gezeigt (Graham 1998, Limat & French 1999).
TGF-B fasst eine grol3e Gruppe von Wachstums- und Differenzierungsfaktoren
zusammen, zu denen alle BMP’s gehdren (Celeste et al. 1990). Seine Hauptaufgabe
ist die Knochenneubildung durch Aktivierung der Praosteoblasten und Hemmung der
Osteoklasten (McCarthy et al. 2000). Es befindet sich vor allem in den Plattchen und
dem Knochen, ferner auch in Mono- und Leukozyten. Experimentell konnte die
osteogene Wirkung durch lokal appliziertes TGF-B gezeigt werden (Noda &
Camilliere 1989).

IGF befindet sich in den Osteoblasten und in den Plattchen. Es hat ebenfalls eine
mitogene Wirkung auf die Praosteoblasten (McCarthy et al. 2000).

1.5 Tissue Engineering

Die Methode des Tissue Engineering (Gewebezichtung) beruht auf der Kultivierung
von lebenden Zellen eines Organismus auferhalb des Zielgewebes unter
Laborbedingungen, um diese dann in den groRtenteils selben Organismus zu
implantieren und so eine Gewebefunktion zu erhalten oder wiederherzustellen. Ziel
ist eher das Wachstum von neuem, funktionalem Gewebe als das Zichten von
ganzen ,Ersatzteilen" (Kneser et al. 2006).

Das zellbasierte Tissue Engineering scheint im Bereich der Regeneration und
Reparation von Knochendefekten eine viel versprechende Methode zu sein. Ziel ist
ein biologischer Ersatz, welcher die Gewebsregeneration unterstitzt (Mao et al.
2006). Es stellt somit eine Alternative zu autologen Transplantaten und dem Problem
der Morbiditat der Spenderregion und zu Ersatzmaterialien mit den Nachteilen der
langen Einheilphase und dem inhomogenen Knochenwachstum im Augmentat dar.

In  verschiedenen tierexperimentellen Studien wurde der Einsatz von
knochenbildenden Zellen wie Osteoblasten, Osteoprogenitorzellen und BMSC (bone
marrow stromal cells) zur Verbesserung der Knochenregeneration auf einem

Tragergerust erfolgreich getestet. So kam es zu einer gesteigerten



Knochenregeneration in segmentalen Defekten des Unterkiefers in scharfen (Petite
et al. 2000, Schliephake et al. 2001), kranialen Defekten bei Ratten (van den Dolder
et al. 2003) und alveolaren Knochendefekten bei Hunden (Weng et al. 2006). Pierie
und Mitarbeiter zeigten, dass das Verwenden von mit MSC’s (mesenchymal stem
cells) besiedeltem Fluorohydroxylapatit (FH) und die Zugabe von PRP beim Sinuslift
am Minischwein zu einer verbesserten Knochenbildung und Osseointegration fihren
(Pieri et al. 2008).

In vorherigen Studien wurde gezeigt, dass Bio-Oss® Spongiosa Granulat eine
ausgezeichnete Biokompatibilitdt besitzt und als Tragermaterial fir ein drei-
dimensionales Knochen Zellkultur-System geeignet ist und somit Potenzial fir durch
Tissue Engineering induziertes Wachstum von menschlichen Knochen besitzt (Acil et
al. 2000, 2002). Das mit Osteoprogenitorzellen besiedelte Bio-Oss® war nach sechs
Wochen Kulturdauer von mehreren Zellschichten (berzogen und es waren
Anhaufungen von reifen Kollagenfibrillen (Knochenkollagen Typ I) zu erkennen. Der
Anteil an knochentypischem Hydroxylysylpyridinolin (HP) und Lysylpyridinolin (LP)
stieg zeitabhangig in dieser Schicht. Die synthetisierten Strukturen ahnelten stark
dem natdrlichen Knochen. Das Verwenden dieser besiedelten
Knochenersatzmaterialien kbnnte also zu einer beschleunigten Einheilung und einer
besseren Osseointegration der Implantate und somit auch zu einer kirzeren
Einheilphase filhren, was wiederum die prothetische Rehabilitation des Patienten

beschleunigen wirde.
1.6 Fragestellung

Die Hypothese lautet: In vitro kultivierte autologe Knochenvorlauferzellen welche auf
Bio-Oss® Spongiosa Granulat angesiedelt werden fiihren zu einer verstarkten
Osseointegration eines Implantats und zu einer hoheren Knochendichte bei der
Sinusbodenaugmentation.

Ziel der vorliegenden Studie am Tiermodell ist es, zu diskutieren, ob das Besiedeln
von Bio-Oss® Granulat mit autologen Osteoblastenvorlauferzellen, welche in
Zellkulturen durch Tissue Engineering hergestellt werden, osteoinduktiv wirkt und die

Osseointegration des Implantates im Gegensatz zur zellfreien Seite verstarkt.



2. MATERIAL UND METHODE
2.1 Auswahl der Versuchstiere und Tierhaltung

Die Studie wurde durch das Ministerium fur Umwelt, Natur und Forsten des Landes
Schleswig —Holstein genehmigt (V 742-72241.121-14 15-2/04).

Als Versuchstier fur die Studie wurde das Gottinger Minischwein (Ellegard Goéttinger
Minipigs ApS, Dalmose, Denmark) ausgewahlt und die von Terheyden und
Mitarbeitern (Terheyden et al. 1999) beschriebene Sinusbodenaugmentation mit
extraoralem Zugang angewendet.

Das Durchschnittsalter der 6 verwendeten Tiere weiblichen Geschlechts betrug 23
Monate und das Gewicht lag zwischen 34,00 und 38,50 kg. Die Tiere wurden in der
Bundesforschungsanstalt fur Ernahrung und Lebensmittel Schaedbek (bei Kiel)
gehalten und auch operiert. Geflttert wurden die Tiere mit 2 x 150 g / Tag Standard-
Soft-Diat (Altromin® 9023, Altromin International GmbH, Lage, Deutschland) und
Wasser zur freien Verfigung.

2.2 Versuchsaufbau und Zielgréf3en

An sechs Gottinger Minischweinen wurde eine beidseitige Sinusbodenelevation mit
extraoralem Zugang durchgefithrt und Bio-Oss® mit in einer Zellkultur kultivierten
autologen Osteoblasten (Testseite) gegen zellfreies Bio-Oss® (Kontrollseite) unter
der beidseitigen Zugabe von PRP getestet (vgl. Tabelle 1). Dieses PRP wird
unmittelbar praoperativ durch Zentrifugieren von Vollblut nach Marx hergestellt (Marx
et al. 1998). Auf beiden Seiten wurde ein Dentalimplantat in das Augmentat primar
inseriert. Der Beobachtungszeitraum fir die Einheilphase der Implantate betrug 6
Wochen. Eine polychrome Sequenzmarkierung wurde vorgenommen. Die Praparate
wurden als unentkalkte Hartschliffpdparate hergestellt und histomorphometrisch
durch Mikroradiographie ausgewertet. Eine Fluoreszensmikroskopie sowie eine
histologische Untersuchung der toluidinblau gefarbten Praparate wurden
durchgefiihrt. Die Zielgrél3en waren Augmentationshohe, Knochendichte und

Knochenimplantatkontakt.



Rechte Kieferhdhle (Testseite)

Linke Kieferhéhle (Kontrollseite)

1g Bio-Oss® Spongiosa Granulat 1-2 mm
(Geistliche Pharma AG, Wolhusen,
Schweiz)

1g Bio-Oss® Spongiosa Granulat 1-2 mm
(Geistliche Pharma AG, Wolhusen,
Schweiz)

Autologe Osteoblasten

Autologes PRP (1 ml + 0,1 ml Thrombin)

Autologes PRP (1 ml + 0,1 ml Thrombin)

ITI® Standard Implantat SLA 14mm &
4.1 mm RN (Institut Straumann AG,

ITI® Standard Implantat SLA 14mm @
4.1 mm RN (Institut Straumann AG,

Basel, Schweiz) Basel, Schweiz)

Tabelle 1: Verteilung der Versuchsgruppen bei der Sinusbodenaugmentation mit

simultaner Implantatinsertion an sechs Minischweinen (n = 6)

2.3 Verwendetes Knochenersatzmaterial

Bio-Oss® Spongiosa Granulat (Geistliche Pharma AG, Wolhusen, Schweiz) ist ein
naturliches Knochenmineral fur den Knochenersatz in der Zahnheilkunde und ist
klinisch als Knochenersatzmaterial gut dokumentiert. Es handelt sich um ein
naturliches Knochenmaterial bovinen Ursprungs, das aus spongiésen Knochen des
Rindes hergestellt wird. Es handelt sich um die reine mineralische Phase von
Rinderknochenmatrix. Alle organischen Bestandteile des bovinen Knochens wurden
in einem mehrstufigen Reinigungsprozess vollstandig entfernt, so dass eine
hochreine, osteokonduktive Mineralstruktur entsteht. Gesichert ist diese Methode
durch das Fehlen einer immunologischen Reaktion in vivo (Cohen & Mullarky 1993)
und durch drei chemische Methoden mit einer Sensibilitdt von 4 bis 135 ppm
(Bereiter et al. 1991). Dabei bleiben die urspriinglichen Eigenschaften der natirlichen
Mineralstruktur unveréndert, die aufgrund der natirlichen Herkunft chemisch
weitgehend vergleichbar mit der mineralisierten menschlichen Knochenstruktur ist
Daher wird das Material durch natirliche

(feinkristalliner natirlicher Apatit).

Abbauvorgdnge im Knochen (Osteoklasenaktivitdt) langsam umgebaut bzw.
Durch die

interkonnektierenden Poren und die natlirliche Zusammensetzung werden die

resorbiert (physiologisches Remodeling). weitmaschigen
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Bildung und das Einwachsen von neuen Knochen am Augmentationsort beginstigt.
Dies bedeutet, dass Bio-Oss® Spongiosa Granulat durch seine Pordsitét ein ideales
Material zur Osteokonduktion darstellt (Terheyden et al. 1997). Die guten
Eigenschaften des Knochenersatzmaterials wurden in mehreren experimentellen
Untersuchungen am Menschen und am Tier klinisch und histologisch unter Beweis
gestellt. Die erfolgreiche Augmentation des Sinus maxillaris mit Bio-Oss® Spongiosa
Granulat wird unter anderem durch eine klinische Langzeitstudie von Piattelli et al.
(1999) gestutzt.

2.4 Verwendete Dentalimplantate

Das ITI® Dental Implantat System (Institut Straumann AG, Basel, Schweiz) besteht
aus reinem Titan Grad 4. Wir benutzten das Standard Implantat mit einer LaAnge von
14 mm und einem Durchmesser von 4,1 mm. Dieses Implantat ist fur alle
Indikationen oraler enossaler Implantate in Unter- wie auch Oberkiefer bei einer
Kieferkammbreite von mindestens 6,1 mm anwendbar. Die SLA—-Behandlung (Sand-
blased, Large grit, Acid-eched) vergroRert die Implantatoberflache um 12 % und
fordert so die Osseointegration (Schroeder et al. 1976). Sie ist somit einer glatten
Oberflache in der Starke des Knochenkontaktes und der Friihbelastung tberlegen.
Die SLA-Oberflache entsteht durch Sandstrahlen mit Korund-Partikeln und Atzen der
entstandenen Makrorauheit in einem Saurebad (HCL und H,SO,). Dadurch
entstehen 2-4 ym Mikrogribchen die der grob sandgestrahlten Sandflache
eingelagert sind. Das Gewinde des Implantates ist poliert und besitzt einen Regular
Neck (RN) mit einem Durchmesser von 4,8 mm. Es vergroRert die
Implantatoberflache um 40%. Das Straumann Standard Implantat mit enossaler SLA-
Oberflache hat bei einer Einheilzeit von 6 Wochen eine Implantattiberlebensrate von

98,6 %, Uber 5 Jahre nach der prothetischen Versorgung (Buser et al. 1997).

2.5 Herstellung des plattchenreichen Plasmas (PRP)

Die Blutabnahme erfolgte unmittelbar vor dem operativen Eingriff aus der Vena
jugularis interna. Daftr wurde der Bereich oberhalb des Sternums mit Kodan Forte
Tinktur (Schiulke & Mayr GmbH, Norderstedt, Germany) desinfiziert und die Vena
jugularis interna median des M. sternocleidomastoideus und oberhalb des Jugulums

punktiert. Das Venenblut wurde in vier S-Monovetten & 8,5 ml (S-Monovette, CPDA-
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1, Sarsted AG, Numbrecht, Deutschland) unter standiger Aspiration abgenommen.
Das Verfahren basiert auf der Trennung der verschiedenen Blutkomponenten durch
Zentrifugation (Marx et al. 1998) und wurde von Roldan aufgrund der geringen zur
Verfiigung stehenden Blutmenge modifiziert (Roldan et al. 2004a). Das Vollblut
wurde zunachst 7 min bei 1700 U/min ohne Bremse zentrifugiert. Anschlie3end
wurde das Plasma bis zum Erythrozytensediment abdekantiert. Das gewonnene
Plasma wurde 10 min bei 3000 U/min mit Bremse zentrifugiert. Das entstandene
Sediment besteht aus Plattchen. Das Plasma wurde bis zum Sediment abdekantiert
und aufgehoben. Das Sediment, bzw. die Plattchen wurden abschlie3end mit 2,3 ml
Plasma resuspendiert um den gleichen Prozentsatz PRP/Vollblut-Volumen wie von
Marx beschrieben zu erreichen. Die Thrombozytenzdhlung im PRP und im Vollblut
erfolgte maschinell mittels Hamatologiesystem (XE-2100, Sysmex, Norderstedt,
Deutschland). Das PRP wurde bei Raumtemperatur unter standiger Bewegung
aufbewahrt. Vor der Operation wurde 1ml PRP auf 1g Bio-Oss®, bzw. 1g Bio-Oss®
mit Zellkultur gegeben, so dass es gut bedeckt war. Direkt vor dem Einbringen des
1g Bio-Oss® mit PRP links bzw. 1g Bio-Oss®, inkubiert mit in der Zellkultur
kultivierten autologen Osteoblasten und PRP rechts, wurde das PRP mit Hilfe von
0,1ml Thrombinlésung/1g Bio-Oss® aktiviert. Die Thrombinspritze wurde aus Tissucol
Duo S 1 Immuno (Baxter Deutschland GmbH, Unterschleilheim) entnommen. 1ml
enthélt 500 I.E. Thrombin (human) und 5,88 mg Calciumchlorid.

2.6 Anasthesie und Medikation

Zur Einleitung der Andasthesie wurden die Tiere mittels einer gemischten
Injektionslosung (ca. 6 ml), bestehend aus 3 ml Midazolamhydrochlorid (Midazolam-
ratiopharm® 5mg/1 ml, Ulm, Deutschland) und 3 ml Ketaminhydrochlorid (Ketamin
100 Pharmanov GmbH, Hannover, Deutschland), welche intramuskuléar hinter dem
Ohr verabreicht wurde, betaubt. Je nach Operationsdauer wurden bis zu 6 ml der
Injektionsldsung nachgespritzt. Die Operation wurde ohne Intubation und Beatmung
durchgefuihrt. Die Vitalwerte wurden wahrend der gesamten Zeit mittels
Pulsoxymeter Uberwacht.

Zur Schmerzlinderung nach der Operation bekamen die Tiere flr 2 bis 3 Tage 2 mal
taglich 50 mg Tramadol (Tramal®, Griinenthal GmbH, Aachen, Deutschland) und zur

Entzindungsprophylaxe 2 mal taglich 875/125 mg Amoxicillin/Clavulansaure



12

(Augmentan® Filmtabletten, Smith—Kline—Beecham GmbH, Miinchen, Deutschland)

unter das Futter gemischt.

2.7 Knochenentnahmen

Die Operationsdauer betrug zwischen 20 und 30 Minuten. Unmittelbar vor
Operationsbeginn erfolgte die Entnahme von 100ml peripherem Blut fur die
Herstellung von autogenem Serum. Danach wurde der Bereich der Crista iliaca
mittels Rasierer enthaart, gewaschen und grof3flachig mit Providob-Jod L&sung
(Betaisodona®, Mundipharma) desinfiziert. Mithilfe von Schaumstoffkissen wurden
die Tiere in Seitenlage fixiert und mit sterilen Loch- und Seitentiichern abgedeckt.
Darauf erfolgte bei den sechs Géttinger Minischweinen die Freilegung der Crista
iliaca und die Entnahme in Sedierung der kleinen autologen Spongiosastanzen vom
Beckenkamm. Die Operationsstelle wurde subcutan mit einer Polyglycolsdure-Naht
(Dexon® 2/0, resorbierbar) und cutan mit einer Polyester-Naht (Mersilene® 1/0,
Ethicon, Norderstedt, Deutschland) verschlossen. Die Nahtentfernung erfolgte 8-10

Tage postoperativ.

2.8 Herstellung der Zellkultur

Die Knochenexplantate wurden in 0,3 bis 0,5 cm grofRe Fragmente zerkleinert und
grundlich mit PBS (pH 7,4) gespilt. Aus diesen Fragmenten wurden
Auswachskulturen hergestellt, die einmal passagiert wurden. Als Nahrmedium diente
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM, Biochrom, Berlin, Deutschland), welches
mit dem autogenen Serum, 10° I.E. / L Penicillin, 100 mg / L Streptomycin, 100 nM
Dexamethason (Biochrom, Berlin, Deutschland) und 1 mM L-Ascorbinsdure 2-
Phosphat (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) erganzt wurde. Das Medium wurde
zweimal pro Woche gewechselt. Die Kulturbedingungen und das Medium
beglnstigen Kulturen mit einem Anteil von bis zu 90% Osteoblasten (Acil et al.
2000).
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2.9 Inkubation von Bio-Oss ® mit autologen Osteoblasten

Zur zweiten Passage wurden die Zellen auf Bio-Oss® Granulat angesiedelt (Bio-Oss®
Spongiosa 1-2 mm Geistlich), das vorher mit Puffer gespilt und 24 Stunden in
Nahrmedium gelagert wurde. Nach 6 Wochen Kulturdauer war das Granulat dicht
von Zellen Uberwachsen. Die Osteoblastennatur dieser Zellen wurde durch Analyse
einer Parallelkultur auf Knochenkollagen Typ I durch
Hochdruckflussigkeitschromatographie sowie immunhistochemisch durch
Osteocalcinnachweis untersucht (Acil et al. 2000, 2002). Osteocalcin ist Teil der
extrazellularen, nichtkollagenen  Knochenmatrix und ein  Marker des
Knochenaufbaues. Hydroxylysylpyridinolin (HP) und Lysylpyridinolin (LP) sind nicht
reduzierbare Quervernetzungen des ausgereiften Kollagens, wobei LP nur in
Knochen und Dentin vorkommt. Beide konnen mittels
Hochdruckflissigkeitschromatographie bestimmt werden und sind daher ebenfalls
wichtige Marker (Kap. 2.8 und 2.9 Diss. Kiel 2006).

2.10 Sinusbodenaugmentation mit extraoralem Zugang

Zu Beginn des operativen Eingriffs wurden die Tiere mittels einer gemischten
Injektionslosung betaubt (vgl. Kapitel 2.6). Die Dauer betrug zwischen 2 und 3,5
Stunden.

Die Tiere wurden im Bereich zwischen Maxilla und Orbita mit Hilfe eines elektrischen
Rasierers rasiert und grindlich gewaschen. Danach wurden sie auf den OP-Tisch
gelegt und mit Hilfe von Schaumstoffkissen so fixiert, dass die linke Seite (Placebo-
Seite) nach oben zu liegen kam. Daraufhin folgte die grof3flachige Desinfektion des
Operationsbereiches mit Providob-Jod Lésung (Betaisodona®, Mundipharma). Die
Tiere wurden mit sterilen Seitentlichern und einem Lochtuch abgedeckt, so dass die
gesamte Operation unter aseptischen Bedingungen durchgefiihrt werden konnte.

Zur Lokalanasthesie wurde ca. 15 ml Xylocain® 2% mit Adrenalin 1:200 000
(AstraZeneca GmbH, Wedel, Deutschland) mit folgenden wirksamen Bestandteilen
verwendet: Lidocainhydrochlorid 20 mg/1 ml und 0,005 mg Epinephrin.

Der gleiche Vorgang wurde auf der rechten Seite wiederholt.

Es wurde eine beidseitige Sinusliftoperation Utber einen extraoralen Zugang
durchgeftihrt und zwar zuerst auf der Kontrollseite (links) und danach auf der
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Testseite (rechts). Der extraorale Zugang erfolgte tGber eine parallele Schnittfiihrung
entlang des Jochbeinmassivs in einem Abstand von ca. 2 cm zur Lidkante. Nach
dem subperiostalen Freilegen der lateralen Wand der Maxilla wurde diese anterior
des Recessus zygomaticus mit Hilfe einer Kugelfrase gefenstert und so der Zugang
zum Sinus maxillaris geschaffen. Die letzte dinne Knochenlamelle wurde mit eine
diamantierten Kugel entfernt, da diese die die Kieferhthle auskleidende Schleimhaut
(Schneidersche Membran) nicht so leicht verletzt. Die Schleimhaut wurde vorsichtig,
ohne sie zu perforieren, mit einem Elvatorium von H. Zepf-Sinus (Altatec®, Wiirzburg,
Deutschland) mobilisiert um gentigend Platz fur die Sinusbodenaugmentation und
Implantation einer alloplastischen Zahnwurzel (Titanimplantat) zu schaffen (vgl.
Abbildung 2).

Die Vorkdrnung und die Bohrung erfolgten beidseitig identisch dorsal der Fensterung
im Bereich des Jochbeinmassivs (Recessus Zygomaticus) unter Kihlung mit NaCL.
Dafir verwendet wurden auf den Implantatdurchmesser abgestimmte Pilot-, Spiral-
und Profilbohrer (Straumann AG, Basel, Schweiz), die die perfekte Aufbereitung des
Implantatbetts und die optimale Primar- und Sekundarstabilitat des Implantates
gewahrleisten. Die Jochbeinprominenz wurde mit der Kugelfrase auf 5mm reduziert
um eine standardisierte Knochendicke fur die Platzierung des Implantates zu
erreichen, da 5 mm Alveolarkammhohe als Minimum zur primaren Implantatinsertion
empfohlen werden (Triplett & Schow 1996). So wurde gewahrleistet, dass das
Implantat zu ca. zwei Drittel in die freipraparierte Kieferhdhle ragt und vom
Augmentat umschlossen wird. AnschlielBend wurde ein Gewinde mit Hilfe eines
Gewindeschneiders (Straumann AG, Basel, Schweiz) geschnitten, um ein
traumafreies Einbringen des Implantats in das Implantatbett zu gewahrleisten. Nun
wurden ein 14 x 4,1 mm ITI® Standard Titanimplantat (Straumann AG, Basel,
Schweiz) mit Hilfe einer ebenfalls auf das Implantatsystem abgestimmten Ratsche
inseriert. Darauf folgte die Augmentation mit 1g Bio-Oss® mit PRP links bzw. 1g Bio-
0ss®, inkubiert mit in der Zellkultur kultivierten autologen Osteoblasten und PRP
rechts. Dabei wurde darauf geachtet, dass das Implantat von allen Seiten vom
Augmentat umschlossen war (vgl. Abbildung 1). Die simultane Implantatinsertion
erfolgte nach der Beschreibung von Terheyden (Terheyden et al. 1999).

Nach Abschluss der Augmentation wurde die Wunde subcutan mit einer
resorbierbaren  Polyglycolsaure-Naht  (Dexon® 2/0, Braun-Dexon GmbH,

Spangenberg, Deutschland) und cutan mit einer Polyester-Naht (Mersilene® 1/0,
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Ethicon, Norderstedt, Deutschland) verschlossen. Die Nahtentfernung erfolgte 8-10

Tage postoperativ. Postoperative Medikamente siehe Kapitel 2.6

Abbildung 1: Darstellung der Implantatage im Jochbeinmassiv und des
Augmentates im Sinus maxillaris in der Ansicht vomn halbseitlich eines mazerierten
Minischweinschadels (aus Diss Schmidt, C., H-J, 2005.).
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Abbildung 2: Intraoperative Aufnahme der Sinusbodenaugmentation links. Zugang

zum Sinus maxillaris (SM —) mit dahinter liegender Schneider'scher Membran im
Jochbeinmassiv (JBM)

2.11 Intravitale polychrome Sequenzmarkierung

Vierzehn Tage postoperativ. wurde mit der intravitalen polychromen
Sequenzmarkierung unter Sedierung mit 3 ml Tilest® ( Pharma & Upjohn, Erlangen,
Deutschland) begonnen. Die intraperitoneale Injektion erfolgte mittels Spritze und
Brauniile®. Mit den verschiedenen Fluorochromen Xyelenolorange (gelb),
Calceingrin (grun), Alizarinkomplexon (rot) und Tetrazyklin (braun) wird eine
sequenzielle  Markierung der  Knochenapposition  vorgenommen. Diese
Fluorochrommarkierung basiert auf der Arbeit von Rahn (Rahn 1976). Die genaue

Abfolge und die Dosierung der Knochensequenzmarkierung in Tabelle 2 dargestellt.



17

Injektionzeitpunkt Fluoreszensfarbstoff Dosierung

_ Xyelenolorange 6%ige _
14. postoperativer Tag ) 1,5 ml /kg Kérpergewicht
LOsung in 2% NaHCOg3

_ Calceingrin 1%ige LdOsung _
21. postoperativer Tag | 5 ml /kg Kérpergewicht
in 2 % NaHCO3;

_ Alizarinkomplexon 3%ige _
28. postoperativer Tag ) 0,83 ml /kg Kdrpergewicht
LOsung in 2 % NaHCOs3

Tetrazyklin
35. postoperativer Tag | (Doxycyclin RatiopharmSF®, | 1,5 ml /kg Kérpergewicht
Ratiopharm GmbH&Co, Ulm)

Tabelle 2: Schema der Intravitale polychrome Sequenzmarkierung

Jede dieser Farben erzeugt im fluoreszensmikroskopischen Bild eine Bande, anhand
welcher man die  Knochenwachstumsgeschwindigkeit  beurteilen  kann

(ausschlaggebend ist der Abstand der Banden).

2.12 Intraversale Perfusion

Die sechs Gottinger Minischweine wurden sechs Wochen postoperativ in tiefer
Narkose gelegt (vgl. Kapitel 2.6) und durch intraversale kardiale Perfusion getotet.
Hierfir wurde der Thorax mittels Sternotomie mit einer Sage unter standiger
Blutstillung geoéffnet und anschlieBen der Perikardbeutel von der Herzspitze her
sorgféltig ertffnet. Dabei wurde darauf geachtet, dass kein Pneumothorax verursacht
wurde. Darauf folgten die Darstellung der Aortenwurzel vom Perikard her und die
Umschlingung dieser mit einer kréaftigen Ligatur. AnschlieRend wurde der linke
Ventrikel des schlagenden Herzens an der Herzspitze mit einem Skalpell Nr. 11
inzidiert und die Kanule des Windkessel-Perfussionssystems durch den Ventrikel in
die Aorta ascendens vorgeschoben. An der Kanulenspitze befand sich eine
Kunststoffkugel, hinter der die Kanule zur Abdichtung gegen die Aorta mit der zuvor
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gelegten Ligatur gesichert wurde. Nun wurde der rechte Vorhof und die Vena cava
er6ffnet, um den Blutabfluss zu erméglichen. Anschliel3end begann die intraversale
Perfusion, bei der der Kreislauf zuerst mit 10 Liter physiologischer Kochsalzlésung
unter 120 mmHg arteriellem Druck gespult wurde, bis der Ruckfluss aus der Vena
cava klar erschien. Anschlieend folgte das Spulen zur Vorfixierung des Gewebes
mit ca. 10 Liter Perfusionslosung (vgl. Tabelle 3).

Das Perfussionssystem bestand aus vier in Serie geschalteten Flaschen, die nach
dem Windkesselprinzip aufgebaut waren und mit 120 mmHg O, gespeist wurden
(vgl. Abbildung 3) Durch Abklemmen der einzelnen Schlauche wurde gewahrleistet,
dass das Gewebe zuerst von der Spullésung und anschlieBend von der

Perfusionslosung mit konstantem Druck von 120 mmHg perfundiert wurde.

800 ml Formalin 37% + 10000 ml Glutardialdehyd +

10 Liter Perfusionslosung
8200 ml Sgrensenpuffer

136,09 g Kaliumdihydrogenphosphat (KH,POQO,) in 10
Liter Aqua dest. l6sen; 178 g
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO,) in 10 Liter
10 Liter Sgrensenpuffer Aqua dest. Losen; anschlie3end 1600 ml KH,PO,4 und
8400 ml NaH,PO,; mischen und den pH wert
kontrollieren (pH = 7,4). Er kann gegebenenfalls

mittels Natronlauge oder HCL eingestellt werden.

Tabelle 3: Zusammensetzung der Perfusionslosung

120 mmHg
—
JAR
/
Windke EZ Perfusi EZ Perfusi EZ
ssel NaC ons- ons-
0,99 16sung 16sung
< NA NA
hl N 78\

Abbildung 3: Perfusionssystem bestehend aus mehreren in Serie angeschlossenen
Flaschen, aufgebaut nach dem Windkesselprinzip mit 120 mmHg 0,
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2.13 Herstellen der Praparate

Die unentkalkten, in Methacrylat eingebetteten Hartschliffpraparate wurden nach der
Methode von Donath und Breuner (Donath & Breuner 1982) hergestellit.

2.13.1 Vorbereitung und Fixierung der Praparate

Nach der Operation wurde den Goéttinger Minischweinen der Kopf dekapitiert und 10
Tage in 10%igem Formalin gelagert. Danach folgten die subperiostale Mobilisation
des Weichgewebes und die vorsichtige Freilegung des Implantatkopfes. Unter
Berucksichtigung der Implantatachse und des eingebrachten Augmentats wurde
zuerst per Handsége ein grobes Praparat herausgeschnitten, und anschlielend mit
einer diamantierten Elektrosdge (Exakt 310, Fa. Exakt, Norderstedt) unter Kihlung
mit Aqua dest. auf die gewinschte Grol3e zurecht gesagt. Dabei war wichtig, dass
die Praparate nicht zu grof3 waren, damit die Fixierungs- und Einbettmedien schneller
und besser in das gesamte Gewebe eindringen konnten. Danach wurden die
Praparate erneut in beschrifteten Glasern einzeln fir 10 Tage in 10%igem Formalin

gelagert und dadurch fixiert.

2.13.2 Entwasserung und Einbetten der Praparate

Vor dem Einbetten der unentkalkten Préparate wurden diese zunachst in einer
aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert. Daflr wurden die Préparate einzeln in
Mullkompressen eingebunden und mit einem Zettel zur spateren Wiedererkennung
markiert. Um eine unvollstédndige Entfettung der Praparate zu verhindern, die spéater
die Polymerisation des Einbettmediums behindern wirde, wurde das Gewebe in
einer Aceton-Ethanol-Mischung entfettet. Das Aceton wurde anschlieiend mit
Ethanol grundlich ausgewaschen, da Acetonreste zur Blasenbildung bei der
Polymerisation im Einbettkunststoff fuhren kénnen. Nach dem Spulen wurden die
Praparate zunadchst in Methacrylsauremethylester (Merk, stabilisiert mit 500 ppm
Hydrochinon) und anschliel3end in das endgultige Einbettmedium gelegt [Losung aus
500 mg Methacrylsauremethylester und 3 g Azoisobutyronitril (Fluka Chemie AG,
Darmstadt), 100 ml Nonylphenolpolyglycolaetheracetat (Walter GmbH, Kiel) und 5 ml
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Phthalsauredibutylester (Merk AG, Darmstadt)]. Der ganze Vorgang betrug 12
Stationen und wurde in einem automatischen Einbettgerat (PSI Typ 1.412.00, Pool of
Scietific Instruments Ltd.; Ch 4010 Basel, Schweiz) durchgefuhrt (vgl. Tabelle 4).
Nach der Dehydration wurden die Praparate fir 14 Tage in dem Einbettmedium
getrankt. Das Medium wurde bei 4T gelagert, damit es nicht polymerisiert. Vor dem
Einbetten wurden die Praparate aus dem Einbettmedium entnommen, der
Kompressenbeutel entfernt, und in den Implantatkopf ein Rundholz geklebt, um die
Implantatachse nach dem Einbetten besser beurteilen zu kénnen. Als Einbettglaser
dienten Rollrandglaser, die vorher gesockelt wurden. Dabei wurden die Glaser 2-3
cm hoch mit Einbettmedium geflllt und im Wasserbad bei 38T polymerisiert.
Dadurch wurde gewahrleistet, dass die Praparate den Glasboden nicht berthren.
Nun wurden die Préaparate in die Glaser gelegt, mit einem Zettel mit Praparatnummer
und Datum markiert und ca. 3-4 cm Einbettmedium in die Glaser geflllt und ins 32C
warme Wasserbad gestellt. Wichtig war, dass das Praparat die Glaswand nicht
beruhrt und so Uberall von Kunststoff umschlossen werden kann und das es nicht zur
Blasenbildung im Kunststoff kommt, was durch ein festes Verschliel3en der Glaser,
ein nicht zu warmes Wasserbad und das Einfullen von nicht zu viel Einbettmedium
gewabhrleistet wurde. Die Glaser wurden fur 5-8 Tage im Wasserbad gelagert und
polymerisiert. Die entstehende Warme wurde durch das Wasser abgeleitet. Der
Vorgang wurde 2-3-mal wiederholt und erneut Einbettmedium aufgegossen, bis die
Praparate ca. 2 cm mit Kunststoff bedeckt waren. Nun wurden die ausgehérteten
Blocke durch Zerschlagen der Glaser befreit und nicht vollstandig polymerisierte
Reste mit dem Skalpell entfernt.
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Einbettmedium Dauer Temperatur

60% Ethanol 2 Stunden Raumtemperatur
80% Ethanol 2 Stunden Raumtemperatur
90% Ethanol 2 Stunden Raumtemperatur
96% Ethanol 2 Stunden Raumtemperatur
100% Ethanol 2 Stunden Raumtemperatur
Aceton-Ethanol 1:1 1 Stunde Raumtemperatur
Aceton-Ethanol 1:1 2 Stunden Raumtemperatur
100% Ethanol 1 Stunde Raumtemperatur
100% Ethanol 2 Stunden Raumtemperatur
100% Ethanol 2 Stunden Raumtemperatur
Methacrylsduremethylester | 10 Stunden Raumtemperatur
Einbettmedium 14-21 Tage 4C

Tabelle 4: Entwasserungs- und Einbettschema
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2.13.3 Herstellung der unentkalkten Hartschliffpra  parate

Nach dem Ausbetten wurden die Methacrylatblécke mit einer groben Bandsage
(Metabowerke, Ndurtingen, Deutschland) zugeschnitten. Vorher wurde die
Schnittfiihrung mit Hilfe eines wasserfesten Stiftes markiert, und zwar in Orientierung
an der Implantatachse. Dies war sehr wichtig, da auf den Schnitten das Implantat in
voller Lange angeschnitten sein muss, das heil3t, die Implantatmittelachseachse liegt
spater im histologischen Schnitt. Nun wurden die milchig-weil3en Blocke mit einem
Schleif- und Poliergerat (Saphir 360, ATA GmbH, Kaltenkirchen, Deutschland) unter
Wasserkihlung und mit unterschiedlich feinem Siliciumkarbid-Nassschleifpapier in
der Reihenfolge 500, 1200, 2400 und 4000 pm geglattet, bis diese klar und
durchsichtig erschienen. Auf einer vorher festgelegten Seite wurde unter
Berucksichtigung der Implantatachse bis an das Implantat herangeschliffen und
diese Seite besonders grundlich poliert, da sie spater den ersten Schnitt darstellte.
Aus diesem Grund war ebenfalls wichtig, dass die kndchernen Strukturen des Sinus
maxillaris und das eingebrachte Augmentat gut zu sehen waren (vgl. Abbildung 4).
Zur ldentifizierung der Praparate wurde die Identifikationsnummer der Tiere mittels
einer Frase in den Methacrylatblock eingraviert. Nun wurden die Blocke mit der
ausgewahlten Seite auf die mit Klebefolie beschichteten Objekttrager geklebt. Dafir
wurden 5 x 10 cm groRe Plexiglasobjekttrager ausgewahlt und vorbereitet. Die
Schutzfolie wurde an beiden Seiten entfernt und die Identifikationsnummer des
jeweiligen Tieres, das Jahr und die Schliffnrummer in den Objekttrager eingraviert. Als
nachstes erfolgte die Entfettung der nicht befrasten Seite mit 100% Ethanol und das
Beschichten mit der Klebefolie (Gudy 875, Fa. Neeschen GmbH und Co,
Briickeburg). Diese wurde auf Objekttragergréf3e zurechtgeschnitten und nach dem
Entfernen der Schutzfolie vorsichtig unter Vermeiden von Luftblasen und Falten auf
die entfettete Seite des Objekttragers geklebt. Nun wurden die ausgewdahlte Seite
des Methacrylatblockes und die Oberseite des Objekttragers bzw. die Klebefolie mit
100% Ethanol entfettet. Nachdem der Ethanol verdunstet war, wurden einige Tropfen
Sekundenkleber (Loctite 493 fur Metall, niedrigviskés, Loctite GmbH, Miinchen) auf
den Objekttrager in einer Linie aufgetragen, der Block mit einer Kante in den Kleber
gesetzt und vorsichtig auf dem Objekttrager abgesetzt, so dass sich der Kleber unter
dem gesamten Block verteilte. Jetzt wurde er fir 60 Sekunden fest angedriuckt und

anschlieBend mit einem Gewicht fir 25 min zum Aushérten des Klebers gesichert.
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Nun folgte das Séagen der Schliffe mit der Exakt-Mikrofeinsage (Exakt 310 cp, Fa.
Exakt, Norderstedt). Die Sage verfugte Uber eine Prazisions-Parallelfiihrung und ein
diamantiertes Trennschleifsystem. Dies ermdglichte es, den Objekttrager mitsamt
des Blockes mittels einer Vakuumplatte zu fixieren und so parallel zum Objekttrager
ca. 200 um dicke Schnitte unter Kihlung mit Aqua dest. anzufertigen, welche am
Objekttrager klebten. Der Block konnte nun mitsamt dem Praparat erneut poliert
werden und wie eben beschrieben erneut behandelt werden. Die Schnitte wurden
jetzt exakt vermessen und in einem Schleifautomaten (Exakt-Mikroschleifsystem, Fa.
Exakt, Norderstedt) mit 1200 pm Siliciumkarbid-Nassschleifpapier und unter
standiger Wasserkuhlung auf 100 pm heruntergeschliffen. Danach erfolgte die
Reduktion auf 90 ym und das Polieren an dem oben beschriebenen Schleif- und
Poliergerat per Hand mit 2400 und 4000 um Siliciumkarbid-Nassschleifpapier,
ebenfalls unter Wasserkiihlung. Die Starke der Préaparate wurde stidndig gemessen

und das Ergebnis unter dem Mikroskop kontrolliert. Es war erst als geeignet

anzusehen, wenn keine Kratzer oder Riefen mehr zu erkennen waren (vgl. Abbildung
4).

Abbildung 4: Hartschliffpraparat der Testseite mit Bio-Oss®, autologen Osteoblasten
und PRP. Angeschnitten ist das Implantat, der ortsstdndige Knochen des Jochbeins,
das Augmentat und der Sinus maxillaris. Die rote Farbe ergibt sich durch die
Fluorochrome
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2.14 Mikroradiographie

Die Mikroradiographie ist eine RoOntgenkontaktaufnahme von mineralisierten
Hartgewebsschliffen. Das Verfahren wurde 1944 von Bohatyrtschuk entdeckt
(Bohatyrtschuk 1944) und spater weiterentwickelt, so dass mit der Mikroradiographie
heute Auflosungen bis zu einem Mikron erreicht werden kdnnen.

Die gewunschte Schliffdicke bei der Mikroradiographie lag zwischen 80 und 100 pm.
Daher wurden die Schliffe wie in Kapitel 2.10.3 beschrieben auf 90 ym herunter
geschliffen und poliert. Nun wurde die Folie, die vorher auf den Objekttrager geklebt
wurde, mitsamt dem Praparat vorsichtig und mdglichst flach abgezogen und auf
GrofRe des Objekttragers zurechtgeschnitten. Zum Knickschutz wurde die Folie
zwischen zwei Objekttragern gelagert, die zur Identifikation gekennzeichnet waren.
Die nun folgenden Schritte wurden im Dunkeln unter Rotlicht ausgefihrt, da die
Rontgenplatten (High Resolution Uf Plate, Microchrome Technology Inc., San Jose,
Nevada, USA) sehr lichtempfindlich sind. Die Ro6ntgenplatten haben eine
beschichtete und eine unbeschichtete Seite. In die beschichtete Seite wurde mittels
Diamantschreiber die studienrelevanten Daten eingraviert und das Praparat mit ,dem
Gesicht nach unten“ mittels Tesafilm fixiert. Bei 3 mAs und 25 kV erfolgte nun die
neunminitige Belichtung (pro 10 ym Dicke 1 min) im Mikroradiographieautomaten
(Faxitron X-ray Systems Hewlett Packard GmbH Bd&blingen, Deutschland). Wéahrend
der Belichtungszeit wurden der Entwickler, das Stoppbad und das Fixierungsbad
angesetzt (siehe Tabelle 5). Nach Beendigung des Belichtungsvorganges wurden die
Platten aus dem Mikroradiographieautomaten entnommen, die Folie mitsamt dem
Praparat entfernt und die Mikroradiographien in einem Diastdnder bei standiger
Bewegung in der in Tabelle 5 beschriebenen Abfolge entwickelt. Danach folgte eine
Wasserung unter flieRendem Wasser und ein Spulen in Agepon (Fa. Agfa-Gevaert,
Leverkusen, Deutschland), damit es beim Trocknen nicht zur Bildung von Kalkflecken
kommt. Nach dem Trocknen wurden die belichteten Seiten der Platten zum Schutz

und zur Konservierung mit Deckglasern und Eukitt abgedeckt.

Unter dem Mikroskop kann nun anhand der Mikroradiographien durch die
verschiedenen Graustufen alter, starker mineralisierter Knochen von jungem,
weniger mineralisiertem Knochen unterschieden und ausgewertet werden (Stlrmer

1979). Neu appositionierter Knochen wird durch die geringere Mineralisation und die
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entsprechend geringere Strahlenabsorption dunkler (dunkles Grau) dargestellt als
alterer, starker mineralisierter Knochen (helles Grau). Die Bio-Oss® Partikel stellen
sich ebenfalls hellgrau dar. Die Mikroradiographien wurden mittels
computergestitztem Bildanalysesystem (Q 500 MC, Fa. Leica, Cambridge, England)
digital vermessen, wobei die Histomorphometrie auf der digitalen Bearbeitung der
Grautdne basiert. Das Bild wurde mittels Videokamera (Tk 1280E, Fa. JVC, Tokyo,
Japan) vom Fotomikroskop (Microphoto-FXA, Tokyo, Japan) auf den Computer

Ubertragen.
Verweildauer in den
LAsung Zusammensetzung _
einzelnen Behéltern
100 ml Stocklésung (JRP-
_ Developer®, Kodak, _
Entwickler 5 min.
Stuttgart) + 300 ml Aqua
dest.
4 ml Eisessig + 400 ml .
Stoppbad 2 min.
Aqua dest.
. 100 ml Fixierer (Fixer )
Fixierungsbad ® 10 min.
3000A", Kodak, Stuttgart)

Tabelle 5: Zusammensetzung und Anordnung der verschiedenen Lésungen zur

Entwicklung der Mikroradiographien bei einer Temperatur von 20 <.

2.15 Fluoreszenzmikroskopie

Die  Fluoreszenzmikroskopie lasst einen Einblick in das dynamische
Knochenwachstum zu. Die Fluorochrome, die den Tieren wéhrend der polychromen
Sequenzmarkierung injiziert wurden (siehe Kapitel 2.8), binden als Chelatbildner an
Calciumionen und werden daher bei der Mineralisation in den neu gebildeten
Knochen, also in das Hydroxylapatit eingebaut. Daher kann man eine zeitliche
Aussage uber die Osseointegration der Implantate, dass Knochenwachstum und die
Umbauvorgdnge am Knochenersatzmaterial treffen. Dies wére mit der standart
Histologie nicht mdglich, da diese nur den Zustand des Zelltodes wiedergibt. Die bei

der lammellaren Knochenbildung im Bereich der kortikalen Strukturen eingelagerten
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Fluoreszenzfarbstoffe stellen sich unter Anregung von Blaulicht bei einer
Wellenldnge von 450 und 490 nm als begrenzte, scharfe Linien dar.

Die Praparate wurden nach Beendigung der Mikroradiographie erneut auf
Objekttrager zurtickgeklebt. Dafir wurden die Objekttrager mittels Gravur mit den
relevanten Daten markiert und mit 100%igem Ethanol entfettet. Nach dem
Verdunsten des Ethanols wurden einige Tropfen Kleber (Technovit 7210 VLC
lichthartend, Fa. Exakt, Norderstedt) in einer Linie auf den Objekttrager gegeben und
die Folie praparatseitig vorsichtig aufgeklebt, ohne das dabei Blasen unter dem
Praparat entstanden. Nach dem flnfzehnminttigen Ausharten unter Blaulicht und
Druck wurde die Folie vorsichtig abgezogen. Das Praparat verblieb auf dem
Objekttrager und konnte nun mittels Schleifautomaten (Exakt-Mikroschleifsystem, Fa.
Exakt, Norderstedt) auf 30 ym heruntergeschliffen und anschlie3end poliert werden
(siehe Kapitel 2.10.3). Nun konnten die Schliffe unter einer Quecksilberlampe bei 4-
facher Vergro3erung mittels Fotomikroskop (Microphoto-FXA, Nikon, Tokyo, Japan)

beurteilt werden.

2.16 Toluidinblaufarbung

Die histologische Auswertung der Praparate erfolgte nach der Toluidinblaufarbung
der Dinnschliffe. Toluidinblau ist ein basischer Farbstoff zum Farben histologischer
Praparate. Die 30 um dicken Schliffe wurden 3 Minuten in 0,1%iger Ameisensaure
angeéatzt und anschlielend in Aqua dest. gespult. Darauf folgte die Lagerung in
20%igem Methanol fur 1 Stunde und erneutes Spilen in Aqua dest. Nun wurden die
Praparate fur 4 Minuten in der Toluidinblau-Losung gefarbt. Nach dem Trocknen
wurden die Praparate mittels Eukitt und Deckglasern versiegelt um ein Verpilzen zu
vermeiden. Toluidinblau ist eine Oberflachenfarbung, welche sich in den
verschiedenen Geweben unterschiedlich anreichert. Daher ist eine Differenzierung
der unterschiedlichen Gewebe lber die verschiedenen Blauténe mdglich (Knochen—
blassblau, Knorpel— dunkelblau, Bindegewebe— unterschiedliche Blautdne). Die
Auswertung der Praparate erfolgte mittels digitalen Bildanalysegerats (siehe Kapitel
2.14)
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2.17 Histomorphometrie

Wie in Kapitel 2.11 beschrieben, wurde die Mikroradiographien und Histologien
mittels computergestitztem Bildanalysesystem (Q 500 MC, Fa. Leica, Cambridge,
England) digital vermessen und mit Hilfe einer Videokamera (Tk 1280E, Fa. JVC,
Tokyo, Japan) in zehnfacher Vergrof3erung vom Fotomikroskop (Microphoto-FXA,
Tokyo, Japan) auf den Computerbildschirm Ubertragen. Hier wurden folgende
Parameter jeweils an Test- und Kontrollseite ausgewertet:

1. Knochen-Implantat-Kontakt:
Die Auswertung fand in den mit der Toluidinblau gefarbten Schritten statt. Der
Knochen—Implantat-Kontakt war definiert durch den prozentualen Anteil der
Implantatoberflache jenseits des ortsstandigen Knochens, die in direktem
Kontakt zum neu generierten Knochen stand. Der Implantatkontakt im
ortsstandigen Knochen wurde hierbei nicht mit in die Auswertung

miteinbezogen.

2. Augmentationshéhe:
Die Augmentationshohe wurde mit Hilfe der Mikroradiographien gemessen
und zwar vom Sinusboden des ortsstadndigen Knochens bis zur Spitze des neu

mineralisierten Knochens im Augmentat in Millimetern.

3. Knochendichte im Augmentat:
Die Knochendichte wurde ebenfalls anhand der Mikroradiographien
gemessen. Sie ist definiert als der Flachenanteil an Knochenbalkchen an der
Gesamtflache des Messrahmens in Prozent. Hierfir wurden finf Messrahmen
im basalen Drittel des Augmentats reprasentativ, gleichmal3ig und ohne
Uberlappung verteilt und hieraus der Mittelwert gebildet. Wie in Kapitel 2.11
beschrieben, stellt sich der neu gebildete Knochen durch die geringere
Mineralisation dunkelgrau dar. Das Bildanalysesystem identifiziert, digitalisiert
und berechnet den neu regenerierten Knochen. Der ortsstandige Knochen

wurde in diese Berechnung ebenfalls nicht mit einbezogen.
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2.18 Statistische Auswertung

Die zuvor ermittelten Werte der Augmentath6he von Test- und Kontrollseite wurden
gemittelt (Median und Mittelwert) und anhand des gepaarten t-Tests mit einem
Signifikanzniveau von p= 0.05 statistisch ausgewertet. Da bei den Werten von
Knochen-Implantat-Kontakt und Knochendichte nicht von einer Normalverteilung
ausgegangen werden konnte, wurden diese mit Hilfe des Wilcoxon- AMATests

statistisch ausgewertet (Signifikanzniveau von p= 0.05). Die Werte der
Thrombozytenzéhlung wurden gemittelt und der Anreicherungsfaktor vom Vollblut

zum PRP ermittelt.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Klinik

Bei allen sechs Versuchstieren heilten sowohl die Wunden im Bereich des Beckens
als auch der extraorale Zugang zur Kieferhohle primar, ohne Anzeichen von
Wundheilungsstorungen oder eines Infektes ab. Die Tiere tolerierten die Operationen
gut, verhielten sich normal und zeigten keinen Gewichtsverlust.

3.2 In-vitro Bestimmung von Zellen auf Bio-Oss ~ ®©

Die Osteoblastennatur der Zellen wurde anhand der Marker Osteocalcin,
Hydroxylysylpyridinolin  (HP) und Lysylpyridinolin (LP) in einer Parallelkultur
nachgewiesen. Es kam zu einer positiven Osteocalcinfarbung der Zellen und somit
zum Nachweis der Osteoblastennatur der sich auf der Oberflaiche des Bio-Oss®
befindlichen Zellen.

Die  Analyse mittels  Hochdruckflissigkeitschromatographie  zeigte  die
Quervernetzung von HP und LP, was spezifisch fir den Knochen—Kollagen Typ 1 ist.
Auf der Kontrollprobe (zellfreies Bio-Oss®) wurde kein HP und LP nachgewiesen
(Diss. Kiel 2006).
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3.3 Zahlung der Thrombozyten im Vollblut und pléattc henreichen Plasma

Die maschinelle Thrombozytenzahlung zeigte einen Mittelwert der Thrombozytenzahl
im Vollblut von 266 x 1000/dl und im PRP von 1078 x 1000/dl (vgl. Graphik 1). Der
Mittelwert des Anreicherungsfaktors lag bei 4,1. Es zeigte sich keine statistisch
signifikante Korrelation zwischen der Thrombozytenzahlung im Vollblut und im PRP
(p = 0,742, vgl. Tabelle 6 im Anhang).

Thrombozytenanzahl im Vollblut und PRP
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Graphik 1: Thrombozytenzahlung (Mittelwert und Standardabweichung, n=6)
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3.4 Mikroradiographie

Apposition von neuem Knochen konnte sowohl auf der Testseite als auch auf der
Kontrollseite beobachtet werden, wobei kein offensichtlicher Unterschied zwischen
beiden Seiten festgestellt werden konnte. Das Knochenwachstum erfolgte vom
Sinusboden aus in die Peripherie des Augmentates entlang des Bio-Oss® Granulats.
Es war eine Abnahme der Knochendichte vom Sinusboden hin zur Peripherie zu

erkennen (vgl. Abbildung 5).

Zugang Sinuslift

Abbildung 5: Mikroradiographie der Sinusbodenaugmentation der Testseite mit Bio-
Oss®, autologen Osteoblasten und PRP mit primérer Insertion eines ITI®-Implantates
(). Die gelbe Linie zeigt den ehemaligen Sinusboden (SB), die rote Linie den neu
appositionierten Knochen, welcher durch die geringere Mineralisation dunkelgrau
erscheint. Die Bio-Oss® Partikel sind griin markiert. Sinus maxillaris (SM)
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Zu erkennen ist das im basalen Drittel von neuem Knochen umhiillite Bio-Oss®

Granulat und der Kontakt des Knochens zur Implantatoberflache (vgl. Abbildung 6 a-

Abb. 6b.
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Abb. 6c.

Abbildung 6: Mikroradiographie der Sinusbodenaugmentation der Testseite mit Bio-
Oss®, autologen Osteoblasten und PRP mit primarer Insertion eines ITI®-Implantates.
In den Abbildungen 6a-c ist in verschiedenen Vergrol3erungen der Knochen-
Implantat-Kontakt (—) dargestellt. Der neu gebildete Knochen (K) ist durch die

geringere Mineralisation (dunkelgrau) zu erkennen, das Bio-Oss® (BO) ist durch die
starke Radiopazitat (hellgrau) zu erkennen. Implantat (1).

3.5 Fluoreszenzmikroskopie

Anhand der Fluoreszenzmikroskopie war eine zeitliche Auswertung der
Knochenapposition moéglich. Sowohl auf der Testseite als auch auf der Kontrollseite
zeigten sich im Bereich des Sinusbodens verschiedenfarbige Bander, welche
frihzeitigen Knochenanbau innerhalb von finf Wochen nach der Operation anzeigen
(2.Woche gelb, 3. Woche grun, 4. Woche rot, 5.Woche braun, siehe Kap. 2.11).
Diese Farbbander zeigen im basalen Drittel eine Knochenapposition, die das Bio-
Oss® Uiberzieht und teilweise bis an das Implantat heranreicht und einen Kontakt zur
Implantatoberflache herstellt (vgl. Abbildung 7). Im peripheren Bereich des
Augmentates und an der Implantatspitze kam es zu keiner Apposition von neuem
Knochen. Im Vergleich zu der Kontrollseite scheint die Zellbesiedelung des Bio-Oss®
auf der Testseite weder zu einer beschleunigten Knochenapposition im peripheren

Bereich des Augmentates als im Bereich der Implantatspitze zu fuhren.
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Abbildung 7: Fluoreszenzmikroskopie der Sinusbodenaugmentation der Testseite
mit Bio-Oss®, autologen Osteoblasten und PRP mit primarer Insertion eines ITI®-
Implantates. Zu erkennen sind das Bio-Oss® (BO), das Implantat(l) und der neu
gebildete Knochen (K). Die Farbbander markieren die Knochenapposition ab dem
14.postoperativen Tag: Xylenolorange (gelb), Calceingriin (griin), Alizarinkomplexon
(rot), Tetracyclin (braun).

3.6 Toluidinblaufarbung

In den Praparaten der Toluidinblaufarbung waren auf beiden Seiten keine Anzeichen
fur eine Infektion oder entzindliche Infiltrate zu erkennen. Im Bereich des
Sinusbodens war auf beiden Seiten eine Knochenapposition zu erkennen, welche
sich ins Augmentat erstreckte (vgl. Abbildung 8). Die Knochendichte nahm jedoch
zum Zentrum hin ab, beziehungsweise sie war nicht mehr zu erkennen. Im Bereich

des ortsstandigen Knochens waren die Bio-Oss® Partikel von neu regeneriertem
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Knochen umgeben und von Osteoblasten besiedelt, was die guten osteokonduktiven
Eigenschaften der Mineralstruktur des Materials zeigte. Der Knochen zeigte hier eine
relativ reife Struktur mit lammelarem Aufbau. Am Rand der neuen Knochenapposition

sah man im Gegensatz dazu viele aktive Osteoblasten, der Knochen ist dinn und

eher geflechtartig.

Abbildung 8: Toluidinblaufarbung der Sinusbodenaugmentation der Testseite mit
Bio-Oss®, autologen Osteoblasten und PRP mit primarer Insertion eines ITI®-
Implantates. Die gelbe Linie zeigt den ehemaligen Sinusboden (SB), die rote Linie
den neu appositionierten Knochen, welcher dunkellila erscheint. Die Bio-Oss®
Partikel sind grin markiert. Sinus maxillaris (SM)

Das Bio-Oss® Granulat wies teilweise erhebliche Resorbtionslakunen auf oder war
fast vollstandig abgebaut (vgl. Abbildung 9a). In diesen Bereichen waren mehrzellige
Osteoklasen zu erkennen. Diese Zellen bildeten teilweise konzentrische Schichten

um die Reste des Bio-Oss® Granulats, &hnlich einem Fremdkérpergranuloms.



36

Umgeben wurden diese Granulome von faserreichem Gewebe, welches von
Plasmazellen und Lymphozyten infiltriert war (vgl. Abbildung 10).

Die im Augmentat lokalisierte Implantatoberflache war auf Test- und Kontrollseite nur
sporadisch mit neu regeneriertem Knochen bedeckt. Zu einem Knochen-Implantat-
Kontakt kam es am ehesten im Bereich des Sinusbodens (vgl. Abbildung 9a und b).
Im Gegensatz dazu war das obere Implantatdrittel im ortsstandigen Knochen sehr

gut osseointegriert.

Abb. 9a.
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Abb. 9b.

2 e 1 R i

Abbildung 9: Toluidinblaufarbung der Sinusbodenaugmentation der Testseite mit
Bio-Oss®, autologen Osteoblasten und PRP mit primérer Insertion eines ITI®-
Implantates. In den Abbildungen a und b ist in verschiedenen VergroRerungen der
Knochen-Implantat-Kontakt (—) dargestellt. Der neu gebildete Knochen (K) ist
dunkellila gefarbt. Er Uiberzieht das Bio-Oss® (BO), welches sich helllila darstellt und
das Implantat (1).

In Abb. a. sind im Bio-Oss® (BO) Resorbtionslakunen mit neuem Knochen zu
erkennen ().
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Abbildung 10: Fremdkérpergranulom um Reste des Bio-Oss® Granulat, bestehend
aus Fasergewebe und mehrkernigen Zellen, infiltriert von Lymphozyten.
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3.7 Histomorphometrie

3.7.1 Knochen-Implantat-Kontakt (BIC)

Der Knochen-Implantat-Kontakt zeigte sowohl auf der Kontrollseite als auch in der
Testseite starke Schwankungen innerhalb der jeweiligen Gruppe und war sehr
gering. Das geringe Ergebnis von Tier 1 war auf einen erheblichen Verlust des
Augmentates zurickzufuhren (vgl. Tabelle 8 im Anhang). Der Mittelwert auf der
Testseite mit Bio-Oss® Granulat, PRP und Zellen lag bei 14,1%. Auf der Kontrollseite
mit Bio-Oss® Granulat und PRP lag der Mittelwert bei 12,2% (Grafik 2). Hieraus
ergibt sich, dass die Differenz zwischen Kontroll- und Testseite statistisch nicht
signifikant war (p = 0,249, vgl. Tabelle 7 im Anhang).

Knochen-Implantat-Kontakt in %

30
25 }7 T
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15 1 B Mittelwert

BIC in %

Testseite Kontrollseite

Graphik 2: Vergleich des Knochen-Implantat-Kontaktes von Test- und Kontrollseite
(Mittelwert und Standardabweichung, n=6)
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3.7.2 Augmentationshéhe

Die HOhe des Augmentates in der Testgruppe mit Zellen lag im Mittelwert bei 12,3
mm. Der Mittelwert der Augmentationshéhe der Kontrollgruppe lag bei 11,4 mm
(Grafik 3). Es ergab sich kein statistisch signifikanter Unterschied (p = 0,461, vgl.
Tabelle 8 im Anhang).

Augmentationshéhe in Millimetern
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Graphik 3: Vergleich der Augmentationshéhe von Test- und Kontrollseite (Mittelwert
und Standardabweichung, n=6)
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3.7.3 Knochendichte im Augmentat

Die Knochendichte des Augmentates im Bereich des Sinusbodens auf der Testseite
mit Bio-Oss® Granulat, PRP und Zellen lag im Mittelwert bei 15,0%. Der Mittelwert

der Knochendichte auf der Kontrollseite mit Bio-Oss® Granulat und PRP lag niedriger

bei 11,7% (Grafik 4). Diese Differenz war ebenfalls statistisch nicht signifikant (p =

0,686, vgl. Tabelle 9 im Anhang). Die einzelnen Werte unterlagen auch hier starken

Schwankungen, wobei die geringen Ergebnisse bei Tier 1 erneut auf den Verlust des

Augmentates zurlickzufiihren waren.
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Knochendichte im Augmentat in %
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Graphik 4: Vergleich der Knochendichte im Augmentat von Test- und Kontrollseite

(Mittelwert und Standardabweichung, n=6)
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4. DISKUSSION

In der vorliegenden Studie wurde bei sechs Gottinger Minischweinen eine
Sinusbodenaugmentation mit direkter Implantatinsertion durchgefiihrt. Hierbei wurde
der Effekt von mit Osteoblastenvorlauferzellen besiedeltem Bio-Oss® Spongiosa
Granulat unter der Zugabe von PRP zu reinem Bio-Oss® Spongiosa Granulat (ohne
Zellen) mit PRP nach sechs Wochen Versuchsdauer auf die Knochenheilung
verglichen. Ziel der Sinusbodenaugmentation ist eine vertikale Erhdhung des
Knochenangebotes im atrophierten Oberkiefer auf ca. 14 mm. Der neu gebildete
Knochen sollte eine homogene Struktur aufweisen und zum inserierten Implantat
einen maoglichst grofl3en Oberflachenkontakt herstellen.

Der Einheilzeitraum von sechs Wochen ware ein erheblicher klinischer Fortschritt zur
bisher empfohlenen Dauer von sechs Monaten. Die Auswertungen der untersuchten
Parameter ergaben keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen Test— und
Kontrollseite.

Als Versuchstier wurde das Gottinger Minischwein aus folgenden Grinden
ausgewahlt: Es besitzt eine dem Menschen ahnlich hohe Gewebedurchblutung, die
Knochenapposition von 1,2 uym/Tag &hnelt der des Menschen von 0,9 pm/Tag
(HOnig & Merten 1993), der Sinus maxillaris ist pneumatisiert und entspricht in Grél3e
und Form der des Menschen und die Sinusmukosa gleicht in ihrer Dicke und
Verletzlichkeit, im Gegensatz zur derben des Hundes, eher der des Menschen
(Wetzel et al. 1995). Diese anatomischen und physiologischen Gegebenheiten des
Minischweins bilden daher die Vorraussetzung fir die Ubertragbarkeit der
Ergebnisse vom Tiermodell zum Menschen (Drommer 1981, Honig & Merten 1993).
Eine intraorale Implantatinsertion in den Alveolarkamm ist durch die Lage der Arterie,
der Vene und des Nervus infraorbitalis zwischen Kieferndhle und Seitenz&hnen
(Popesko 1979) nicht mdglich. Daher erfolgt die Implantatinsertion in die Kieferhdhle

und die Sinusbodenaugmentation von extraoral (Terheyden et al. 1999).
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4.1 Bewertung des plattchenreichen Plasmas

Bei der Herstellung des plattchenreichen Plasmas wurde versucht, die
Thrombozytenkonzentration konstant zu halten. Zur Anwendung kam die von Roldan
2004 statistisch erprobte Methode, welche eine Modifikation des von Marx (Marx et
al. 1998) entwickelten Verfahrens darstellt. Der erreichte Mittelwert des
Anreicherunsfaktors lag bei 4,08. Die relativ grol3e Variabilitat zwischen den Tieren
bezuglich der Thrombozytenkonzentration im Vollblut spiegelte sich nach dem
Zentrifugieren auch im angereicherten PRP wider (vgl. Tabelle 7 im Anhang). Dies ist
kritisch zu sehen, da somit auch der Gehalt an den enthaltenen Wachstumsfaktoren
wie PDGF, TGFB und IGF im PRP unterschiedlich einzuschétzen ist. Der Effekt
dieser Faktoren ist bei lokaler Applikation jedoch dosisabhangig, was verschiedene
Studien belegen (Beck et al. 1993, Ripamonti et al. 1997). Die ideale
Thrombozytenkonzentration und somit die ideale Wachstumsfaktorendosis ist bisher
unbekannt.

Neben der Thrombozytenkonzentration im Vollblut beeinflussen weitere Faktoren die
Herstellung und spatere Wirksamkeit des PRP’s. Dazu zadhlen eine vorzeitige
Degranulation der Thrombozyten, eine mogliche Kontamination durch Leukozyten,
die Zentrifugationsdauer und Beschleunigung und die Lagerungsbedingungen fur
Vollblut und PRP (Hbnig & Merten 1993, Barradas et al. 1994, Landesberg et al.
2000, Weibrich et al. 2001). Aus den genannten Grinden ergibt sich die
Schwierigkeit, experimentell allgemeingiltige Daten zu produzieren. Dies
verdeutlichen verschiedene experimentelle Studien, die teilweise eine beschleunigte
Knochenheilung (Wiltfang et al. 2003, 2004) oder verbesserte Osseointegration
zeigen (Furst et al. 2003), eine erhdhte Knochendicht bei zur Kontrollseite gleicher
Osseointegration (Roldan et al. 2004b, 2008) oder keinen Vorteil bei der Applikation
von PRP (Roldan et al. 2004a). In einer vorangegangenen Studie von Liu, die nach
dem gleichen Modell aufgebaut war, bei der jedoch kein PRP zum mit Zellen
besiedelten Bio-Oss® Granulat gegeben wurde, war ebenfalls kein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen Test- und Kontrollseite zu erkennen (Liu et al.
2008). Die Werte der Knochendichte sind nahezu gleich (15,0% vs. 12,3%), der
Knochen-Implantat-Kontakt war jedoch ohne PRP hoher (14,1% vs. 24,1%). Dies
zeigt, dass die Zugabe von PRP in der angewendeten Form keinen Vorteil bringt
(Liu, et al. 2008).
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4.2 Bewertung der autologen Osteoblasten

In verschiedenen experimentellen Studien wurde am Kleintiermodell die Wirksamkeit
von autologen osteogenen Zellen zur Verbesserung und Beschleunigung der
Knochenbildung bei der Sinusbodenaugmentation mit Erfolg versprechenden
Ergebnissen getestet. Ohya fuhrte an Hasen eine Sinusbodenaugmentation mit
BMSCs (bone marrow stromal cells) und PRP im Vergleich zu autologem Knochen
und PRP (Ohya et al. 2005) durch, ohne einen signifikanten Unterschied
festzustellen, was flr das Potential des Tissue Engineering spricht. Pierie zeigte am
Minischwein  bei beidseitigem Sinuslift eine héhere Knochendichte und einen
hoheren Knochen-Implantat-Kontakt bei der Verwendung von MSCs (mesenchymal
stem cells) PRP und FH (Fluorohydroxylapatit) im Vergleich zu reinem FH (Pieri et al.
2008). Trotz dieser vielversprechenden Ergebnisse zeigt die vorliegende Studie,
dass die Knochenneubildung durch das Besiedeln von Bio-Oss® Granulat mit
Osteoblastenvorlauferzellen und der Zugabe von PRP nicht beschleunigt wird.

Fur dieses Ergebnis gibt es mehrere mdgliche Griinde. Einer ist das Absterben der
Osteoblastenvorlauferzellen nach dem Einbringen in den Sinus maxillaris aufgrund
des Fehlens von Nahrstoffen und Sauerstoff. Es wird von einem erheblichen Verlust
von in vivo transplantierten Osteoblasten aufgrund von einem Mangel an N&ahrstoffen
und Sauerstoff berichtet (Kneser et al. 2006). Im vorliegenden Modell erfolgte die
initiale Versorgung der Zellen mit Sauerstoff und Nahrstoffen per Diffusion aus der
umgebenden Knochenwand. Diese Versorgung ist jedoch nur bis zu einem Umkreis
von 200 ym moglich (Goldstein et al. 2001), was sich bei einer durchschnittlichen
Augmentath6he von 12,3 mm negativ auf das Uberleben der Zellen auswirken kann.
Das EinsprieRen von Gefal3en in das Augmentat und somit eine direkte Versorgung
der Zellen geht sehr langsam vor sich, was eine Vaskularisierungsrate von 0,09-0,25
mm/Tag bei einem Kaninchen-Modell zeigt (Zawicki et al. 1981). Daher litten die
meisten Zellen, mit Ausnahme der im Randbereich des Augmentats, maoglicherweise
an einer Unterversorgung von Nahrstoffen und Sauerstoff, was zum Absterben
fuhrte, bevor sie durch einsprieRende GefalRe versorgt werden konnten. Dafir
spricht das Abnehmen der Knochendichte vom Randbereich zum Zentrum des
Augmentates hin.

Ein weiterer moglicher Grund ist der Verlust der Osteogenitat, also der Fahigkeit

Knochen zu synthetisieren. Dies ist nach mehrmaligem Passagieren in vitro mdglich
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(Muraglia et al. 2000), in der vorliegen Studie vor der Transplantation aber eher
unwahrscheinlich, da sie nur zweimal passagiert wurden und in der Parallelkultur die
Osteoblastennatur der Zellen mittels der Marker Osteocalcin, HP und LP
nachgewiesen wurden. Eine Kontrolle der Osteogenitat nach dem Siedeln der Zellen
auf das Bio-Oss® ist jedoch nicht méglich. Ein Verlust der Osteogenitat nach dem
Einbringen der Zellen in vivo ware aufgrund des Mangels an N&hrstoffen und
Sauerstoff moglich, auch falls sie die schwierigen Bedingungen tberleben wirden.
Durch die Zugabe von PRP kénnte der Mangel an osteoinduktiven Faktoren im
Augmentat ausgeglichen werden. Hier stellt sich die Frage, ob die enthaltenen
Wachstumsfaktoren die Osteogenitat der Zellen auch ohne vorhandene Né&hrstoffe
anregen konnen. Hinzu kommen die in 4.1 beschriebenen Probleme beim PRP. Des
Weiteren beruht die Knochenregeneration auf einem kontinuierlichen Wechselspiel
von Wachstumsfaktoren, Zytokinen und osteogenen Zellen (Robey et al. 1993, Reddi
1998, Lieberman et al. 2002). Wachstumsfaktoren wie die im PRP enthaltenen
BMP’s koénnen die Differenzierung und Proliferation der osteogenen Zellen
beeinflussen (Kneser et al. 2006), die standige osteogene Funktion der Zellen ist
aber von einer kontinuierlichen Férderung dieser Faktoren abhangig (Hu et al. 2005).
In der vorliegenden Studie wurde das PRP jedoch nur einmal beim Implantieren der
Zellen in die Kieferhohle appliziert. Weitere Wachstumsfaktoren mussten ebenfalls
den Weg der Diffusion gehen und gelangen nicht weit genug in das Augmentat.
Daher kdnnten die Zellen ihre osteogene Funktion verlieren.

Ein weiterer kritischer Punkt ist die Dichte und Anzahl der Zellen auf dem Bio-Oss®
Granulat. Die Anzahl und Konzentration der osteogenen Zellen in einem Gerist ist
von entscheidender Bedeutung fur die erfolgreiche Knochenbildung in vivo (Hernigou
et al. 2005a, b). In der vorliegenden Studie wurden die Zellen eine Woche auf dem
Bio-Oss® Granulat kultiviert. In einer vorherigen Studie von Acil wurden die Zellen 6
Wochen auf dem Bio-Oss® Granulat unter den gleichen Bedingungen kultiviert und
bildeten hier einen dichten Zellverband (Acil et al. 2000). Mdéglich ist daher eine zu
geringe Zelldichte nach einer Woche, um eine deutliche Verbesserung der
Knochendichte zu bewirken.

Zu beachten ist auch die Fremdkorperreaktion im Augmentat mit Bildung von
Granulomen um die Reste des Bio-Oss® Granulates. Bio-Oss® ist ein in der Mund-
Kiefer-Gesichtschirurgie weit verbreitetes und gut dokumentiertes

Knochenersatzmaterial, welches durch die Vorbehandlung antigenfrei ist (vgl. Kapitel
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2.3). Bisher sind keine derartigen Fremdkorperreaktionen bei einer Augmentation mit
Bio-Oss® bekannt. Durch die Verwendung von autologem Serum statt fetalem
Kalberserum bei der Kultivierung der autologen Osteoblasten sollte eine
Antigenreaktion auf das mit Zellen besiedelte Bio-Oss® Granulat vermieden werden.
Die Quelle fur diese Reaktion ist daher unklar, steht aber wahrscheinlich mit dem
Prozess der Zellkultivierung im Zusammenhang.

Die unterschiedlichen Ergebnisse der vorliegenden Studie im Vergleich zu der
Sinusbodenaugmentation am Hasen-Modell (Ohya et al. 2005), aber auch zur
Sinusbodenaugmentation am Minischwein (Pieri et al. 2008), konnten darauf
hindeuten, dass die Grole des augmentierten Volumens entscheidend fur das
Uberleben der auf das Knochenersatzmaterial gesiedelten Zellen oder zumindest
ihrer osteogenen Funktion ist und dass die Einheilzeit ebenfalls eine Rolle spielt. Das
Volumen des Augmentates beim Hasen und somit auch die Diffusionsstrecke fir
Nahrstoffe sind aufgrund der anatomischen Voraussetzungen sicherlich kleiner und
Pierie wahlte fur seine Versuchsdauer 12 Wochen statt der 6 Wochen in der
vorliegenden Studie. Zu beachten sind auch ein anderes Kultivierungsverfahren der
Zellen und das Besiedeln des FH’s einen Tag vor dem Einbringen in den Sinus. Des
Weiteren ist die Art des Knochendefekts sicherlich ein weiterer Faktor fur die
Funktion und das Uberleben der implantierten osteogenen Zellen. In Tiermodellen
mit segmentalen Knochendefekten in der Mandibula (Schliephake et al. 2001,
Abukawa et al. 2004) und anderen Knochen (Petite et al. 2000, Fialkov et al. 2003),
alveolaren Knochendefekten (Weng et al. 2006) und Defekten der Schadelkalotte
(van den Dolder et al. 2003), standen den Zellen N&ahrstoff, Sauerstoff und auch
osteoinduktive Wachstumsfaktoren zur Verfigung um ihr osteogenes Potential
auszuschopfen. Die Defekte mussten manuell geschaffen werden und so stand
angefrischter, durchbluteter, spongitéser Knochen als Umgebung zur Verfligung.
Demgegentiber liegt das mit osteogenen Zellen besiedelte Bio-Oss® Granulat bei der
Sinusbodenaugmentation zwischen der Schleimhaut der Kieferhéhle und der

unverletzten Kortikalis des Sinusbodens.



46

4.3 Osseointegration der Implantate

Der Langzeiterfolg einer Implantatbehandlung ist von einer erfolgreichen
Osseointegration, also einem mechanisch festem Verbund zwischen Knochen und
Implantat abhangig (Branemark 1983). Als reprasentatives Ergebnis gilt ein
Knochen-Implantat-Kontakt von 61,3% nach 6 Monaten am ortsstandigen Knochen
(Arvidson et al. 1990). Studien, die den Knochen-Implantat-Kontakt nach drei bis
sechsmonatiger Versuchsdauer bei einem Sinuslift mit Bio-Oss® beschreiben, zeigen
Werte von 27 bis 38% (Hirzeler et al. 1997a, 1997b, Haas et al. 1998b, Terheyden
et al. 1999). Es liegen jedoch auch mehrere tierexperimentelle Studien mit einer
Versuchsdauer von 6 Wochen und der Verwendung von Bio-Oss® in Kombination mit
PRP oder autologen Osteoblasten vor mit Werten von 5,7 bis 24,2% (Roldan et al.
2004a, 2004b, Liu et al. 2008, Roldan et al. 2008). Eine mit MSCs (mesenchymal
stem cells) PRP und FH (Fluorohydroxylapatit) durchgefuhrte Studie mit einer
Versuchsdauer von 3 Monaten ergab eine signifikanten Erh6éhung des Knochen-
Implantat-Kontaktes (Pieri et al. 2008). Studien mit einer langeren Einheilphase
scheinen jedoch ungeeignet zu sein, da eine langfristige Einheilung von
Knochenersatzmaterialien und autologem Knochen aus biologischer oder
mechanischer Sicht keine Unterschiede aufweisen (Quinones et al. 1997, Haas et al.
1998a). Ergebnisse Uber die Osseointegration nach sechs Wochen Einheilzeit bei
der Verwendung von Bio-Oss®, PRP und autologen Osteoblasten liegen nicht vor. In
der vorliegenden Studie lag der Knochen-Implantat-Kontakt auf der Testseite mit Bio-
Oss® Granulat, PRP und autologen Osteoblasten im Mittelwert bei 14,1%, auf der
Kontrollseite mit Bio-Oss® Granulat und PRP bei 12,2% (vgl. 3.7.1). Eine leichte
Steigerung des Knochen-Implantat-Kontaktes auf der Testseite konnte zwar
festgestellt werden, sie ist jedoch statistisch nicht signifikant und die einzelnen Werte
unterliegen starken Schwankungen (vgl. Tabelle 7).
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4.4 Schlussfolgerung

1. Das Modell war geeignet und die Datengewinnung verlief stérungsfrei und
fuhrte zu validen Daten

2. Die Hypothese wurde abgelehnt

3. Zusatzliche MalRBnahmen wie die Anwendung von angiogenen Faktoren zur
Beschleunigung der Angiogenese im augmentierten Bereich und die
Anwendung von osteoinduktiven Faktoren wie BMPs kénnten moglicherweise
helfen, die autologen Osteoblasten zu erndhren bzw. zu aktivieren, damit
diese die Knochenregeneration und somit die Osseointegration verbessern

und beschleunigen.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Die Sinusbodenaugmentation ist heute Mittel der Wahl, um eine stabile Insertion
eines Implantates im atrophierten distalen Oberkiefer zu erméglichen. Die Hypothese
der vorliegenden Studie war, dass in vitro kultivierte autologe Knochenvorlauferzellen
zu einer verstarkten Osseointegration eines Implantats und zu einer hodheren
Knochendichte bei der Sinusbodenaugmentation fuhren.

Autologe Osteoblastenvorlauferzellen wurden aus einer  spongibdsen
Beckenkammstanze von 6 Minischweinen isoliert und in einem mit autologem Serum
erganzten osteogenen Nahrmedium Kkultiviert. Nach erfolgreicher Bestimmung der
osteogenen Marker wurden die Zellen fir eine Woche auf Bio-Oss® Granulat
angesiedelt. Darauf wurde im Sinus maxillaris durch einen extraoralen Zugang
augmentiert und jeweils ein enossales ITI® Implantat inseriert. Die rechte Kieferhéhle
erhielt ein Gemisch aus Bio-Oss® Granulat, welches mit Zellen besiedelt war und
PRP, in die linke Kieferhthle wurde ein Bio-Oss® PRP Gemisch inseriert. Eine
polychrome Sequenzmarkierung wurde durchgeftihrt. Nach sechs Wochen wurden
die Tiere getotet und die Implantate mit dem umgebenden Gewebe explantiert. Der
Knochen-Implantat-Kontakt, die Knochendichte und die Augmentationshéhe wurden
anhand der hergestellten Hartschliffpraparate digital histomorphometrisch,
mikroradiographisch, fluoreszensmikroskopisch und histologisch gemessen und
gualitativ bewertet.

Die Ergebnisse zeigen auf beiden Seiten vor allem kndcherne Apposition nahe der
Sinuswand, was eher auf ein osteokonduktives Wachstum hindeutet und einem
osteoinduziertem auf der Testseite widerspricht. Das mit autologen Osteoblasten
besiedelte Bio-Oss® und PRP hatte keinen signifikanten Vorteil gegeniiber dem
zellfreien Bio-Oss® und PRP, was der Knochen-Implantat-Kontakt (14,1% vs. 12,2%,
p=0,249), die Augmentationshohe (12,28mm vs. 11,38mm, p=0,461) und der
Knochendichte im Augmentat (15,0% vs. 11,7%, p=0,686) zeigen.

Die autologen Knochenvorlauferzellen konnten trotz des geeigneten Tiermodells
somit unter Zugabe von PRP die Osseointegration enossaler Implantate nicht
beschleunigen und fiihrten nicht zu einer verbesserten Knochenapposition. Somit
unterstitzt die vorliegende Studie den Einsatz von autologen Osteoblasten und PRP
bei der Sinusbodenaugmentation in der Praxis nicht und die Hypothese wurde

abgelehnt.
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7. ANHANG

— Thrombozyten im | Thrombozyten im | Anreicherungs-
Vollblut (x1000/dl) | PRP (x1000/dl) faktor

1 260 1153 4,43

2 264 721 2,73

3 258 971 3,76

4 288 1020 3,54

5 224 1217 5,43

6 303 1387 4,57

Maximum | 303 1387 2,73

Minimum | 224 721 5,43

Mittelwert | 266 1078 4,08

Median 262 1087 4,10

STABW 27,27942 229,21118 0,93825

Tabelle 6: Statistik der Thrombozytenzahlung im Vollblut und im plattchenreichen

Plasma
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i Kontrollseite: Testseite: Bio-Oss® +
Bio-Oss® + PRP PRP + Zellen

1 0,0 % 2,7%

2 26,7 % 15,0 %

3 5,6 % 7,8 %

4 29,2 % 42,9 %

S 7,0 % 7,9 %

6 4,6 % 7,9 %
Maximum 29,2 % 42,9 %
Minimum 0,0 % 2,7%
Mittelwert 12,2 % 14,0 %
Median 6,3 % 7,9 %
STABW 12,44819 14,647

Tabelle 7: Statistik des Knochen — Implantat — Kontaktes (BIC)
Nach Wilcoxon-Analyse war die Differenz des BIC von Test- und Kontrollseite
statistisch nicht signifikant (p = 0,249)
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— Kontrollseite: Testseite: Bio-Oss® +
Bio-Oss® + PRP PRP + Zellen

1 9,95 mm 11,17 mm

2 10,14 mm 14,44 mm

3 12,69 mm 14,50 mm

4 10,62 mm 10,83 mm

° 13,26 mm 9,21 mm

6 11,59 mm 13,53 mm
Maximum 13,26 mm 14,50 mm
Minimum 9,95 mm 9,21 mm
Mittelwert 11,38 mm 12,28 mm
Median 11,11 mm 12,25 mm
STABW 1,37510 2,18705

Tabelle 8: Statistik der Augmentationshdhe
Nach gepaartem t-Test war Differenz die Augmentationshdhe statistisch nicht
signifikant (p = 0,461)
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— Kontrollseite: Testseite: Bio-Oss® +
Bio-Oss® + PRP PRP + Zellen

1 0,0 % 0,0 %

2 12,7 % 33,0 %

3 6,3 % 5,7 %

4 35,3 % 30,0 %

S 0,0 % 10,4 %

6 15,7 % 11,5 %

Maximum 35,3 % 33,0 %

Minimum 0,0 % 30,0 %

Mittelwert 11,7 % 15,0 %

Median 9,5% 10,7 %

STABW 13,24306 13,39887

Tabelle 9: Statistik der Knochendichte
Die Differenz der Knochendicht war nach Wilcoxon-Analyse statistisch nicht
signifikant (p = 0,686)
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