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1. Einleitung und Zielsetzung

Eine relative Indikation zur Transplantation von Knochen bzw. Implantation von Knochen-
ersatzmaterialien (KEM) stellt sich bei allen Erkrankungen und Verletzungen im Mund- Kie-
fer und Gesichtsbereich, die mit ossiren Defekten > lcm’ einhergehen (PARTSCH, 1910).
Hier soll eine Beschleunigung der Reossifikation bewirkt werden. Bei der Rekonstruktion
grof3er, nicht spontan ausheilender Knochendefekte (sogenannter Critical-Size-Defekte), de-
ren Grofle spezies- und altersspezifisch ist, ist eine absolute Indikation zur plastischen Re-

konstruktion mit autologem Knochen oder einem KEM gegeben.

Die Verwendung von autologem Knochen wird zurzeit noch als der Goldstandard angesehen
(BUSER und SCHENK, 1995; KOHAL, 1997). Neben zahlreichen Vorteilen birgt diese Me-
thode jedoch u. a. die Nachteile eines Zweiteingriffs mit moglichen Komplikationen und der
z. T. mangelnden Verfiigbarkeit des Materials in sich. Aus diesen Griinden versucht man seit
Jahren Biomaterialien zu entwickeln, deren physikalische, chemische und mechanische Ei-
genschaften denen des natiirlichen Knochens moglichst nahe kommen und welche auf den

jeweiligen medizinischen Verwendungszweck zugeschnitten sind.

Bereits im Jahre 1668 wurde von dem holldndischen Chirurgen VAN MEKEEREN die erste
erfolgreiche Schiadeldachplastik durchgefiihrt, indem er Hundeknochen in einen menschlichen
Kalottendefekt implantierte (KUBLER 1997). Da die Verwendung von xenogenem KEM
tierischer Herkunft, wie auch allogener KEM von menschlichen Spendern aufgrund immu-
nologischer und infektiologischer Risiken problematisch ist (HONIG et al. 1999), gelangen
heute deutlich verbesserte synthetische KEM vermehrt zur klinischen Anwendung, deren

Entwicklung bereits vor mehr als einem Jahrhundert begann.

Diese sogenannten alloplastischen Materialien kénnen sowohl vollsynthetisch hergestellt, als
auch teilsynthetisch, z.B. durch Extraktion aus tierischem Knochen oder Algen, gewonnen
werden. Zu den synthetischen KEM gehoren Kalziumphosphate (CP), welche als Hydroxyla-
patite (HA), Tricalciumphosphate (TCP) sowie Bioglédser verfiigbar sind. Die herkommlichen
KEM auf CP-Basis werden bei 1100-1500°C im Sinterverfahren hergestellt (BAUER et al.
1992); man spricht auch von CP-Sinterkeramiken. Sie sind vom Organismus schwer abbau-
bar, Teile konnen oft zeitlebens als Restpartikel im Knochen nachgewiesen werden (PIE-

SOLD et al. 2004).



An der Universitit Rostock beschiftigt sich eine interdisziplindre Forschungsgruppe von Mi-
tarbeitern des Fachbereiches Physik und der Medizinischen Fakultdt mit der Entwicklung op-
timierter KEM auf HA-Basis. Es handelt sich um eine innovativ im Sol-Gel-Verfahren her-
gestellte, nanokristalline, hochporose Kieselgel(SiO,)-Hydroxylapatit-Matrix (GERBER et al.
2000). Diese besitzt nicht nur eine gute osteokonduktive Wirkung, sondern regt zudem die
Knochenneubildung an und wird angepasst im Rahmen des physiologischen Knochenumbaus
(Remodelling) biodegradiert, wie vorangegangene Studien belegen (ABDO 2003). Somit ist
die zu testende SiO2-HA-Matrix kein KEM im herkdmmlichen Sinne, sondern sollte aufgrund
ihrer, die Knochenregeneration fordernden Wirkung als Knochenaufbaumaterialien (KAM)
bezeichnet werden. Das wird durch ergédnzende Untersuchungen an Miniaturschweinen besté-
tigt, bei denen durch dieses KAM im subkutanen Fettgewebe eine extraskelettale Knochen-

bildung induziert werden konnte (GERBER et al. 2006, BIENENGRABER et al. 2006).

Ziel der vorliegenden experimentellen Studie ist es, dieses neu entwickelte KAM, welches
unter dem Handelsnamen NanoBone® (Artoss, Rostock) als granuldres Xerogel verfiigbar ist,
mit einem anderen auf dem Markt erhiltlichen, ebenfalls HA-basierten KAM zu vergleichen.
Dabei handelt es sich um das nanopartikuldre hochdisperse HA-Hydrogel Ostim® (Heraeus-

Kulzer, Hanau), welches in pastdser Applikationform vorliegt.

Fiir die in vivo Testung sollen bei Gottinger Miniaturschweinen artifizielle Critical-Size-
Defekte an der Mandibula gesetzt werden, in die anschlieBend alternierend NanoBone® bzw.
Ostim® implantiert werden soll. Die Beurteilung der Ossifikation im Defektbereich soll nach
Swochiger Kontrollzeit im Sinne einer Kurzzeitstudie erfolgen. Kriterien sind die Bestim-
mung des AusmaBles und die Lokalisation neu gebildeten Knochens, sowie der prozentuale
Anteil des Restdefektes bezogen auf die Ausgangsdefektgrofie. Des Weiteren soll die Resorp-
tion bzw. Biodegradation der KAM im Defekt beurteilt werden. Die Auswertung der Untersu-
chungen soll sowohl klinisch als auch rontgenologisch erfolgen. Zudem ist eine umfassende
histologische Auswertung unter Einschluss qualitativer, semiquantitativer und histomorpho-

metrischer Methoden vorgesehen.

NanoBone® soll anhand der oben genannten Parameter mit Ostim® verglichen werden, wo-
bei in der Diskussion auch Befunde anderer, von der Arbeitgruppe getesteter Biomaterialien
herangezogen werden sollen. Auf dieser Basis soll die Eignung der getesteten Materialien als
KAM fiir die Rekonstruktion von knéchernen Defekten der Kiefer-Gesichtsregion einge-

schitzt werden.



2.

2.1

Literaturiibersicht

Knochengewebe-anatomische Grundlagen

1-Substantia compacta
2-Substantia spongiosa
3-Osteon (auseinander gezogen)
4- Blutgefille

5- Periost

6- Zentralkanal (Havers- Kanal)

7- Erweiterte Havers-Kaniile in
der Spongiosa

8- AuBere Generallamellen

9- Fibrae perforantes (Sharpey-
Fasern)

10- Vom Periost her eintretendes
BlutgefiB in ,,Volkmann- Kanal®

Abb. 1: Schematische Darstellung der Anatomie des Knochens, aus Lippert: Lehrbuch Anatomie (2000).
(nicht auf der Darstellung berticksichtigt ist das Endost, welches die innere Auskleidung des Mark-

raumes von Réhrenknochen bildet)

Eine erfolgreiche Integration von KAM in den Heilungsprozess des Skelettsystems setzt
ein grundlegendes Verstdndnis des anatomischen Knochenaufbaus (Abb. 1) sowie der os-
sdren Reparations- und Umbauprozesse voraus. Der Knochen als am hochsten differen-
ziertes mesenchymales Gewebe besitzt eine Stiitz-, Schutz- und Speicherfunktion. Er setzt
sich aus kompaktem und spongiosem Gewebe zusammen, ist duerlich vom Periost be-
deckt und innen in unterschiedlicher Ausprigung vom Endost ausgekleidet. Makrosko-
pisch weist kompakter Knochen dichtes Gewebe auf, wihrend im spongiosen Knochen
ein Netz aus Knochenbélkchen vorherrscht. Das Periost mit seinen Kollagenfasern, Ner-
ven, Blutgefdflen und zelluldren Elementen hat nutritive Funktionen. Periostfibroblasten
haben die Fahigkeit der Differenzierung zu knochenbildenden Zellen, den Osteoblasten.
Das Endost weist dhnliche Funktionen auf wie das Periost (SOOST 2000).

Fiir den histologischen Aufbau der ossdren Kompakta ist die Gliederung in Einheiten, sog.
Osteone, charakteristisch. Sie setzen sich aus einem Haverskanal mit Osteozyten, Arte-
rien, Kapillaren, Venen und Nervenfasern zusammen, um den die Knochensubstanz in bis
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zu 6 Schichten lamellenformig angeordnet ist (LOFFLER, PETRIDES, 1998). Es lassen
sich 4 verschiedene Knochenzellentypen differenzieren: Aus Vorlduferzellen (Osteopro-
genitorzellen) konnen sich knochenbildende Osteoblasten und typische Knochenzellen,
sog. Osteozyten entwickeln. Zudem konnen sich mehrkernige Riesenzellen, sog. Osteok-
lasten differenzieren, die dem Knochenabbau dienen und im Zusammenwirken mit den
Osteoblasten den Aufbau (,,molding”) und den permanenten physiologischen Umbau

(,,remodelling®) des Knochens bewirken.

Die interzelluldre Substanz (Matrix oder Knochengrundsubstanz) setzt sich etwa zu 50%
aus Mineralien, 25% aus organischen Verbindungen und 25% aus Hydratationswasser zu-
sammen. Die mineralische Phase besteht hauptsidchlich aus Phosphat (ca. 50%) und Kal-
zium (ca. 35%), der Rest besteht aus Citrat, Karbonat (6-7%), Nitrat, Natrium, Magne-
sium, Fluor und Spurenstoffe. Unter dem organischen Material iiberwiegt das Kollagen

(90-95%), Restbestandteile sind verschiedene Proteine (JUNQUEIRA, 1996).

2.2 Knochenregeneration und -umbau

Knochen ist ein Gewebe, welches zur kompletten Regeneration befdhigt ist und sich im

permanenten Umbau (Remodelling) befindet.

2.2.1 natiirliche Knochenheilung

Jede Knochenverletzung (Fraktur, Defekt, Implantatinsertion usw.) verursacht initial eine
Blutung aus erdffneten Geféllen des Knochens insbesondere der Markrdume und des Pe-
riosts  sowie der umgebenden Weichteile. Zudem gehen Knochenzellen unter (Zellne-
krosen) und Knochengrundsubstanz wird geschidigt, was wiederum eine lokale Freiset-

zung von Wachstumsfaktoren und Induktoren hervorruft.

In der frithen Gerinnungsphase werden zahlreiche Thrombozyten an der Wundoberfldche
sowie an das Fibrinnetz des Koagulums gebunden. Sie aggregieren und setzen Heilungs-
fordernde Faktoren wie PDGF (Platelet-derived Growth Factor), TGF-B (Transforming
Growth Factor ) und Fibronectin frei (REDDI, 1998). Dariiber hinaus werden weitere
Blut- und Gewebszellen wie neutrophile Granulozyten, Lymphozyten und Monozyten
chemotaktisch in das Wundgebiet gelockt, die wiederum regenerationsférdernde Faktoren
wie Prostaglandine und Interleukine produzieren (DEUEL et al. 1982, POSTLETH-

WAITE et al. 1987, WAHL et al. 1987). Diese Faktoren wirken auf eingewanderte mes-
9



enchymale Zellen, sowie auf Osteoprogenitorzellen des Knochenmarks, wodurch deter-
minierte Osteoprogenitorzellen zu Osteoblasten differenzieren (BRIGHTON, HUNT
1991). Diese Faktoren induzieren bzw. steuern die fiir eine Knochenheilung essentiellen
Prozesse, wie das Einwachsen von Blutgefdlen, Zelldifferenzierung, Zellwachstum, Ma-
trixsynthese und Immunreaktion (SCHENK 1991; 1994) und beeinflussen so in starkem

Umfang Geschwindigkeit und Ausmal} der lokalen Knochenneubildung.

Grundsitzlich werden die primére und die sekunddre Knochenbruchheilung voneinander
unterschieden. Grundvoraussetzung fiir eine primiire Knochenheilung ist die interfrag-
mentdre Ruhe. Zudem darf kein Spalt zwischen den Fragmenten vorhanden sein. Nur so
kommt es zur Kontaktheilung, charakterisiert durch ein direktes Aussprossen von Blutge-
faflen und Differenzierung von Mesenchymzellen zu Osteoblasten und -klasten. Es entste-
hen neue Osteone an den Bruchflichen, was zu einer schnellen knochernen Uberbriickung
des Bruchspaltes fiihrt (SCHENK 1963, 1977). Besteht nicht im Bereich der gesamten
Bruchfliche Kontakt, kommt es zu einer von Endost und Periost ausgehenden Spalthei-
lung. Der Spalt wird mit aus Bindegewebe entstehendem Geflechtknochen ausgefiillt,
welcher sich sekundidr im Rahmen des Remodellings in einen belastungsausgerichteten
Lamellenknochen umwandelt. Kontakt- und Spaltheilung sind Varianten der priméren
Knochenheilung, die parallel zueinander ablaufen koénnen (SCHWENZER, EHREN-
FELD, 2002).

Von sekundiirer Knochenheilung spricht man bei mangelnder interfragmentédrer Ruhe
und einer Spaltbreite oder Defektgrole > Imm. Sie lauft nach SCHWENZER und EH-
RENFELD (2002) in 4 Phasen ab:

1. Das Bruchspalthdmatom (1.-7. Tag) entsteht durch Einblutungen aus verletzten Gefd-
Ben. Umliegendes GefaBBbindegewebe und Markrdaume des Knochens reagieren mit ak-

tiver Hyperdamie sowie fliissiger und zelluldrer Exsudation.

2. Der Granulationskallus (7.-14. Tag) bildet sich durch das Einwandern von subperi-
ostalen pluripotenten Mesenchymzellen in das Frakturhdmatom. Diese differenzieren
sich zu Osteoklasten, welche die nekrotischen Randzonen abbauen, wodurch der
Bruchspalt resp. Defekt primér verbreitert erscheint. Durch eine entziindungsbedingte
Azidose werden die ossdren Randzonen zusitzlich demineralisiert, wobei herausgelo-

ste Kalzium- und Phosphatsalze spiter fiir die Remineralisation genutzt werden.
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3. Der Fixationskallus (14.-21.Tag) ist ein verdichteter Kallus, wodurch eine interfrag-
mentdre Unruhe verhindert wird. Die Mineralisation in Form einer interfragmentéiren,
enchondralen Ossifikation wird in den &uBleren Teilbereichen von einer desmalen

Knochenneubildung begleitet (EINHORN 1998).

4. Die Bildung von Geflechtknochen ist in der 4. Woche abgeschlossen. Es beginnt die
Umwandlung in lamelldren Knochen, dessen Trajektorien entsprechend den Druck-

und Zugbelastungen transformiert werden.

2.2.2 Knochenumbau (Remodelling)

Bereits in der Endphase der sekundéren Frakturheilung kommt es zum Remodelling, d.h.
der Knochen wird den aktuellen Belastungsverhéltnissen angepasst. Eine einmal gewon-
nene Bauweise bleibt nur solange erhalten, wie Zug-, Druck- und Scherkrifte gleich blei-
ben. Andern sich diese kommt es zum erneuten Umbau des Knochens (JUNQUEIRA

1996). Hierbei fithren Zugbelastungen zu Knochenanbau und Druck zu dessen Abbau.

Die aus organischen und anorganischen Komponenten bestehende Knochenmatrix wird
durch die Aktivierung von Osteoklasten abgebaut, die u. a. lysosomale Proteinasen und
saure Phosphatasen freisetzen. Wenn die Resorptionslakunen (Howship'sche Lakunen)
eine Tiefe von 70 pm erreicht haben, kommt es zum programmierten Zelltod (Apoptose)
der Osteoklasten. Diese iibermitteln zuvor Signale an umgebende Osteoblasten, welche
den Defekt durch Ablagerung von Kollagenen und Proteoglykanen mit anschlieBender
Osteogenese wieder auffiillen. Auch Ostrogene und TGF-B stimulieren die Osteoblasten.
Zur Mineralisation werden Calcium und Phosphate von den Zellen akkumuliert, in Vesi-
kel verpackt und ausgeschleust. An dieser Akkumulation ist Osteocalcin, ein im Knochen

auftretendes Protein, beteiligt (LOFFLER, PETRIDES 1998).

Von essentieller Bedeutung fiir physiologische und pathologische ossére ,,Remodelling*-
Vorginge ist die Kalziumkonzentration im Blutplasma, wobei der Knochen das grofite
Kalziumreservoir des menschlichen Koérpers (99 %) darstellt. Zusammen mit Phosphaten
kommt es in der Knochengrundsubstanz zum Auskristallisieren in Form von HA. Aus
noch weichem, neu gebildetem Knochen (Osteoid) wird dadurch fester Knochen

(SCHWARZ, BECKER 2006).

Bei der Regulierung des Kalzium-Phosphat-Haushaltes spielen auch Hormone eine bedeu-

tende Rolle. Das Parathormon entfaltet seine Wirkung an den Osteoklasten, indem es re-
11



zeptorvermittelt die Produktion von cyclischem Adenosinmonophosphat (cAMP) und den
Kalziumtransport der Zellen erhoht und somit den Knochenabbau fordert. Kalzitonin be-
wirkt, ebenfalls rezeptorvermittelt, die Senkung der cAMP-Produktion und die Verkleine-
rung der Osteoklasten, was den Knochenabbau bremst. Wéhrend der Frakturheilung for-
dern Prostaglandine die Kallusbildung und erh6hen die Umbaurate durch Stimulation der
Kopplung von Osteoklasten und Osteoblasten (GRUBER et al.1987). Vitamin D ist erfor-
derlich um eine ausreichende Plasma-Kalzium-Konzentration aufrecht zu erhalten und ei-
ne suffiziente Mineralisation des Knochens zu gewéhrleisten. Dies geschieht iiber die Re-
gulation der renalen Riickresorption sowie einer vermehrte Bildung von HA (SCHWARZ,
BECKER 2006).

2.2.3 Integration von Biomaterialien

Als Biomaterialien werden Materialien bezeichnet, die in der Lage sind, mit biologischen
Systemen zu agieren. OSBORN und NEWESLY (1980) unterteilen sie entsprechend ihrer

biologischen Aktivitdt in biotolerant, bioinert und bioaktiv.

Biotolerante Implantate, wie z.B. Knochenzement und Chirurgenstahl, werden bindege-
webig eingeschieden - man spricht von Distanzosteogenese. Bioinerte Implantate (Alu-
miniumoxid, Zirkoniumoxid, Implantate aus Kunststoff und Titan) besitzen auf ihrer
Oberflidche eine stabile Oxidschicht. Im orthotopen Lager kommt es zur direkten Verbin-
dung zwischen Implantat und Knochen in Form einer Kontaktosteogenese. Es bildet sich
tiblicherweise keine interponierende Bindegewebsschicht. Die direkte Verzahnung mit
dem Knochen ermoglicht eine hohe mechanische Belastung. Bioaktiv sind die Mineral-
struktur des Knochens nachahmende Kalziumphosphatkeramiken (wie Hydroxylapatit,
Trikalziumphosphat, Glaskeramiken), die im Organismus spezifische biologische Reak-
tionen auslosen. Durch Osteokonduktion (Leitschienenfunktion) entsteht eine chemische
Bindung zwischen Implantat und Knochen (LE GEROS, 1988). Bioaktive Materialien
konnen infolge positiver Interaktion mit lebenden Geweben u. a. eine Differenzierung von
Vorlduferzellen zu knochenbildenden Zellen bewirken (KOHAL et al. 2001). Dieses wird
von OSBORN und NEWESLY (1980) als Verbundosteogenese bezeichnet.

Die knocherne Regeneration unter der Verwendung von KAM stiitzt sich nach KUBLER
(1997, 1998) auf 3 verschiedenen Komponenten ab (Abb. 2):
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(Knochenbildende

Osteogenese
Zellen: Osteoblasten)

7/ N\

Osteokonduktion Osteoinduktion
(Leitschiene fiir / VVVVVVVVVVV % [Wachstumsfaktoren:
Osteoblasten) - o TGFR, BMPs, ...)

Abb.2: Komponenten der kndchernen Regeneration, aus Bienengréber, V.: Eine neuartige nanokristalline

HA-Kieselgelmatrix, 2007

Osteogenese

Eine Osteogenese erfolgt physiologischer Weise durch eine Stimulation der Proliferation
ortsstindiger knochenbildender Zellen, den Osteoblasten bzw. deren Vorlduferzellen. Im
Rahmen autogener Knochentransplantationen erfolgt eine Ubertragung von Osteoblasten.
Wenn dabei geniigend Osteoblasten iiberleben, konnen diese proliferieren und die Kno-

chenneubildung aktivieren bzw. beschleunigen.

Osteokonduktion

Bei der Osteokonduktion werden vorhandene ortstindige Osteoblasten angeregt in ein
hochporos strukturiertes KAM nach Art einer Leitschiene begleitet von Kollagenfasern
und Gefillen einzuwachsen (FEIFEL, 1996). Damit wird eine vom Lagergewebe ausge-
hende Knochenneubildung ohne vorhergehende vollstindige Resorption erzielt. Beziiglich
der Morphologie stellt dabei die natiirliche Spongiosa die Idealstruktur dar (SCHENK,
1994).

Osteoinduktion

Neben den oben genannten Mechanismen der Osteogenese und der Osteokonduktion exi-
stiert noch eine weitere Komponente, die eine knocherne Regeneration beschleunigt- die
Osteoinduktion. Insbesondere von einer bestimmten Gruppe von Wachstumsfaktoren, den

sogenannten ,,Bone Morphogenetic Proteins“(BMPs), geht eine solche osteoinduktive
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Wirkung aus. Diese sind als nichtkollagene Bestandteile in der Knochenmatrix vorhanden
und konnen in die Umgebung diffundieren (KUBLER 1997; URIST 1989). Bei der Osteo-
induktion stimuliert das Transplantat oder ein mit natiirlichen oder synthetischen BMPs
angereichertes KAM die Differenzierung von Stammzellen des Lagergewebes zu Osteo-
blasten. Das KAM dient hier zusétzlich als Leitstruktur und wirkt damit als osteokonduk-

tiver Kofaktor (FRIESEN, 2006).

2.2.4 Abbau von Knochenersatzmaterialien (Biodegradation)

Der Abbau von in den Korper eingebrachten Implantaten unter In-vivo-Bedingungen wird

als Biodegradation bezeichnet (DRAENERT et al. 2001).

Hierbei sollte die Geschwindigkeit der Resorption dem Umbau des Knochengewebes an-
geglichen sein, um einen vorzeitigen Verlust des Leitgeriistes durch zu schnellen Abbau
oder seine zu lange Persistenz aufgrund schlechter Resorbierbarkeit und der daraus resul-

tierenden Behinderung der Knochenregeneration zu vermeiden (GUNTHER et al. 1998).
CP- Keramiken werden grundsétzlich auf 2 Wegen abgebaut:

1. durch chemische Losung, da Kalzium- und Phosphationen sowie Hydrogen- und

Dihydrogenphosphationen abhéngig vom pH-Wert in wissrige Losung gehen.

2. durch den Zerfall der Keramik, wobei diese zunichst in Einzelpartikel zerfillt, die

anschliefend durch phagozytire Zellaktivitit abtransportiert werden (ABDO 2003)

Das Degradationsverhalten ist von verschiedenen Faktoren abhingig:

So wird die chemische Loslichkeit der CP-Keramiken unter anderem durch ihren Mi-
neralbestand bestimmt. In Untersuchungen von ADAM, NEBELUNG und VOGT im
Jahre 1988 wurde das Losungsverhalten von verschiedenen Kalziumphosphaten nach 24-
stiindiger Behandlung mit Wasser (80°C) getestet. Die Ergebnisse zeigten, dass Kalzium-
polyphosphat ((Ca(POs),),) sich am besten 16ste. Beta-Trikalziumphosphat (B-Caz(PO4),)
und Alpha-Trikalziumphosphat (a-Caz (PO,),) zeigten ebenfalls ein gutes, aber protrahier-
tes Losungsverhalten. Hydroxylapatit (Cas (PO4); OH) 16st sich nur im stark sauren Mil-
lieu, das in vivo normalerweise nicht vorkommt. Am niedrigsten war der prozentuale An-
teil an gelostem CP bei Tetrakalziumphospat (Cas(PO4),0).

Nach YAMADA et al. (1997) ist das Ausmalf} der Resorption annéhernd proportional zur

Loslichkeit eines Biomaterials. Ein anzustrebender osteoklastirer Abbau wird insbesonde-
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re durch die Zusammensetzung und Porositdt der CP-Keramik beeinflusst (HEYMANN et
al. 2001). Hierbei ist die Resorptionsrate der Oberfliche direkt proportional und hingt
somit in erster Linie von der Mikro- bzw. Nanoporositit ab (DE GROOT 1988; KLA-
WITTER und HULBERT 1971). Die Makroporen oder intergranuldren Hohlrdume ein-
schlieBende Gesamtporositit (siehe auch 2.3) sollte interkonnektierend sein, um das Ein-
wachsen des Knochens in das KEM zu erméglichen (KLAWITTER, HULBERT 1971;
BOBYN et al. 1980).

2.3 Anforderungen an Knochenersatzmaterialien

Knochendefekte, die eine lokalisationsabhidngige kritische Grof3e tiberschreiten, konnen
nicht spontan ausheilen (AABOE et al., 1995). Um die Kontinuitdt und die mechanische
Belastbarkeit des Knochens aufrechtzuerhalten, miissen diese Defekte aufgefiillt werden.
Dieses ist  will man auf autologen Knochen verzichten - Hauptanwendungsgebiet von
KEM. Da diese eine Platzhalterfunktion fiir den neu entstehenden Knochen besitzen, miis-
sen sie eine entsprechende Primérstabilitdt haben. AuBerdem sollten sie die Regeneration
des Knochens fordern bzw. ihn moglichst vollwertig ersetzen. Daher sollten KEM dem
Knochen am Implantationsort hinsichtlich seiner mechanischen, chemischen und physika-

lischen Eigenschaften entsprechen.

Nach KATTHAGEN (1986) sind KEM Implantatmaterialien, die die Knochenbildung
stimulieren, den korpereigenen Knochen nur voriibergehend ersetzen und sich im Verlauf
der Knochenregeneration nach und nach auflosen, dass heif3t, sie sollten in dem Mal3 bio-
degradiert werden wie neuer Knochen entsteht (SAILER, WEBER 2000). KEM diirfen
weder toxische, kanzerogene oder teratogene, noch anderweitige systemisch unerwiinsch-
te Wirkungen haben. Zudem sollten sie und ihre Degradationsprodukte im Sinne der
Langzeitvertriaglichkeit biokompatibel sein, sowie eine Substratwirkung besitzen, d.h. ihre

Abbauprodukte sollten fiir den knochernen Wiederaufbau verwendet werden kénnen.

Angestrebt werden sollte der Einsatz bei moglichst vielen Indikationen, bei denen heute
noch autologer oder allogener Knochen verwendet wird. Moderne KAM sollten in der
Lage sein, sich den individuellen Gegebenheiten des Lagergewebes anzupassen und es so
zu konditionieren, dass die gewliinschte schnelle Knochenregeneration einsetzt, die auf ei-
nem Wechselspiel zwischen dem eingebrachten KAM und dem bestehenden Lager be-
ruht (RUGER, 1992). Hierfiir ist eine hohe Bioaktivitit, d.h. ein guter Stoffaustausch zwi-

schen Wirts- und Lagergewebe erforderlich (LINHART et al. 2004).
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In der bereits 1911 erstellten Klassifikation von LEXER werden Knochenlager in 3 ver-

schiedene Typen eingeteilt:

1. Das ersatzunfihige Lager, das keine eigene osteogene Potenz aufweist z.B. Narben-

gewebe oder strahlengeschéidigter Knochen

2. Das ersatzschwache Lager, welches ungiinstige Bedingungen aufweist fiir eine Kno-
chenregeneration z.B. Implantationsorte aulerhalb des Knochengewebes, mechanische

Instabilitdt oder beeintrachtigte Vaskularisation des Knochens

3. Das ersatzstarke Lager, wobei es sich um Knochengewebe ohne oder mit vollstindig

kompensierten Vorschddigungen handelt (EITEL et al. 1980).

Hauptbedingungen fiir den Erfolg einer Transplantation oder Implantation ist die Fahig-
keit des Lagers, das eingebrachte Material vaskuldr zu erschlieBen (SCHWEIBERER et
al. 1981) sowie die Potenz des KAM die Proliferation vitalen Gewebes auf der Oberfliche
und moglichst auch ins Innere seiner Hohlrdume zu ermdéglichen und die knécherne
Integration zu fordern, d. h. osteokonduktiv zu wirken (KATTHAGEN 1986). Grundvor-
aussetzung fiir diese Osteokonduktivitét ist das Vorhandensein von interkonnektierenden
Poren verschiedener GroBenordnungen, durch welche eine vergroBerte spezifische Ober-
fliche des KAM resultiert. Diese wiederum beeinflusst das In-Vivo-Verhalten, denn die
initiale physikalisch-chemische Wechselwirkung mit den umgebenden biologischen Fliis-
sigkeiten und die spétere biologisch-zelluldre Reaktion beginnen an der Materialoberfla-
che (WEIBRICH et al. 2000). Untersuchungen von RAHN et al. (1986) mit HA- Bioke-
ramiken zeigten das schnellste Einwachsen von vitalem Knochen bei 60-80%iger Porosi-
tdt und einem Porendurchmesser von 80- 160pum.
Wir unterscheiden Makroporen (>100pum) und Mikroporen (10- 100pm) sowie Poren im
Nanometerbereich. Erstere sind notwendig fiir das Einwachsen von Gefd3en, Mikroporen
fiir die Einwanderung von Zellen und Kollagenfasern und Nanoporen fiir die Plasma- und
Proteinadhésion (KLAWITTER und HULBERT 1971, DACULSI und PASSUTI 1990,
HENKEL et al. 2004). Von an der KAM-Oberfliche adhérierenden Plasma- und Gewebs-
proteinen kann unter bestimmten Bedingungen eine osteoinduktive Wirkung ausgehen,
was BIENENGRABER et. al. (2006) bei Minipigs belegen konnten, bei denen im Subku-
tangewebe eine ektope, KAM-induzierte Ossifikation erzeugt werden konnte.
Osteoinduktive Stoffe (BMPs), knochenbildende Zellen oder auch Medikamente wie An-
tibiotika konnen dafiir geeigneten KAM als Tréagerstoffe beigefiigt oder aufgelagert wer-

den. Eine verbesserte Reossifikation von Defekten kritischer Grofle durch Bepflanzung
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des KAM auf HA- Basis mit autologen Osteoblasten bei Minipigs konnte von HENKEL
et al. (2005) allerdings nicht nachgewiesen werden. Offenbar gewinnen die transplantier-

ten Osteoblasten keinen rechtzeitigen Anschluss an die GefalBversorgung und sterben ab.

Tabelle 1 fasst die wichtigsten Anforderungen an ein KAM abschlieBen zusammen:

Tabelle 1:
Anforderungen an ein KAM
. osteogenetisch
o osteoinduktiv
o osteokonduktiv
° Platzhalterfunktion und Schaffen einer Primérstabilitit
° keinerlei Toxizitdt, Kanzerogenitit, Teratogenitdt oder anderweitige systemisch
unerwiinschte Wirkung
o Biokompatibilitdt, auch hinsichtlich der Degradationsprodukte
° der Knochenbildung angepasste Biodegradation
o Substratwirkung
° bei moglichst vielen Indikationen einsetzbar
o Anpassung an individuelle Gegebenheiten des Lagers und dessen Konditionie-
rung
o Funktion als Trégersubstanz fiir andere Stoffe

2.4 Einteilung und Eigenschaften von Knochentransplantaten und KEM

Hinsichtlich ihrer Herkunft unterscheidet man Knochentransplantate von Knochenimplan-
taten bzw. -ersatzmaterialien. Unter ersteren versteht man nach KUBLER (1997) die
Ubertragung von Knochengewebe mit vitalen, knochenbildenden Zellen. Die Transplanta-

te lassen sich gemif3 Tab. 2 wie folgt einteilen:
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Tabelle 2:

Transplantate Terminologie (modifiziert aus Reichart, Hausamen, Becker:

Curriculum zahnirztliche Chirurgie, 2000)

Autotransplantat (autogenes, frither ho- | Spender und Empfinger sind identisch

mogenes Transplantat)

Isotransplantat (isogenes Transplantat) Spender und Empfanger sind genetisch iden-

tisch

Allogenes Knochentransplantat (homo- | Spender und Empfénger sind genetisch diffe-

loges Transplantat) rent, gehoren aber derselben Spezies an

Xenogenes Knochentransplantat (hete- | Spender und Empfinger sind genetisch diffe-

rologes Transplantat ) rent, sie gehoren verschiedenen Spezies an

Zu den KEM und ihrer Weiterentwicklung, den regenerationsférdernden KAM, gehoren
alle nicht korpereigenen Substanzen, welche zur Auffiillung kndcherner Defekte genutzt
werden. LINHART erarbeitete 2003 eine systematische und tibersichtliche Klassifikation,

dieser Biomaterialen (Tab. 3).

Tabelle 3: Einteilung von KEM (Linhart, 2003)

Klasse I (anorganische KEM) a) kalziumhaltige Formkorper
oder Granulate
b) kalziumhaltige Zemente

c) Metalle

Klasse II (Organische KEM) a) biologischer Ursprung

b) synthetischer Ursprung

Klasse III (Komposite) Kombination von organischen und

anorganischen Materialien
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2.4.1 Knochentransplantate

Die Verwendung von autogenem Knochen als Ersatzmaterial ist unstrittig die idealste
Therapievariante zur Behandlung ossdrer Defekte, der sogenannte Goldstandard. Bei Ope-
rationen im Mund-Kiefer-Gesichtsbereich wird autogener Knochen entweder lokoregional
(z.B. von der Kinnprominenz, von retromolar im Ober- und Unterkiefer sowie von der
Apertura piriformis) oder von entfernteren Spenderregionen (z.B. Schidelkalotte, Rippen,
Beckenkamm oder Tibiavorderkante) entnommen. Die GroB3e des Transplantates wird da-
bei maligeblich von der Entnahmeregion bestimmt und die Beschaffenheit des Transplan-
tates ist je nach Art der Spenderregion kompakt, spongios oder kombiniert kortiko-
spongios (SCHWENZER, EHRENFELD, 2002).

Aufgrund ihrer Struktur und grof8en Oberfldche weisen Spongiosatransplantate die grofite
osteogenetische Potenz auf (SOLDNER, HERR 2001). Thr besonderer Vorteil ist, dass sie
sowohl osteokonduktive als auch osteogenetische und osteoinduktive Eigenschaften auf-
weisen (BAUER und MUSCHLER, 2000). Nach URIST (1989) geht jedoch in Abhéngig-
keit von Transplantatlager, -groBe und struktur der groBte Teil der transplantierten
Osteoblasten zugrunde. Die Stimulation pluripotenter Mesenchymzellen zur Bildung von
Osteoprogenitorzellen und Osteoblasten und deren Migration in den Defekt wird durch
bestimmte im Gewebe enthaltenen wachstumsinduzierende Proteine, den Bone Morpho-
genetic Proteins (BMPs), vermittelt (URIST MR.1965). Wenn das Transplantat an Blutge-
fie angeschlossen wird (sog. anastomosierte, gefiB3gestielte Transplantate), wird seine
Uberlebenschance deutlich verbessert, was insbesondere bei Defekten in ersatzschwachem
oder unfihigem Lager angewandt wird. Nachteile sind jedoch ein erheblich hoherer ope-
rativer Aufwand und eine erhohte Komplikationsrate (EHRENFELD et al. 2004).

Ein weiterer Vorteil autologer Knochentransplantate ist das Fehlen immunologischer Ab-
stoBungsreaktionen aufgrund des gleichen genetischen Ursprungs des Materials sowie der
Ausschluss einer moglichen Ubertragung von Infektionen, insbesondere viraler Genese.

Es sind aber auch einige Nachteile bei autologen Knochentransplantationen zu beachten,
wie z. B. eine limitierte Verfligbarkeit, insbesondere bei grolen Defekten. Zum anderen
sind mogliche Komplikationen an der Entnahmestelle oder aufgrund des erforderlichen
Zweiteingriffs nicht auszuschliefen (KURZ, GARFIN, BOOTH, 1989). Aus dem zusitz-
lichen Eingriff resultieren langere Operationszeiten, eine groflere intra- und postoperative
Belastung sowie eine hohere postoperative Morbiditit fiir den Patienten (STUTZLE et al.

1998). Zudem ist zu beachten, dass die initiale mechanische Belastbarkeit von Spongio-
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satransplantaten gering ist (GIESEN et al. 1999, IGNATIUS et al. 2000). Nachfolgend
wird das freie Autotransplantat jedoch fast vollstindig durch neuen Knochen ersetzt, der

normal belastbar ist (AXHAUSEN 1952).

Bei allogenen Transplantaten sind Spender und Empféanger genetisch nicht identisch. Sie
gehoren jedoch der gleichen Spezies an. Vorteile dieser Art des Knochenersatzes sind eine
ausreichende Verfligbarkeit und gute Osteokonduktivitit. Zusdtzlich verweist SAILER
(2000) auf die Vorteile des Wegfalls eines Zweiteingriffs mit moglichen Komplikationen,
verkiirzte Operationszeiten und die giinstigen Lagerbedingungen bei Zimmertemperatur.
Erhebliche Nachteile hingegen sind die vorhandene Antigenitdt mit moglichen Absto-
Bungsreaktionen und die Gefahr der Ubertragung von Infektionen, beispielsweise Hepati-
tis oder HIV. Trotz griindlicher Vorbehandlung der Transplantate verbleibt ein geringes
Restrisiko. So wurden von SCHRATT et al. (1996) in Deutschland 4 und von SIMONDS
et al. (1992) in den USA 3 Fille publiziert, bei denen eine Infektionsiibertragung durch al-
logenen Knochen erfolgte. Jedoch war entweder zu diesem Zeitpunkt (1984) eine HIV-
Testung noch nicht moéglich bzw. beim Spender waren zum Entnahmezeitpunkt noch kei-
ne HIV-Antikorper nachweisbar. Die Ubertragung von Hepatitis-C-Viren wurde von
TOMFORD (1995) in 3 Féllen publiziert. Dies ist darauf zurlickzufiithren, dass bei Spen-
dern mit frischer Hepatitisinfektion noch keine Antikérper im Serum nachgewiesen wer-
den konnen.

Verbindliche Richtlinien fiir Knochenbanken wurden erstmals 1979 von der American
Association of Tissue Banks verodffentlicht. Aufgrund der HIV-Problematik wurden diese
Richtlinien 1991 iiberarbeitet (American Association of Tissue Banks 1991). Auch in
Deutschland bestehen seit 1990 verbindliche Richtlinien, die 1996 vom Wissenschaftli-
chen Beirat der Bundesirztekammer iiberarbeitet wurden (Richtlinien zum Fiihren einer
Knochenbank 1990, 1996). Allogene Knochenimplantate zdhlen in Deutschland zu den
Arzneimitteln gemédl § 3 Ziffer 3 Arzneimittelgesetz (SOOST 2000).

Um diese gesetzlichen Auflagen zu erfiillen, wird allogener Knochen fast ausnahmslos
vorbehandelt angeboten. Durch den Lyophilisierungsprozess, eine Konservierung labiler
biologischer Substanzen durch Einfrieren und anschlieBende Entwisserung unter Hochva-
kuumbedingungen, gehen die Antigeneigenschaften der Zellmembranen verloren. Es wer-
den jedoch auch andere zelluldre Bestandteile abgetotet, wodurch die osteogenetische Po-
tenz verloren geht (ASCHERL et al. 1987). Erfolgt ein zusétzliches Autoklavieren des

Knochens, d.h. eine Entkeimung durch Dampfsterilisation, gehen osteoinduktive Fakto-
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ren verloren (REICHART, HAUSAMEN, BECKER, 2000) und die mechanische Belast-
barkeit des Transplantates wird deutlich herabgesetzt (KNAEPLER et al. 1992). Hinzu
kommen ein immenser Aufwand beziiglich Spenderselektion, Entnahme, Lagerung und
Untersuchung des Knochens sowie das Knochenbankmanagement (STUTZLE et al.
1991).

Der allogener, lyophilisierte Knochen wird osteoklastir abgebaut; anschlieBend erfolgt

tiber Bindegewebe und Geflechtknochen der Aufbau neuen lamelldren Knochens.

Bei Xenogenen Materialien gehoren Spender und Empfianger nicht der gleichen Spezies
an. Sie werden dhnlich wie allogene Materialien vorbehandelt. Vor- und Nachteile sind
identisch zu den oben beschriebenen allogenen Materialien. Als minimales Zusatzrisiko
kommt insbesondere bei boviner Herkunft - die mogliche Ubertragung von Prionen
hinzu (GLATZEL et al., 2000, SCHWARZ et al., 2000). Nach entsprechender Vorbe-
handlung und reinigung zihlt man xenogene Materialien heute zu den Alloplastiken. Sie
sind osteokonduktiv und werden in den bestehenden Knochen integriert, jedoch zumeist

nur unvollstdndig biodegradiert

2.4.2 Knochenersatzmaterialien (KEM)

Alloplastische Knochenersatzstoffe sind fiir das Einbringen in den Organismus bestimmte
Materialien, die aus anorganischen Substanzen synthetisiert oder halbsynthetisch aus bio-
logischem Material hergestellt werden. Sie sollen die Funktion von Geweben oder Orga-
nen iibernehmen, ersetzen oder verbessern (WILLIAMS 1987). Alloplastische KEM gel-
ten als biotolerant, bioinert bzw. bioaktiv (OSBORN und WEISS 1978). Ihr Hauptvorteil
stellt die unbegrenzte Verfligbarkeit dar. Sie wirken osteokonduktiv und werden entweder
knochern integriert oder von Osteoklasten bzw. Makrophagen abgebaut und durch neuen
Knochen ersetzt. Alloplastische KEM konnen mit osteoinduktiven Substanzen (z.B.
BMPs) beladen werden, die an ihrer Oberfléache resp. ihren porésen Innenstrukturen adhé-
rieren (sog Kompositmaterialien).

In der Mund-Kiefer und Gesichtschirurgie werden hiufig kalziumphosphathaltige KEM
der Klasse I (siche Tab. 3) eingesetzt, wihrend Metalle eher ihre Anwendung in der Be-
handlung von Wirbelsdulendefekten sowie bei der Versorgung von Knochentumoren fin-
den. Materialien biologischen Ursprungs (Klasse Ila) werden aus humanem oder tieri-

schem Knochen bzw. aus Algen und Korallen gewonnen.
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Ersatzmaterialien synthetischen Ursprungs (Klasse IIb) sind Kunststoffe, die moglicher-
weise zukiinftig eine groflere Bedeutung erlangen werden. Die Komposite (Klasse I1I) bil-
den eine inhomogene Klasse von KEM, bei denen durch Kombination organischer und

anorganischer Stoffe die jeweiligen Vorteile vereint werden sollen.

Aufgrund der Thematik dieser Arbeit soll insbesondere auf die synthetischen anorgani-
schen Materialien zum Knochenersatz eingegangen werden, die RUGER (1998) wie

folgt einteilt:

e monophasische synthetische Verbindungen z.B. Ceros 80/82® (Mathys Co., Bettlach/
Schweiz)

e hydrothermal aus Korallen bzw. Algen iiber einen Umwandlungsprozess produzierte
HA-Analoga z.B. Biocoral® (Biocoral, Wilmington/USA), Algipore® (Friadent,
Mannheim)

e aus bovinem Knochen durch einen thermischen Sinterungs- z.B. Endobon® (Merck,
Darmstadt), Pyrost® (Osteo AG, Lubboc/Schweiz) oder Elutionsprotess gewonnene
HA-haltige Substanzen z.B. BioOss® (Geistlich, Baden-Baden), Tutobone®(Tutogen
Medical Inc., Florida/USA)

e mehrphasische CP-Keramiken, Bioglidser oder mehrphasische Glaskeramiken z.B. Ce-
rasorb® (Curasan, Kleinostheim), Perioglas® (John O. Butler GmbH, Kriftel)

e (CP-haltige Knochenzemente z.B. Norian SRS® (Synthes, Solothurn/Schweiz), Biobo-
ne® (Merck, Darmstadt)

Anders als LINHART (2003), welcher teilsynthetische HA-Analoga tierischer und pflanz-
licher Herkunft der Gruppe Ila (organische KEM biologischen Ursprungs) zuordnet (siche
Tabelle 3), geht RUGER in seiner Klassifikation davon aus, dass durch entsprechende
Vorbehandlungen die organischen Elemente der Ausgangsstoffe weitgehend eliminiert

werden und sie somit den synthetischen Materialien angehoren.

Als monophasische synthetische KEM sind Kalziumphosphate (CP) auf der Basis von
HA und B-TCP von Bedeutung. Es werden sowohl synthetische, als auch bovine und phy-
kogene HA-Produkte in Granulat- oder Blockform verwendet (DUMBACH et al., 1988;
GHAZAL et al., 1992; HIDDING et al. ,1988; KASPERS et al. 1986; SHETTY et al.,
1988; WALZ et al., 1994). Ihre herkommliche Synthese erfolgt durch Sintern von CP-
Rohlingen mit verschiedenen Zusétzen bei Temperaturen um 1200 °C. Es entstehen dichte

oder pordse Keramiken, so genannte Hochtemperatur-CP (SCHWENZER, EHRENFELD,
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2000). Davon unterschieden werden die Niedertemperatur-CP, wobei ausgetfilltes HA und
dihydriertes Kalziumbiphosphat als Zemente von besonderem biologischem Interesse sind

(LINHART et. al, 2004).

Anorganisches Phosphat und Kalzium bilden im natiirlichen Knochen Verbindungen, die
hexagonale Kristalle formen, wobei das Hydroxylapatit (Ca;o(PO4)s(OH),) mit einem
Anteil von 50% tiberwiegt. Es entsteht durch Osteoblasten, die Matrixvesikel bilden, in
denen Kristalle aus CP entstehen, die aus den Zellen geschleust werden. Freigesetztes CP
und andere vorhandene Ionen dienen als Kristallisationskeime. Entlang der Kollagenfibril-
len schreitet die Kristallisation fort und es kommt zur Umwandlung der Kristalle in HA

(JUNQUEIRA, 1996).

HA-Keramikanaloga sind teilsynthetische Prédparate pflanzlichen oder tierischen Urs-
prungs. Erstere werden beispielsweise aus dem interkonnektierend, pordsen Calciumkar-
bonatgeriist von Korallen (z.B. Biocoral®, Firma Biocoral, Wilmington/USA) oder Al-
gen (z.B. Algipore®, Friadent, Mannheim) durch hydrothermalen Austausch hergestellt.
Vorteile dieser Materialien sind die gute Verfiigbarkeit sowie das Vorhandensein von
interkonnektierenden Poren (KLAWITTER und HULBERT 1971). Tierische Materialien
sind zumeist bovinen Ursprungs (z.B. BioOss®, Geistlich, Baden-Baden) und werden aus
vollstdndig deproteinisierter Spongiosa hergestellt. Die notwendige Dekontaminierung
von Keimen erfolgt entweder durch eine Hitzebehandlung z. T. bis hin zur Sinterung
(MITTELMEIER und KATTHAGEN 1984) oder durch chemische Substanzen, wobei ein

minimales Restrisiko nicht absolut auszuschlieBen ist.

HA iibt eine stimulierende Wirkung auf die Knochenbildung aus, da Ca®" in Losung geht
(KURASHINA et al. 1982). Ossdres HA ist jedoch bei physiologischem pH-Wert nicht
bzw. schwer resorbierbar, was auch fiir KEM bovinen Ursprungs gilt. Thre nicht biodegra-
dierten Reste bilden im Gewebe einen osteoimplantiren Verbund (RUGER 1998,
MCALLISTER et al. 1999). Eine Osteoneogenese um HA-Partikel herum wird nur ver-
einzelt und - falls vorhanden - in unmittelbarer Ndhe der ossdren Defektridnder beobachtet.
Meist kommt es zu einer bindegewebigen Einkapselung (SCULEAN, JEPSEN, 2004)
Auch synthetische im Sinterverfahren hergestellte HA-Keramiken werden nicht bzw. nur
dulerst langsam abgebaut (KATTHAGEN 1986, MERTEN et al. 1994), wihrend B3-TCP
allméhlich abgebaut wird, jedoch weniger druckstabil als HA ist. Die Partikelgrofe und
die Porositit, die chemische Struktur und die Zusammensetzung der KEM spielen beziig-
lich des Resorptionsverhaltens eine grofle Rolle (MISCH, DIESCH, 1993).
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In den vergangenen Jahren sind die KAM auf HA-Basis erheblich weiterentwickelt wor-
den, wobei eine wesentliche Verbesserung der Biodegradierbarkeit erreicht werden konn-
te. So untersuchte DIETRICH (2005) tierexperimentell neuartige Niedertemperatur-
Kalziumphosphat-Matrizes auf Xerogelbasis mit unterschiedlichen HA- und B-TCP-
Anteilen, wobei das reine HA-Material die giinstigsten Eigenschaften beziiglich Kno-
chenbildung und Resorption aufwies (siche auch Kapitel 3.2). Auch ein von Heraeus-
Kulzer (Hanau) entwickeltes HA-Hydrogel (siche auch 3.1) zeigte in Tierversuchen eine

sehr schnelle Resorption (Heraeus-Kulzer, 2003).

Die Tricalciumphosphate (TCP) konnen in a- und B-Kristallstruktur vorliegen, wobei a-
TCP durch Erhitzen von B-TCP auf >1125 °C hergestellt wird. Da B-TCP in seinem Re-
sorptionsverhalten dem a-TCP {iberlegen ist (LE GEROS 2001), erstreckt sich die expe-
rimentelle Erprobung und der klinische Einsatz fast ausnahmslos auf B-TCP-Préparate
(RUGER 1992). Ein bekanntes Beispiel ist Cerasorb® (Curasan AG, Kleinostheim). Bio-
keramiken auf B-TCP- Basis wirken osteokonduktiv, indem sie dem angrenzenden Kno-
chen als Leitschiene dienen, ein osteoinduktiver Effekt wurde ausgeschlossen
(JARCHOW 1981). Als wesentliche Degradationsmechanismen werden die Hydrolyse
durch Gewebefliissigkeit und der Abbau durch mononukledre Phagozytose beschrieben.
Die schnelle Resorbierbarkeit von TCP ist nicht generell positiv zu beurteilen, denn in
Abhéngigkeit vom Implantationsort findet bei B-TCP eine Biodegradation statt ohne einen
vollstdndigen Ersatz durch Knochen (RUEGER 1998). Neuere In- vivo- Untersuchungen
mit einer weiterentwickelten B-TCP- Keramik (Cerasorb M®) weisen jedoch eher auf eine

verzogerte Resorption hin (KOEPP et al. 2004).

Mehrphasische CP setzen sich aus unterschiedlichen Anteilen von HA und TCP sowie
anderen Komponenten zusammen, wodurch die Eigenschaften des KEMs hinsichtlich Re-

sorbierbarkeit und Stabilitiit verbessert werden sollen.

Zur gleichen Untergruppe zdhlt RUEGER (1998) Biogléiser und Glaskeramiken. Hier-
unter versteht man amorphe Glasarten, die tiber die Oberfldche einen direkten Verbund
zum Knochen eingehen (HEIMKE und GRISS 1980, LUCZAK und SONNTAG 1990).
Biogléser bestehen zum iiberwiegenden Anteil aus SiO2-Verbindungen- einer Glasphase
und sind zumeist bioaktiv (HENCH 1991). Durch eine zweite Glasschmelze bei niedriger
Temperatur entstehen zweiphasige Glaskeramiken, d.h. eine kristalline Phase (Apatit) ist

in einer Glasmatrix eingebettet (RUGER, 1992). So wird im Vergleich zu den Bioglisern
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eine bessere knocherne Anheftung (Verbundosteogenese) sowie eine groflere mechanische
Stabilitét erreicht. Glaskeramiken werden jedoch weder resorbiert noch osteointegriert.
Biogldser und Glaskeramiken werden zur Oberflachenaktivierung von, aus biologisch
nicht reaktionsfidhigen Ausgangsmaterialien hergestellten Implantaten eingesetzt, um de-
ren Verankerungsmoglichkeiten im Knochengewebe zu verbessern. Weiterhin werden sie
als lokale Wirkstofftriger z. B. in der antiseptischen Chirurgie benutzt (RUGER J.M. et
al. 2004).

Das im Jahre 2004 entwickelte KAM BONIT®matrix (DOT, Rostock) vereinigt die posi-
tiven Eigenschaften der Biogldser mit denen der Kalziumphosphate. Es besteht zu 87 Ge-
wichtsprozenten aus einer Mischung von HA- und B-TCP-Kristallen (Verhiltnis 60 : 40),
welche iiber eine Siliziumdioxidmatrix (13 Gew.-%) miteinander verkniipft sind
(HENKEL, DIETRICH, BIENENGRABER, 2005). Bei diesem Material handelt es sich
um ein Xerogel auf CP-Basis, das im Sol-Gel- Verfahren bei einer Temperatur <800°C
herge-stellt wird und Si0O, als Verbundmaterial enthédlt (GERBER et al. 2001).

Ein Weiterentwicklung ist ein ebenfalls in Rostock entwickeltes KAM, eine SiO, Xerogel-
Matrix ausschlieBlich auf HA-Basis, die verbesserte biologische Eigenschaften besitzt. Es
ist seit 2005 unter dem Handelsnamen NanoBone® (Artoss, Rostock) verfiigbar. (Herstel-
lerinformation, 2006). Da NanoBone® eines der beiden in der vorliegenden Arbeit getes-
teten KAM ist, folgt eine genauere Beschreibung bei ,,Material und Methoden* (Kapitel
3.2)

Bereits im Jahre 2002 wurde ein KAM auf HA-Hydrogel-Basis von der Firma Heraeus-
Kulzer (Hanau) entwickelt und unter dem Namen Ostim® auf den Markt gebracht. Hier-
bei handelt es sich um ein phasenreines ungesintertes HA, welches als 35%ige wissrige
Suspension vorliegt und in situ nicht aushéartet (Heraeus-Kulzer, 2003). Da auch dieses
KAM nachfolgend getestet wird, erfolgt seine nédhere Beschreibung ebenfalls spéter (Ka-
pitel 3.1.)
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Kalziumphosphat-Zemente sind eine weitere Untergruppe der synthetischen KEM anor-
ganischen Ursprungs. Ausgefilltes HA ist das Endprodukt aller kommerziell hergestellten
CP-Zemente, welche in reiner Form oder karbonathaltig z.B. Norian SRS® (Synthes, So-
lothurn/Schweiz) hergestellt werden. CP-Zemente bestehen aus einer festen und einer
flissigen Komponente, welche bei der Abbindereaktion eine Kristallstruktur bilden
(BOHNER 2001). HA-Zemente gelten als biokompatibel, injizierbar, osteokonduktiv und
biodegradierbar. Aufgrund ihrer geringen mechanischen Festigkeit sind sie jedoch nur fiir
die Wiederherstellung unbelasteter Knochendefekte geeignet (CHOW 2001).

Die CP-Zemente sind nur sehr gering pords. Makroporen fehlen, wihrend sich Mikropo-
ren nur sparlich finden. Sie wirken daher nicht osteokonduktiv. Ihr Abbau erfolgt zellular,
wobei sie letztlich durch autochtonen Knochen ersetzt werden. CP-Zemente sind zudem
weder osteoinduktiv noch stimulieren sie die Osteogenese; sie dienen in erster Linie als

temporire Platzhalter im Knochen (WEBER, 2006).
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3. Materialien und Methode

3.1 Getestete Knochenaufbaumaterialien

3.1.1 Ostim®

Ostim® (Abb.3) von der Firma Heraeus- Kulzer® (Hanau) ist ein vollsynthetisches KAM
auf CP-Basis. Es liegt als phasenreines, ungesintertes, nanokristallines HA-Hydrogel vor,
wobei die kristallinen Anteile 35 Vol% der Suspension ausmachen. Die Herstellung er-
folgt als kontrollierte Prézipitation von Kalziumphosphatkristallen ohne Sinterung, wobei
ein stochiometrisches Kalzium-Phosphat- Verhéltnis von 1,67 vorliegen muss. Wesentli-
che Eigenschaften sind nach Herstellerangabe eine Kristallgroe von ca. 18 nm, ein pH-

Wert von 7,5, eine spezifische Oberflache von 100m?/g sowie eine Loslichkeit von 2,6mg

HA/100g H0.

Abb.3: HA-Hydrogel Ostim® (Heraeus-Kulzer, 2003)

Das Material wird mittels eines Konzentrationsprozesses in eine formstabile weille Paste
tiberfiihrt, mittels y-Strahlen strahlensterilisiert und kann zur Anwendung mit einer spe-
ziellen Spritze implantiert werden (Abb. 4), wodurch ein formschliissiger Kontakt mit der
Begrenzung der Knochenhohle gewéhrleistet wird. Es eignet sich fiir ortlich begrenzte
Knochendefekte, die aufgrund der pastosen Konsistenz einfach und formschliissig aufge-
fullt werden konnen. Das Material hirtet in-situ nicht aus, was eine schnelle Vaskula-

risation ermdglicht (Heraeus-Kulzer, 2003).
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Abb. 4: Applikation des pastosen KAM Ostim® mittels spezieller Spritze
(aus Jelitte G., Laterale Augmentation- bei Einsatz eines nanokristallinen Hydroxylapatits,
ZMK 20: 54ftf, 2004)

Der Wirkungsmechanismus von Ostime® beruht auf einer lokal begrenzten Stimulation der
Knochenregeneration. Es ist notwendig, Ostime stets so zu implantieren, dass es Kontakt
zum vitalen Knochenlager hat (Abb. 5 und 6), weil nur dann die schnelle Revaskularisie-
rung mit anschlieBender Knochenneubildung erfolgen kann. In einem avitalen Lager zeigt
Ostim® keine Wirkung, da infolge einer fehlenden GefidBeinsprossung auch keine kno-

chenbildenden Zellen einwandern kénnen (DINGELDEIN UND ENGART, 2001).

Abb. 5: Ostim® wird mittels Spritze formschliissig in einen kndchernen Defekt gefiillt (aus Thorwarth et al.:
knocherne Regeneration mit nanopartikuldrem Hydroxylapatit, Implantologie 12/1, S. 21-32, 2004)
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Abb. 6: Situation nach Einbringen des Materials (aus Thorwarth et al.: kndcherne Regeneration mit nanopar-

tikularem Hydroxylapatit, Implantologie 12/1, S. 21-32, 2004)

Die mechanische Stabilitit des Materials im Defekt wird als gering eingeschitzt. In
schmalen sowie spaltférmigen oder kleinen mehrwandigen Defekten ist die Knochenneu-
bildung als gut zu beurteilen. Bei groBeren Knochenkavititen kommt es jedoch laut
WOLF (2003) zur Bildung von zentralen Hohlrdumen durch eine zu schnelle der Kno-
chenbildung unangepassten Resorption. Der Hersteller empfiehlt folgende Indikationen
fiir den Einsatz von Ostim®: das Fiillen von Zysten und Alveolen, Wurzelspitzenresektio-

nen, Parodontitis, Sinuslift, Augmentationen und Periimplantitis.

3.1.2 NanoBone®

NanoBone® (Abb. 7) von der Firma Artoss (Rostock) ist ein vollsynthetisches ungesin-
tertes, hochportses, nanostrukturiertes HA, welches in einem neuartigen Sol-Gel-
Verfahren (GERBER et al., 2000) hergestellt wird. Unter einem Sol versteht man ein Kol-
loid mit nicht zusammenhidngenden, voneinander unabhéngigen Teilchen (Psyrembel,

2002).
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Abb.7: HA-Kieselgel-Matrix (NanoBone®)

Wihrend des Herstellungsprozesses wird reines HA in ein SiO,-Sol auf der Basis von Al-
koxiden gegeben und homogen verteilt. Durch das Entweichen des Losungsmittels (Etha-
nol-Wasser-Gemisch) beim Trocknen entsteht ein Gel, das beliebig geformt werden kann
(Abb.8). Dieses Verfahren ist vom Anteil der verwendeten Kalziumphosphate unabhingig
und erlaubt eine gezielte Gestaltung von Gréf3e und Anordnung der interkonnektierenden
Poren, welche das Einwachsen von BlutgefidBen, Kollagenfasern und zelluldren Bestand-

teilen aus dem umgebenden Knochen erméglichen (HENKEL et al. 2002).

& Zustand vor & Zustand nach
Trocknung: Trocknung:
Kristalle Kristalle sind
liegen in iiber SiO2-Briik-
einem SiO2- ken (rot) mit-
Sol (rosa) einander verbun-

den

Abb.8: Herstellung eines Xerogels durch Trocknung (aus Bienengriber V., Eine neuartige nanokristalline
HA-Kieselgelmatrix, 2007)

Die Porengrofle kann durch die Wahl des Verhéltnisses von Granulat zu Losungsmittel
und Gelprecursor beeinflusst werden. Die Kristallite (Groe 90nm) werden durch SiO;-
Briicken (Anteil von 24%) locker verkniipft (GERBER, 2000). Beim Trocknen durch
langsames Erhitzen auf eine Temperatur von maximal 800°C erfolgt nur eine geringe

Schrumpfung. Es entsteht eine hochpordse Matrix mit einer Feststoffdichte von 0,5-0,7
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g/cm? und einer Porositdt von 60-80%. Diese Poren sind interkonnektierend und besitzen
einen unterschiedlichen Durchmesser. Siliziumdioxid ist nanostrukturiert, welches auf-
grund der extrem vergréBerten duleren und inneren Oberflache von 85m?/g die Adhésion
von Plasma- und Gewebsproteinen begiinstigt. Beim Geliibergang entstehen neben Nano-
poren auch Mikroporen (wenige um bis 100um ©), in die Kollagenfasern und Osteobla-
sten einwachsen konnen. Wihrend der Trocknung und Formgebung entstehen Makropo-

ren (>100um bis mm-Bereich), welche das Einwachsen von Gefillen ermoglichen.

Das Material wird in Granulatform hergestellt und bei der Anwendung mit Patientenblut
gemischt, wodurch eine Paste entsteht, die sich dann formschliissig in Defekte einfiillen

lasst (Abb. 9-13).

Abb.9: Anmischen von NanoBone® mit Patientenblut

Abb.10: mit Patientenblut gemischtes KAM NanoBone®
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Abb.12: pastose Konsistenz des mit Blut gemischten KAM vor der Applikation

Abb.13: Operationssitus nach Defektfiillung mit NanoBone®

Abb. 11-13 aus Bienengriber, V.: Eine neuartige nanokristalline HA-Kieselgel-Matrix, 2007
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3.1.3 Vergleichende Betrachtung der Eigenschaften beider KAM

Sowohl bei Ostim® als auch bei NanoBone® handelt es sich um ungesinterte, nanokri-
stalline KAM, die in unterschiedlichen Formen, sprich als Hydro- oder als Xerogel zur

Applikation vorliegen und sich in ihren Eigenschaften unterscheiden (siehe Tabelle 4).

Tabelle 4:
Eigenschaften von Ostim® und NanoBone®
Ostim® Eigenschaft NanoBone®
Paste (Hydrogel) Applikationsform Granulat (Xerogel)
35% HA in einer wissrigen Bestandteile ca. 76% HA
Suspension 24% SiO,
Kontrollierte Prazipitation Herstellungsprozess Sol-Gel-Verfahren ohne Sin-
von CP-Kristallen (CP- terung
Verhiltnis von 1,67) ohne
Sinterung
18nm Kristallgrof3e 90nm
100m?/g Spezifische Oberfliche 84m?/g
keine Angabe Dichte 0,5-0,7 g/cm?
2,6mg HA/100g H,O Loslichkeit nur bei pH-Wert /<2
7,5 pH-Wert Neutral
keine Angabe Hiirte 40mpas
keine Angabe Porositit Granulatkorn: 61%
Schiittung: 75-80%

Das HA- Hydrogel Ostim® wird durch eine kontrollierte Prazipitation von CP-Kristallen
(stochiometrisches Kalzium-Phosphat- Verhiltnis von 1,67) und anschliefender Suspen-
sion in Wasser hergestellt, strahlensterilisiert und in Spritzen abgefiillt, wihrend das, als
Xerogel vorliegende NanoBone® durch den bereits in Kapitel 3.2.2 detailliert beschriebe-
nen Sol-Gel-Prozess produziert wird und als Granulat, welches vor der Applikation mit

Patientenblut gemischt werden muss, erhéltlich ist (Abb. 14-17).
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Abb.14: makroskopische Darstellung der Abb.15: HA-Kieselgel-Matrix (REM)
Schiittung des Granulats

—— 200 pm —

Abb.16: Einzelnes Granulatkorn (REM) Abb. 17: Kieselgel (TEM)

Abb. 14 - 17 Makro- und Mikrostruktur von NanoBone® aus Bienengriber: Eine neuartige nanokristalline
HA-Kieselgel-Matrix, 2007

Der wichtigste Bestandteil beider KAM ist das nanopartikuldre HA, welches bei Ostim®
einen Anteil von 35% in einer wissrigen Suspension hat, wihrend bei NanoBone® der
Anteil bei ca. 76% HA liegt und der Rest durch 24% SiO, ergénzt wird. Die Kristallgro-
Ben differieren zwischen 18nm bei Ostim® (Abb.18) und 90nm bei NanoBone® (GE-
RBER et al., 2000).

Aus dem festeren Aggregatzustand bei NanoBone® resultiert eine Hirte von 40mpas,
welche bei Ostim® deutlich niedriger liegen diirfte. Genaue Hérteangaben fiir das Hydro-

gel lagen hier jedoch nicht vor.
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Abb.18: Prazipitierte HA- Kristalle (aus Herstellerinformation

Ostim®- Heraeus-Kulzer, 2003)

Die spezifische Oberfldche liegt bei NanoBone® bei 84g/m?* und bei Ostim® laut Herstel-
lerangaben bei 100g/m?. Diese im Vergleich zu herkommlichen KEM grof3en Oberfldchen
entstehen bei NanoBone® durch die interkonnektierende Porositdt des Materials (siehe
auch Kapitel 3.2.2), welche durch die Herstellung bei niedrigen Temperaturen gewéhrlei-
stet wird, wéhrend die groBle Oberfldche von Ostim® allein durch die Form der bei der
Prizipitation gebildeten HA-Kristalle entstehen kann. Sowohl Ostim® als auch NanoBo-
ne® werden bei Temperaturen unter 800°C hergestellt - man spricht von Niedrigtempera-
tur-HA-Matrizes. Im Gegensatz dazu werden herkémmliche CP-Keramiken bei Tempera-
turen um die 1200°C gesintert, was zu einer starken Abnahme der Mikro- und Nanoporo-
sitdt fiihrt (Abb. 19). Diese wiederum sind entscheidend fiir das Auf- und Einwachsen von
vitalem Gewebe auf bzw. in das KAM und somit fiir die Osteokonduktivitit der Biomate-
rialien. Die Porositét eines Granulatkorns von NanoBone® liegt bei 61%, wihrend die
Granulatschiittung eine Porositdt von 75-80% aufweist. Bei Ostim® soll eine schnelle
Vaskularisierung und Migration von knochenbildenden Zellen etc. durch die Weichheit

des Materials gewéhrleistet werden (Heraeus-Kulzer, 2003 bzw. Artoss 2005).
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Abb. 19: Temperaturabhédngigkeit der Porositét: kennzeichnend ist der starke Abfall der Porositit ab ei-
ner Temperatur von 800 °C, oberhalb dieser Temperatur spricht man von Hochtemperatur-
HA-Keramiken oder HA-Sinterkeramiken, unterhalb von 800°C von ungesinterten Niedertem-
peratur-HA-Matrizes
(aus Bienengréber: Eine neuartige nanokristalline HA-Kieselgel-Matrix, 2007)

BCP= Biphasisches Calciumphosphat, HA= Hydroxylapatit

3.2 Versuchstiere und Versuchsdurchfiihrung
3.2.1 Versuchstiere

Gottinger Miniaturschweine wurde in dieser Studie als Versuchstiere gewdhlt, da sie ein
nahezu gleiches ossédres Regenerationsverhalten wie der Mensch aufweisen und zum glei-
chen Kautyp gehoren (HONIG und MERTEN 1993). Es standen 6 adulte minnliche
,Gottinger Minischweine® zur Verfiigung, die bei Versuchsbeginn ca. 1 Jahr alt waren
und durchschnittlich 21,5kg wogen. Die Tiere wurden nach der Operation eine Woche im
Versuchstierhaus der Medizinischen Fakultit der Universitét Rostock gehalten, anschlie-
Bend in einem Landwirtschaftsbetrieb unter regelmiBiger Uberwachung eines Veterinir-

mediziners untergebracht.

3.2.2 Versuchsdurchfiihrung

Die Versuche wurden vom Landesveterindr- und Lebensmitteluntersuchungsamt Meck-
lenburg-Vorpommern (heute Landesamt fiir Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und
Fischerei) nach vorheriger Priifung genehmigt (Genehmigungsnummer: LVL M-
V/TSD/7221.3-1.1-042/04). Fiir den Versuch standen 6 ,,Gottinger Minischweine® zur

Verfligung. Bei jedem Tier wurden Defekte kritischer Gro3e (,,Critical-Size-Defekte) im
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Bereich der anterioren Mandibula beidseits gesetzt. Es resultierten somit 12 artifizielle
Knochendefekte, d.h. 6 pro Versuchsgruppe. Bei den 3 Tieren der Gruppe N erfolgte er-
folgte die Implantation von Ostim®, wihrend bei den Tieren der Gruppe P die 6 Defekte

mit NanoBone® gefiillt wurden.

3.2.3 Operationsverlauf

Zunichst wurden die Tiere mit 4mg/kg Stressnil i.m. prdmediziert. Nach 15 Minuten
schloss sich die Anisthesie mit 20 mg/kg Ketamin und 0,02mg Dormicum in Form einer

Mischspritze an. Zusitzlich wurden lokal 4ml Ultracain beidseits injiziert.

Nach Inzision unterhalb des Unterkieferrandes wurde beiderseits unter Schonung der
Muskulatur und des Periostes der Knochen im vorderen Mandibulabereich freigelegt,
Abb. 20 und 21 zeigen das operative Vorgehen. Zunichst wurden ein kastenformiger De-
fekt mittels Rosenbohrer markiert und dann mittels Fraser und Meil3el von vestibulér bis
zum lingualen Periost perforierend gestaltet, ohne die Wurzelspitzen zu tangieren. Auf-
grund der Defektausdehnung musste der Mandibularkanal mit Inhalt (N. alveolaris infe-

rior, A. und V. mandibularis) reseziert werden.

Die DefektgroBe wurde klinisch mit einem Stechzirkel und Lineal ermittelt und iiber-
schritt durchweg ein Volumen von 5 cm?® (kritische Grof3e). Danach erfolgte die Fiillung
bei Gruppe N mit Ostim® bzw. bei Gruppe P mit NanoBone®. Es wurden 3g Sobelin
(Pharmacia, Luxemburg) lokal als Infektionsprophylaxe appliziert. AnschlieBend erfolgte

der schichtweise Wundverschluss. Postoperativ wurde zusitzlich eine allgemeine antibio-

Abb. 20: Operationssitus: Markierung des Defektes mittels Rosenbohrer an der anterioren Mandibula eines
Gottinger Miniaturschweines
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Abb. 21: Operationssitus, Zustand nach Defektsetzung an der anterioren Mandibula eines
Gottinger Miniaturschweines

3.2.4 Priparategewinnung

5 Wochen nach Implantation der Biomaterialien erfolgte dann die Totung der Versuchstie-
re. Es wurde wiederum mit Stressnil pramediziert und anschlieend mit Ketamin und Mi-
dazolam anésthesiert. Die Euthanasie wurde mit EUTA 77 (Essex Tierarznei Miinchen)

intravenos durchgefiihrt.

Die Entnahme des Unterkiefers erfolgte nach Abldsen aller Weichteile mittels Durchtren-
nung am aufsteigenden Ast der Mandibula beidseits mit einer oszillierenden Sige. An-
schlieBend wurden restliche Weichteile entfernt und der Kiefer in der Mitte durchtrennt.
Alle Kiefer wurden dann klinisch und rontgenologisch untersucht sowie fotodokumentiert.
Aus jeder Hélfte wurde ein Knochenanteil mit dem Defekt fiir die histologische Untersu-
chung entnommen, der etwa die GréBe von Scm x 2cm x 2cm aufwies. Dieser wurde in

5%iges neutrales, gepuffertes Formalin zur Fixierung tiberfiihrt.
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3.3 Klinische und rontgenologische Untersuchungen
3.3.1 Klinische Untersuchungen

Intraoperativ und unmittelbar nach der Tétung der Tiere erfolgten die klinischen Unter-
suchungen. Diese beinhalteten eine makroskopische Beschreibung einschlieBlich Fotodo-
kumentation der Befunde (Abb. 22) sowie eine metrische Erfassung der Defektgrofle mit-

tels Sonde, Stechzirkel und Lineal.

Abb.22: entnommene linke Mandibulahilfte eines Miniaturschweinen 5 Wochen nach Implantation eines
KAM (Ostim®)

3.3.2 Rontgenologische Untersuchung

Unmittelbar postoperativ wurden die Tiere noch in Narkose beidseits in UK- Lateral-
technik gerdntgt. Um Uberlagerungen durch die kontralaterale Kieferhilfte zu vermeiden,
wurden die Tiere in einem speziellen Styroporgestell gelagert, das eine reproduzierbare
Kopfstellung der Miniaturschweine gewihrleistete (Abb. 23). Es wurde im Rahmen von

Voruntersuchungen entwickelt und detailliert beschrieben (BUCUR 2003).

Eine weitere Rontgenkontrolle erfolgte nach der Totung der Tiere. Nach vorheriger Tren-
nung des Unterkiefers in der Medianebene wurden beide Kieferhdlften untereinander auf
die Rontgenkassette gelegt und anschlieBend gerontgt, wodurch eine iiberlagerungsfreie
Darstellung gewihrleistet wurde (Abb. 24).

Fiir die Aufnahmen wurde ein portables Rontgengerit VET X-Ray Gamma 2000 (Physia
GmbH, Neuisenburg) fiir veterindirmedizinische Zwecke benutzt. Fiir die Unterkiefer-
Lateralaufnahmen wurde ein Fokusobjektabstand (FOA) von 45 cm bei 3,2 mAs und einer

Leistung von 50kV gewihlt, wéhrend fiir die postmortalen Rontgenaufnahmen beider
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Kieferhélften im seitlichen Strahlengang ein FOA von 25 cm bei 0,6 mAs und 50 kV ge-

wihlt wurden.

Abb.23: Postoperative Rontgenaufnahme des Unterkiefers in Lateralaufnahmetechnik

(Pfeile markieren die Defektregion)

Abb.24: Postmortale Rontgenaufnahme der durchtrennten Unterkieferhélften im seitlichen Strahlengang
(Pfeile markieren die sichtbaren Restdefekte)
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3.4 Histologische Untersuchungen
3.4.1 Anfertigung der Priparate

Nach 7tigigem Fixieren der Knochenproben in 4%igem neutralen, gepufferten Formalin
wurden die Knochenblocke in Abhédngigkeit von ihrer Lange in 8-12 Scheiben zersidgt und
nummeriert. Die erste Héilfte der Knochenscheiben (4-6 Stiick) wurde nach einer
Kunststoffeinbettung (Technovit 7200 V2C, Fa. Heraeus Kulzer, Hanau) mittels Trenn-
Diinnschliff- Technik (DONATH und BREUNER 1982) bearbeitet. Pro Knochenscheibe
wurde ein Schliffprédparat mit Giemsa-Toluidinblau gefirbt (Abb. 25). Die verbleibenden
Knochenscheiben (4-6 Stiick) wurden in geséttigter EDTA- Losung entkalkt und nach an-
schlieender Paraffineinbettung mit dem Mikrotom (Jung Supercut 2065, Leica, Heidel-
berg) geschnitten. Pro Knochenscheibe wurden 5 Préaparate mit Himatoxylin- Eosin (HE)
gefirbt (Abb. 26). Fiir die qualitative Beurteilung wurden zusétzlich ausgewihlte Priapara-
te beider Gruppen nach Masson-Goldner geférbt.

Abb. 25: Eingescanntes Diinnschliffpraparat (1200dpi) der Defektregion 5 Wochen nach Implantation des
KAM Ostim®, Giemsa- Toluidinblau-Fiarbung (Vergr.: 3x)
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Abb. 26: Eingescanntes entkalktes Praparat (1200dpi) der Defektregion 5 Wochen nach Implantation des
KAM, NanoBone®, HE-Féarbung (Vergr.: 3x)

3.4.2 Qualitative und semiquantitative histologische Untersuchung

Die semiquantitative Auswertung erfolgte mikroskopisch mit maximal 40facher Vergro-
Berung, wobei die Priparate zuvor in Hinsicht auf die Qualitét selektiert wurden. Nur die
eindeutig auswertbaren Schnitte bzw. Schliffe wurden beziiglich der Knochenneubildung
im Zentrum und Randbereich der Defekte sowie hinsichtlich des Resorptionsverhaltens
der KAM beurteilt. Hierbei wurden auch Entziindungszellen, resorptiv titige Makropha-
gen und Osteoklasten registriert. Es erfolgte zudem eine Bewertung von nachweisbaren
KAM-assoziierten Knochenneubildungen resp. Verbundosteogenesen im zentralen De-

fektareal.

Zur semiquantitativen feingeweblichen Analyse wurden folgende Parameter herangezo-

gen:

1. noch vorhandenes Biomaterial

2. AusmalB der Knochenneubildung
3. Entziindungszeichen

4. KAM-assoziierte Knochenbildung resp. Verbundosteogenese im Zentrum des Defek-

tes
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Diese 4 Parameter wurden in folgende 4 Stufen quantitativ graduiert: (0) kein, (1) gering,
(2) deutlich, (3) stark. Dariiber hinaus wurde die Kategorie (x) als nicht auswertbar defi-

niert.

Zusitzlich wurden Besonderheiten notiert, wie vorhandene Hohlrdaume (HR) bzw. ein an-
geschnittener Mandibularkanal (MK) oder in den Defektbereich hineinragende Zihne (Z).
Die Auswertung erfolgte mittels des Tabellenkalkulationsprogrammes Excel (Version Of-

fice XP bzw. Office 2007, Firma Microsoft®, Redmond, Washington/USA).

3.4.3 Histomorphometrie

Zunichst erfolgte eine Digitalisierung von jeweils 10 reprdsentativen Schliff- bzw.
Schnittpréparaten eines jeden Defektes (jeweils 5 Préparate mit HE- Farbung bzw. mit
Giemsa-Toluidinfiarbung) mittels eines Colorscanners im Rechenzentrum der Universitét
Rostock mit einer Auflésung von 1200dpi (Dots per inch). Somit standen insgesamt 60
Préparate pro Untersuchungsgruppe fiir die anschlieBende histomorphometrische Auswer-
tung mit dem Software-Programm ANALYSIS der Firma SIS (Soft Imaging Systems,
Miinster) zur Verfiigung.

Da sich eine automatische Farbdetektion der histologischen Préparate mit diesem Pro-
gramm als technisch schwierig erwies (geringere Farbunterschiede konnten nicht exakt
wahrgenommen werden), wurden die digitalisierten Bilder mittels des Programmes Photo-
shop® 7.0 (Firma Adobe®, San Jose, Ca/USA) bearbeitet. Dieses ermoglichte eine zu-
satzliche farbliche Kontrastierung von auszumessenden Flichen, wie in den Abb. 27 und
28 dargestellt ist. Die Flichen der verbliebenen Biomaterialien wurden zuvor gesondert
per Hand durch Umfahren mit dem Cursor (HE-Schnitte) bzw. mittels automatischer

Farbdetektion (Giemsa-Toluidin-Préaparate) ermittelt.
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Abb. 27 : Bearbeitetes, eingescanntes Diinnschliffpréparat (Toluidinblau-Farbung) der Defektregion 5 Wo-
chen nach Implantation von NanoBone®, 1200dpi (Vergr.: 3x)

Abb. 28: Bearbeitetes, eingescanntes, entkalktes Préparat der Defektregion (Hamatoxylin-Eosin-Féarbung)
5 Wochen nach Implantation von Ostim® 1200dpi (Vergr.: 3x)

Vor den histomorphometrischen Messungen erfolgte die Kalibrierung der Bilder. Hierzu
wurde eine vorbereitet Skala eingescannt. Da die Auflésung des Scanners bekannt war,

konnten die entsprechenden Flachen auf den Bildern nun problemlos ausgemessen wer-
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den. Das Software-Programm ANALYSIS detektiert die farblich markierten Fldchen in
mm?, die dann in Form von Tabellen angezeigt werden. Fiir die Versuche wurden die in

Tabelle 5 angegebenen Parameter bestimmt.

Tabelle 5: histomorphometrisch bestimmte Parameter,
Abkiirzungen und Erliuterungen
Parameter | Abkiirzung Erliduterung

Biomaterial- BM noch in der Defektregion vorhandenes Biomate-

anteile rial

Bindegewebs- BGW im Defektbereich vorhandenes Bindegewebe,

anteile inklusive Mandibularkanal (falls angeschnitten)

Erweiterte EM ungewOhnliche Erweiterungen der Knochen-

Markridume markrdume

Vakanzen \" oberflachliche Defekteinziehungen

Artefakte AF Auffilligkeiten ohne physiologisches oder pa-
thologisches Korrelat z.B. Hohlrdume durch he-
rausgefallenes Material (BM, KN*, BGW)

*KN: Knochen

Da bereits nach 5 Wochen eine genaue histologische Abgrenzung der urspriinglichen De-
fektregion nicht mehr moglich war, wurden den histomorphometrischen Berechnungen
die klinisch ermittelten Defektgrofen zugrunde gelegt. Hierbei blieben Differenzen durch
kleinere UnregelméaBigkeiten innerhalb der Defektregion unberiicksichtigt. Zahnanschnit-
te, die gelegentlich den Defektbereich tangierten, wurden von der Ausgangsdefektgrofle
subtrahiert. Auf dieser Grundlage erfolgte die Berechnung der RestdefektgroBe sowie der

daraus resultierende Anteil der Knochenneubildung.
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3.5 Statistische Auswertung

Die histomorphometrisch ermittelten Daten wurden im Institut fiir Medizinische Informa-
tik und Biometrie der Universitidt Rostock mit dem Softwareprogramm SPSS auf Signifi-
kanzen tiberpriift. Als Kontrollgruppe (C) wurden die von KRATZKE 2003 ermittelten
Werte fiir die Leerdefekte herangezogen. Als limitierend fiir die statistischen Untersu-
chung erwiesen sich die relativ kleine Zahl der Versuchstiere und ihre abweichende An-
zahl (n 4) in der Kontrollgruppe (C). Zudem erfolgten die Berechnungen damals auf
Grundlage histomorphometrisch gemessener Defektgroen. Diese mussten fiir den Ver-
gleich mit den bei Ostim® (N) und NanoBone® (P) ermittelten Werten auf die klinisch
bestimmten Defektgroffen hochgerechnet werden. SchwerpunktméfBig wurden die Kno-
chenneubildung und die Defektverkleinerung zwischen diesen drei Gruppen verglichen.
Bei den Gruppen N und P erfolgte zudem eine gesonderte statistische Auswertung aller

histomorphometrisch gemessenen Werte.

Fiir alle erhobenen Parameter und Gruppen wurden neben Mittelwerten und Standardab-
weichungen paarweise Vergleiche mittels Mann- Whitney-Test durchgefiihrt und mogli-

che Signifikanzen ermittelt (KUNDT, KRENTZ, 2003).
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4. Ergebnisse

4.1 Makroskopische Ergebnisse

Intraoperativ wurde die Verarbeitbarkeit beider Materialien als gut eingeschétzt.

Ostim® liegt bereits in pastdser Form gebrauchsfertig in einer Spritze zur Applikation vor
und ldsst sich hiermit gut und formschliissig in die Defekte applizieren. NanoBone® wird
als Granulat hergestellt und muss vor Gebrauch mit Blut angemischt werden. Es ldsst sich
dann ebenfalls sehr gut formschliissig in Defekte fiillen. Aufgrund der festeren Konsistenz
kann es besser modelliert werden und ist ortsstandiger.

5 Wochen nach Implantation beider KAM waren die gesetzten Defekte an den Mandibu-
lae noch klinisch erkennbar. Eine vollstdndige Ossifikation der Knochendefekte war nach
diesem kurzen Zeitraum nicht erfolgt, so dass messbare Restdefekte vorhanden waren
(Abb. 29 + 30). Im Gegensatz zu Ostim® konnten bei NanoBone® noch partiell biode-
gradierte Reste des KAM nachgewiesen werden (Abb. 31 + 32). Bei beiden Gruppen fan-

den sich makroskopisch nur minimale entziindliche Reaktionen.

Abb.29: Klinischer Befund nach 5 Wochen nach Implantation von Ostim® (Tier N11i) bukkale Ansicht
Die Pfeile markieren den sichtbaren Restdefekt.

Abb.30: Klinischer Befund nach 5 Wochen nach Implantation von Ostim® (Tier N2re) linguale Ansicht
Die Pfeile markieren den sichtbaren Restdefekt.
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Abb. 31: Klinischer Befund 5 Wochen nach Implantation von NanoBone® (Tier P1 1i) bukkale An-
sicht. Die Pfeile markieren den sichtbaren Restdefekt.

Abb. 32: Klinischer Befund 5 Wochen nach Implantation von NanoBone® (Tier P1 re) Ansicht von lingual.
Die Pfeile zeigen die Defektregion mit Biomaterialresten (BM)

Die klinisch zu Beginn der Versuche bestimmten Defektgrofen in cm?® (sog. Ausgangsde-
fekte) und verbliebene Knochendefekte am Ende der Untersuchungen (sog. Restdefekte)
werden in Tabelle 6 wiedergegeben. Beziiglich der Ausgangsdefekte zeigten beide Grup-
pen kaum Abweichungen, was auf eine korrekte Durchfithrung der Versuche schlieBen
lasst. Alle Defektgrofen liegen oberhalb der fiir einen Critical-Size-Defekt geforderten
Scm? Dbei relativ geringen Standardabweichungen. Bei den Restdefekten hingegen ist die
Standardabweichung bei NanoBone® wesentlich (nahezu viermal) groBer als bei Ostim®.
Die durchschnittliche Verkleinerung der klinisch nach 5 Wochen ermittelten Defektgrofe
lag fiir Ostim® bei 78,5%, wohingegen bei NanoBone® eine Verkleinerung von 58,7%

ermittelt wurde.
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Tabelle 6:

Klinisch ermittelte Ausgangs- und Restdefekte der Versuchsgruppen N und P
Gruppe N Ausgangsdefekt | Restdefekt | Gruppe P Ausgangsdefekt | Restdefekt
(Ostim®) (cm?) (cm?) (NanoBone®) (cm?) (cm?)
N1li 5,52 1,54 P1li 5,62 2,81
Nlre 5,72 1,08 Plre 5,52 2,38
N2li 5,23 1,08 P2li 5,24 2,50
N2re 5,72 1,04 P2re 5,62 3,08
N3li 5,23 1,06 P3li 5,34 1,32
N3re 5,10 1,19 P3re 5,34 1,40
Mittelwert 5,42 1,17 Mittelwert 5,45 2,25
Standardab- 0,61 0,43 Standardab- 0,36 1,63
weichung weichung

Zusammenfassend zeigen die klinischen Untersuchungen, dass auf der Grundlage der na-
hezu identischen Ausgangsdefekte ein Vergleich beider KAM gut moglich ist. Ostim®
weist beziiglich der RestdefektgréBBen und der damit verbundenen Knochenneubildung ini-
tial deutlich bessere Werte auf. Bei NanoBone® sind nach 5 Wochen makroskopisch noch
Restpartikel des Biomaterials sichtbar, wohingegen bei Ostim® nahezu kein KAM mehr

nachweisbar ist.

4.2 Rontgenologische Ergebnisse
Von allen 6 Versuchstieren wurden unmittelbar postoperativ sowie nach der 5 Wochen

spater erfolgten Totung Rontgenaufnahmen von beiden Unterkieferseiten angefertigt.

Die folgenden Abbildungen zeigen Rontgenbefunde von Knochendefekten in UK-
Lateralaufnahme-Technik unmittelbar nach Implantation von Ostim® (Abb. 33+34)
bzw. NanoBone® (Abb. 35 + 36).
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Abb. 33:

Unterkiefer-
Lateralaufnahme (Tier N1
links) nach  Ostim®-
Implantation (Pfeile mar-

kieren Defektregion)

Abb. 34:

Unterkiefer-
Lateralaufnahme (Tier N1
rechts.) nach Ostim®-
Implantation (Pfeile mar-

kieren Defektregion)

Abb. 35:

Unterkiefer-
Lateralaufnahme (Tier P2
links) nach NanoBone®-
Implantation (Pfeile mar-

kieren Defektregion)



Abb. 36:

Unterkiefer-
Lateralaufnahme (Tier P2
rechts) nach NanoBone®-
Implantation (Pfeile mar-

kieren Defektregion)

Am Versuchsende 5 Wochen nach Implantation der KAM - wurden nach Toétung der

Tiere und Durchtrennung der Mandibulae in der Mittellinie vergleichende Rontgenauf-

nahmen beider Kieferhilften im seitlichen Strahlengang angefertigt (Abb. 37 + 38).
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Abb. 37:

Mandibulahilften im
seitlichen Strahlengang
(Tier N1) 5 Wochen nach
Implantation von Ostim®
(Pfeile markieren sichtbare

Restdefekte)



Abb. 38:
Mandibulahilften im seit-
lichen Strahlengang ( Tier
P2) 5 Wochen nach Im-
plantation von NanoBo-
ne®,

(Pfeile markieren sichtbare

Restdefekte)

Die Qualitdt der Rontgenaufnahmen variiert trotz Anfertigung unter reproduzierbaren
Kautelen. Insbesondere bei den UK-Lateralaufnahmen gelingt nicht immer eine tiberlap-
pungsfreie Darstellung, was die Auswertung der Bilder erschwert.

Die rontgenologischen Anfangsbefunde beider KAM sind dhnlich. Es zeigt sich eine
scharf begrenzte leichte Aufhellung im Bereich der gesetzten Defekte, wobei die Ront-
genkontrastgebung von NanoBone® der von natiirlichem Knochen dhnelt, wodurch eine
exakte Abgrenzung der Defekte erschwert wird. Dennoch lassen sie sich am Beginn ront-
genologisch vom restlichen Knochen differenzieren, wobei eine homogene Fiillung mit
dem KAM erkennbar ist.

5 Wochen nach Implantationszeit beider KAM sind rontgenologisch noch nicht ossér
durchbaute Anteile in den ehemaligen Defektregionen nachweisbar (Abb. 37 und 38). Bei
den Tieren der Gruppe N (Ostim®) ist im kortikalen Bereich der Defektregion eine recht
homogene Ossifikation zu erkennen, die Rontgenkontrastgebung der defektnahen Kortika-
lis ist jedoch leicht herabgesetzt. Im Zentrum der Defekte sind noch unscharf begrenzte
Authellungsareale mit leicht wolkiger Struktur sowie Hohlraumbildungen sichtbar. Das
KAM Ostim® ist rontgenologisch nicht differenzierbar (Abb. 39 und 40).

Nach 5-wochiger Implantationszeit zeigen die Rontgenaufnahmen der Versuchstiere der
Gruppe P (NanoBone®) ebenfalls eine durchgehende Ossifikation im Bereich der Korti-
kalis des Unterkiefers. Dieser Bereich erscheint etwas dichter als bei den Tieren der
Gruppe N (Abb. 41 und 42). In der Defektregion sind zentral umschriebene, abgegrenzte
Aufhellungsareale erkennbar, die mit granuldren teilweise knochendichten Strukturen ab-

wechseln. Hierbei konnte es sich um durch Resorptionsprozesse aufgelockertes, granuli-
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res Biomaterial handeln bzw. kleinere zentral gelegene Ossifikationen. Die erkennbaren

Restdefekte erscheinen im Vergleich zur Gruppe N etwas grof3er.

Abb. 39 Abb. 40
Rontgenaufnahmen post mortem der Tiere N2 (Abb. 39) und N3 (Abb. 40), jeweils linke und rechte
Hilfte der Mandibula, 5 Wochen nach Implantation von Ostim® (Pfeile markieren sichtbare Restdefekte)

Abb. 41 Abb. 42
Roéntgenaufnahmen post mortem der Tiere P1 (Abb. 30) und P3 (Abb. 31), jeweils linke und rechte Hilfte

der Mandibula, 5 Wochen nach Implantation von NanoBone® (Pfeile markieren sichtbare Restdefekte)
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4.3 Mikroskopische Ergebnisse
4.3.1 Qualitative Histologische Ergebnisse

Fiir die qualitative histologische Untersuchung wurden alle vorhandenen Schnitte unter
dem Mikroskop mit maximal 40facher VergroBerung untersucht. Es lagen jeweils 4-6
Giemsa-Toluidin gefarbte Trenn-Diinnschliff-Préparate der anterioren Defekthilfte sowie
20-30 entkalkte und HE geférbte Schnittpridparate der posterioren Defekthilfte zur Beur-
teilung vor. Es sollten insbesondere das Ausmal} und die Lokalisation der Knochenneubil-
dung sowie das Degradationsverhalten der KAM histologisch bewertet werden. Zudem

sollte geklart werden, inwieweit die KAM ins ossdre Remodelling einbezogen werden.

Generell lieBen sich die mit Giemsa-Toluidinblau gefiarbten Knochenschliffe besser beur-
teilen, als die HE-gefirbten Priparate, da sich bei diesen eine Abgrenzung der Biomateria-
lien weniger deutlich darstellte (Abb. 43 + 44). Bei der HE- Technik wird der Knochen
violett angefédrbt, wihrend Bindegewebe sich etwas dunkler bzw. bldulich darstellt. Dem-
gegeniiber erscheinen beide KAM heller und homogener. In der Giemsa-Toluidin-
Féarbung (Abb. 45 +46) hingegen firbt sich das Biomaterial braunlich an, wobei sich Os-
tim® wesentlich heller darstellt als NanoBone®, Bindegewebe ist ebenfalls blau ange-

farbt, wihrend der Knochen blaugrau in Erscheinung tritt.

Abb. 43 Abb. 44

Defektquerschnitte 5 Wochen nach Implantation von Ostim® (Abb. 32) bzw. NanoBone® (Abb. 33), ent-
kalkte Préparate, HE-Farbung (gescannt mit 1200 dpi, Vergr.: 3x)
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5 Wochen nach Implantation waren bei beiden KAM histologisch Restdefekte nachweis-
bar (Abb. 45 + 46). Sie befanden sich insbesondere im zentralen Bereich der Defektre-
gion. Innerhalb der Restdefekte war neben Bindegewebsanteilen neu gebildeter Knochen
nachweisbar. Biomaterialreste fanden sich nahezu nur bei Verwendung von NanoBone®.
(Gruppe P). Bei der Anwendung beider KAM sind entziindliche Prozesse nur geringfiigig

vorhanden und somit als vernachldssigbar einzustufen.

Abb.45: Defektquerschnitt (gescannt mit 1200dpi) Abb.46: Defektquerschnitt (gescannt mit 1200dpi)
eines mit Ostim® gefiillten Defektes (N21i2) nach eines mit NanoBone® gefiillten Defektes (P1re4)

5 Wochen (Trenn-Diinnschliff, Giemsa-Toluidin- nach 5 Wochen (Trenn-Diinnschliff, Giemsa-
Farbung, Vergr. 3x) Toluidin-Farbung, Vergr. 3x)

Zentral sehr gute Ossifikation, Biomaterial ist nur

noch vereinzelt vorhanden, Hohlraumbildung, Zentral noch Biomaterialreste, teilweise in direktem
geringfligiger Bindegewebsanteil Kontakt mit Knochen, sowie Bindegewebe

BGM = Bindegewebe, EM= Erweiterter Markraum, MK= Mandibularkanal, BM= Biomaterial, KN= Knochen

In den mit Ostim® versorgten Defekten (Gruppe N) hat bereits nach 5 Wochen eine nahe-
zu vollstindige Resorption des KAM stattgefunden. Nur bei wenigen Priparaten und ho-
herer VergroBerung lassen sich kristalline Reste des KAM - in den Schliffpréparaten hell-
braun gefirbt- erkennen. Durch die sehr schnelle Resorption, die auch durch andere Stu-
dien bestitigt wurde, entstehen bei diesem Material hdufig Hohlrdume, die nur vereinzelt
mit Bindegewebe gefiillt sind. Daneben entstehen z. T. Vakanzen (Einziehungen an der

Defektoberfliche).

Dennoch zeigen die mit Ostim® gefiillten Defekte eine vergleichsweise starke defektrand-
bezogene, z.T. auch zentrale Knochenneubildung (Abb.47), was auf gute osteokonduktive
Eigenschaften des KAM hindeutet. Der neu gebildete Knochen hat eine aufgelockerte
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Struktur, bindegewebige Bestandteile sind nur wenige vorhanden. Insofern Biomaterial-
reste noch zu beobachten sind, sind diese hédufig von Hohlrdumen, seltener direkt von
Knochen umschlossen.

Haufig befinden sich in der Umgebung residueller Biomaterialreste neben Bindegewebs-
anteilen inflammatorische Zellen, was auf eine entziindliche Resorption des Materials

schlieBen ldsst (Abb.48). Da das KAM nahezu vollstédndig resorbiert ist, lassen sich keine

Aussagen beziiglich einer Verbundosteogenese machen.

Abb.47: Ausschnittsvergroferung aus Abb. 45 Abb.48: Ausschnittsvergroferung Ostim® 5 Wo-
Ostim® 5 Wochen in situ, Vergr.: 40 X chen in situ, Vergr.: 100 X
KN-Knochen, MK-Mandibularkanal EZ-Entziindungszellen, HA-Hydroxylapatit,

BGW-Bindegewebe

In den Ubersichtsaufnahmen 5 Wochen nach Implantation von NanoBone® in die Kno-
chendefekte dominieren Knochengewebe, Bindegewebe sowie Biomaterialreste im De-
fektbereich (Abb. 46). Der knocherne Durchbau der Defekte ist regelmifBig, die randstin-
dige Ossifikation erscheint etwas geringer als bei der Gruppe N (Ostim®). Jedoch zeigt
sich im Zentrum der Defekte eine stirkere Knochenbildung, was auf osteoprotektive Ei-
genschaften des KAM NanoBone® hindeutet (Abb. 49). Zudem stellen die verhdltnisma-
Big groBen, entziindungsfreien Bindegewebsanteile wahrscheinlich eine Vorstufe des
Knochens im Rahmen der desmalen Ossifikation dar. Daneben fillt in Abb. 49 auf, das
die Siliziumdioxid-Matrix bereits vollstdndig resorbiert ist, so dass ein direkter Kontakt
zwischen Biomaterial und Knochen im Sinne einer Verbundosteogenese hergestellt wur-

de, was besonders im zentralen Defektbereich auffillt.
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Abb.49:

Verbundosteogenese im Bereich
von NanoBone®-Restpartikeln,
Abbau des KAM durch Osteok-
lasten, Vergr.: 100 X
KN-Knochen

OK-Osteoklasten
BM-Biomaterial

Direkt an den HA-Partikeln des KAM sind Riesenzellen sichtbar, die einen lakundren Ab-
bau bewirken (Abb. 50 + 51). Durch erginzende histochemische Untersuchungen, speziell
eine positive TRAP-Reaktion (Tartrat resistente saure Phosphatase), konnte im Rahmen
anderer Untersuchungen (MEIER, WOLF, 2007) nachgewiesen werden, dass es sich bei
diesen Riesenzellen um Osteoklasten handelt.

Somit wird NanoBone® ebenso wie natiirlicher Knochen durch Osteoklasten abgebaut
und so in den Prozess des ossdren Remodellings einbezogen. 5 Wochen nach Implantation
des KAM befinden sich noch nicht biodegradierte Restpartikel des Materials in der De-
fektregion. Thr Anteil erscheint angepasst an die zu diesem Zeitpunkt noch nicht abge-
schlossene Knochenbildung. Im Gegensatz zu den Vergleichspriparaten mit Ostim®, bei
denen die Biodegradation schneller erfolgt, werden so zentrale Hohlraumbildungen mit

Stabilitatsverlusten in der Defektregion vermieden.

Abb.50 Giemsa- Toluidinblau Abb. 51 HE-Firbung

Die AusschnittsvergroBerungen (100x) aus Abbildung 49 zeigen NanoBone®-Partikel, die durch als Os-
teoklasten identifizierte Riesenzellen abgebaut werden

OK= Osteoklasten, BM= Biomaterial
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4.3.2 Semiquantitative histologische Untersuchung

Die semiquantitative histologische Untersuchung ermdglicht eine orientierende Gegen-
tiberstellung der Knochenneubildung innerhalb der Defekte sowie der Biodegradation der

KAM Ostim® bzw. NanoBone®.

Einige wenige histologische Préparate waren fiir diese quantitative histologische Untersu-
chung nicht verwertbar, da sie Materialverluste, Faltungen oder Fixierungsfehler aufwie-
sen bzw. Zahnwurzeln Kontakt zum Defekt hatten. Gelegentlich lagen Schnittstufen au-

Berhalb der Defektregion. Auch diese Priparate blieben unberticksichtigt.

Es wurden folgende bereits in Material und Methode beschriebene Kriterien bei der Aus-
wertung zugrunde gelegt: Grad der Knochenneubildung, vorhandene KAM-Anteile,
nachweisbare Entziindungszeichen sowie das Vorhandensein einer zentralen Verbund-
osteogenese resp. KAM-assoziierte Knochenbildung im Zentrum des Defektes, wobei ei-
ne abgestufte Bewertung erfolgte (0-kein, 1-gering, 2-deutlich, 3-stark, x-nicht auswert-
bar). Fiir die Einzeldefekte wurden die Mittelwerte, die Standardabweichungen und nach-
folgend die Gruppenmittelwerte errechnet. Um eine bessere Vergleichsbasis zu haben,
wurde zudem der prozentuale Anteil der Mittelwerte bezogen auf den Hochstwert von 3,0
ermittelt. Einschriankend ist anzumerken, dass der absolute Hochstwert von 3 (stark) nicht
mit 100% gleichzusetzen ist, da z. B. eine Verknocherung des Ursprungsdefektes von
90% bereits als starke Knochenneubildung zu bewertet wire. Die Prozentangaben dienen
somit nur einer Orientierung, um eine vergleichende Bewertung der untersuchten KAM zu

erleichtern.

Grundsiétzlich ist fiir beide Versuchsgruppen zu bemerken, dass die Knochenneubildung
an den Randzonen der Defekte stiarker als im Zentrum war, was auf die bessere Vaskulari-
sation, das Vorhandensein von Osteoprogenitorzellen und Wachstumsfaktoren im angren-

zenden intakten Knochengewebe zuriickzufiihren sein diirfte.
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4.3.2.1 Befunde der Gruppe N (Ostim®)

In dieser Versuchsgruppe standen 185 Priparate zur Verfiigung, von denen nach kritischer
Auswabhl 117 fiir die semiquantitativen histologischen Untersuchungen geeignet waren.
Charakteristisch fiir die Praparate der Gruppe N war, eine schon nach 5 Wochen durch-
schnittlich zu beobachtende deutliche bis starke Knochenneubildung in den Defektberei-
chen; d.h. alle Mittelwerte fiir den Parameter Knochenbildung liegen tiber 2.

Die mittlere Knochenbildungsrate von 2,51 entspricht einem Prozentsatz von 83,67% des
Maximalwertes 3. Der Mittelwert fiir Entziindungsreaktionen liegt bei 1,19 und ist somit
als geringgradig einzustufen (Tab. 7). Wie bereits im Kapitel 4.2.1 beschrieben, sind Bio-
materialreste nur noch in sehr geringem Malle vorhanden, so dass eine Beurteilung der
Verbundosteogenese in den meisten Préparaten nicht moglich ist. Lediglich bei den De-
fekten des Tieres N2, in denen noch groBere Biomaterialanteile nachweisbar waren, fan-
den sich zentral auch Hinweise auf eine Verbundosteogenese. Die Standardabweichungen
waren mit Werten < 1 in der Gruppe N gering, was eine giinstige Voraussetzung fiir die
statistische Bewertung darstellt. Alle weiteren Einzelwerte sind in Tabelle 7 zusammen-

gestellt.

Tabelle 7:
Semiquantitative histologische Untersuchung von Defekten kritischer Grofie
Mittelwerte S Wochen nach Implantation von Ostim®
Zentrale
Defekt (n=6) Knochenbildung | Biomaterial | Entziindung
Verbundosteogenese
N1li 2,67 0,51 1,36 0,00
Nlre 2,30 0,73 1,73 0,00
N2li 2,14 1,33 1,25 0,54
N2re 2,15 0,46 0,56 0,12
N3li 2,81 0,49 1,07 0,00
N3re 3,00 0,30 1,16 0,00
Gruppenmittelwert 2,51 0,64 1,19 0,11
Standardabweichung 0,82 0,82 0,86 0,48

Bewertungskriterien: 0-kein, 1-gering, 2-deutlich, 3-stark
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Stellvertretend sollen fiir Ostim® die Defekte mit der stérksten (N3re) und der geringsten
Knochenneubildung (N2re) in Graphiken dargestellt werden, um die Lokalisation von
Knochen, Entziindung, Kontaktosteogenesen und Biomaterial innerhalb der Defekte

nachvollziehen zu kénnen (Abb. 52 +55).
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Abb. 52: Graphische Darstellung der Einzelparameter des Knochendefektes beim Tier N3 re.
(Ostim®)

Innerhalb des Defektes beim Tier N3 re. war eine durchgehend starke Knochenneubildung
zu verzeichnen, was in den histologischen Abbildungen 53 und 54 deutlich zur Darstel-
lung kommt. Der urspriingliche Defektbereich ist kaum noch zu erkennen, da er komplett
mit Knochen durchbaut ist. Er zeigt eine aufgelockerte Struktur und z.T. erweiterte Mark-
raume. Lediglich anhand des Ubergangs zwischen Geflecht- und Lamellenknochen lisst
sich ein ehemaliger Defektbereich erahnen. Es zeigt sich eine nahezu vollstindige Resorp-
tion des Biomaterials, so dass Verbundosteogenesen im zentralen Defektbereich nicht
nachgewiesen werden konnten. Die semiquantitativ ermittelten Werte fiir die Entziin-

dungsreaktion liegen zwischen 1 und 1,5 und sind als sehr niedrig einzustufen.
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Abb.53: Giemsa —Toluidinblau-Férbung Abb. 54: HE-Féarbung
Histofotogramme aus der Defektregion 5 Wochen nach Implantation von Ostim® Tier N3 re.
Beide Ubersichtsaufnahmen (Vergr.: 4 X) unterschiedlicher Defektregionen zeigen eine durchgehend starke

Knochenneubildung, Biomaterialreste fehlen.

In Abb. 55 ist der Defekt N2Ii mit der geringsten Knochenneubildungsrate der Ostim®-
Gruppe graphisch dargestellt, der bei der semiquantitativen Bewertung noch einen guten
Mittelwert von 2,14 erreichte. Es zeigt sich eine gleichmifBige Knochenneubildung, die
lediglich an den Defektrandern etwas stéirker ist, da hier bessere Bedingungen fiir die Os-

sifikation vorlagen, wie z. B. bessere Blutversorgung und das Vorhandensein von Osteo-

progenitorzellen.
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Abb.55: Graphische Darstellung der Einzelparameter des Knochendefektes beim Tier N2 li. (Ostim®)
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4.3.2.2 Befunde der Gruppe P (NanoBone®)

In der Versuchsgruppe P standen 170 Priparate zur Verfiigung, von denen nach kritischer
Auswabhl 116 fiir die semiquantitative Untersuchung verwertbar waren.

5 Wochen nach Implantation des KAM NanoBone® in den Unterkiefer von Gottinger
Miniaturschweinen wurde eine durchschnittliche Knochenbildung von 1,77 erreicht (Tab.
8). Das bedeutet ein Anteil von 59% bezogen auf den Hochstwert 3 (starke Knochenneu-
bildung), was als deutliche Knochenneubildung zu werten ist. Ein dhnlicher Wert von 1,65
(55%) ergibt sich auch fiir den Anteil der vorhandenen Verbundosteogenesen im Zentrum
der Defekte. Auch dieses Kriterium ist somit deutlich nachweisbar. Eine verhéltnisméBig
hohe Standardabweichung weist darauf hin, dass stirkere individuelle Unterschiede bei
der Defektheilung auftraten. Bemerkenswert war, dass das Auftreten zentraler Verbund-
osteogenesen mit dem Grad der Ossifikation des jeweiligen Defektes korrelierte. Hinsicht-
lich der nach 5 Wochen noch nachweisbaren KAM-reste zeigen sich konstante Werte zwi-
schen 1,73 und 2 bei einer niedrigen Standardabweichung von 0,24. NanoBone® scheint

somit einem gleichméfBigen, kontrollierten Abbau zu unterliegen.

Entziindungserscheinungen in den Defektregionen waren bei diesem KAM mit einem
Wert von 1,29 als geringfiigig einzustufen. Dies weist auf eine gute Biokompatibilitit

hin.

Tabelle 8:
Semiquantitative histologische Untersuchung von Defekten kritischer Grofie

Mittelwerte S Wochen nach Implantation von NanoBone®

Zentrale
Defekt (n=6) Knochenbildung Biomaterial Entziindung
Verbundosteogenese

P1li 2 1,94 1,25 1,94
Plre 2,18 2 1 2,45
P2li 1,6 2 1,4 1,5
P2re 1,31 2 1,53 0,75
P3li 1,73 1,73 1,45 1,52
P3re 1,81 1,96 1,11 1,76
Gruppenmittelwert 1,77 1,94 1,29 1,65
Standard-

abweichung 0,68 0,24 0,46 1,26

Bewertungskriterien: 0-kein, 1-gering, 2-deutlich, 3-stark
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Um die Verteilung der einzelnen Parameter innerhalb eines Defektes zu verdeutlichen,
wurden die Einzelwerte bei zwei Tieren, dem mit der stiarksten (P1 re.) und dem mit der

geringsten durchschnittlichen Knochenneubildung (P2 re.), graphisch dargestellt (Abb.
56+ 59).
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Abb. 56: Graphische Darstellung der Einzelparameter des Knochendefektes bei Tier P1 re. (NanoBone®)

Die Werte im Defekt Plre zeigen beziiglich der Entziindungsreaktion und der residuellen
Biomaterialanteile eine gleichbleibende Verteilung. Die Entziindungsreaktion ist konti-
nuierlich gering, wiahrend KAM-Reste durchgehend deutlich nachweisbar sind. Die Werte
fiir die Knochenbildung und die Verbundosteogenese im Zentrum des Defektes zeigen ei-
nen weitgehend analogen Verlauf. Die Schwankungen in der linken Defekthélfte beruhen
darauf, dass die dort vorliegenden Trenn-Diinnschliff-Préparate weiter voneinander ent-
fernt liegen, wohingegen die in der rechten Defekthilfte ermittelten Werte homogener

sind, da die dort vorliegenden entkalkten Paraffinschnitte enger beieinander liegen.

Histologisch zeigt sich eine deutliche Ossifikation im kortikalen Bereich (Abb.57), sowie
eine beginnende Ossifikation im Defektzentrum in Form von Geflechtknochen mit einer

deutlich ausgepréigten Verbundosteogenese bei nur geringfiigiger Entziindungsreaktion
(Abb. 58).
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Abb.57 Abb. 58

Trenn-Diinnschliffe aus der Defektregion 5 Wochen nach Implantation von NanoBone® bei Tier P1 re.
(Giemsa-Toluidinblau-Firbung). Abb. 57: Ubersichtsaufnahme (Vergr. 10 X) mit Zeichen randstindiger und
zentraler Ossifikation Abb. 58: Ausschnittsvergroerung aus dem Defektzentrum mit Nachweis der Ver-

bundosteogenese (Vergr. 40 X)

In dem in Abb. 59 dargestellten Diagramm sind die semiquantitativen Einzelwerte des De-
fekts mit der geringsten durchschnittlichen Knochenbildung (P2re) dargestellt. Auch in
diesem Defekt ist der Anteil an Biomaterial, wie beim Defekt mit der starksten Knochen-
neubildung, als durchgehend deutlich einzustufen.

Die Knochenneubildungsrate und der Anteil der Verbundosteogenesen sind jedoch gerin-
ger ausgeprdgt als beim Tier P1 re., was Riickschliisse auf einen geringeren ossiren
Durchbau der Defektregion zuldsst. Zudem ist die entziindliche Reaktion in diesem Defekt
zumeist als deutlich einzustufen, wobei regionale Unterschiede zu beobachten sind, die
neben verschiedenen lokalen Gegebenheiten auch der Subjektivitit des Verfahrens zuzu-

schreiben sein diirften.
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Abb.59: Graphische Darstellung der Einzelparameter des Knochendefektes beim Tier P2 re. (NanoBone®)

Histologisch stellen sich in der Defektregion mehr kleine Hohlrdume dar als bei den Pri-
paraten des Tieres P1 re. Hier scheint Material bei der Herstellung der Trenn-Diinnschliffe
verloren gegangen zu sein. Ob es sich dabei um Knochen, Bindegewebe oder KAM-
Anteile handelt, ist unklar. Sicher ist jedoch, dass im Defektzentrum nur eine geringe

Knochenneubildung nachweisbar war (Abb. 60 + 61).

Abb.60 Abb. 61

Trenn-Diinnschliffe aus zwei unterschiedlichen Defektregionen 5 Wochen nach Implantation von NanoBo-

ne® bei Tier P2 re. (Giemsa-Toluidinblau-Farbung, Vergr. 10 X) mit deutlichen Zeichen randstdndiger, aber

nur geringer zentraler Ossifikation
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4.3.2.3 Vergleich zwischen den Versuchsgruppen N und P (Ostim® und NanoBone®)

Wenn man die Mittelwerte fiir die Parameter Knochenneubildung, noch vorhandene Bio-
materialanteile, Entziindungsreaktion und nachweisbare Verbundosteogenese im Defekt-
zentrum von beiden Gruppen miteinander vergleicht, werden einige Unterschiede deut-
lich. Tabelle 9 gibt eine Ubersicht iiber die Mittelwerte und Standardabweichungen beider

Versuchsgruppen.

Tabelle 9:
Vergleich der semiquantitativen histologischen Parameter (Mittelwerte)
fiir die Gruppen N und P
N (Ostim®) P (NanoBone®)
Parameter
Mittelwerte Sta.ndardab- Mittelwerte Sta.ndardab-
weichungen weichungen
Knochenneubildung 2,52 0,82 1,77 0,68
Biomaterial 0,64 0,82 1,94 0,24
Entziindung 1,19 0,86 1,29 0,46
Zentrale
0,11 0,48 1,65 1,26
Verbundosteogenese

Die Standardabweichungen liegen fiir alle Werte mit Ausnahme des Wertes fiir die zentra-
le Verbundosteogenese bei der Gruppe P unter 1, was bedeutet, dass die individuelle
Schwankungsbreite sehr gering ist. In der Gruppe P ist dieser Wert mit 1,26 vergleichs-
weise deutlich erhoht. Dies hidngt damit zusammen, dass fiir NanoBone® in fast jedem
Schnitt Verbundosteogenesen unterschiedlichen Ausmafles nachgewiesen werden konn-
ten, wohingegen bei Ostim® aufgrund des nicht mehr vorhandenen Biomaterials nur in 2
Defekten eine geringgradig ausgeprigte Verbundosteogenese nachweisbar war. Durch die
hohere Anzahl von Einzelwerten ergibt sich hier auch eine gréfere Standardabweichung.
Neben einem gewissen Subjektivitdtsgrad, der in die Untersuchungen eingeht, beeinflusst
die Abhéngigkeit des Parameters von dem Vorhandensein einer zentralen Knochenbildung

ebenfalls die Standardabweichung.

Hinsichtlich des residuellen Biomaterialanteiles gibt es bei Ostim® eine verhéltnisméBig

hohe Standardabweichung, da in dieser Gruppe (N) nur sehr vereinzelt Biomaterial nach-
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gewiesen werden konnte, wohingegen bei NanoBone® die Verteilung der Biomaterial-

reste gleichmifBig in allen Defektarealen erkennbar war.

Auch beziiglich Knochenneubildung und dem Vorhandensein von Entziindungszellen in
den Defekten sind die Standardabweichungen bei Ostim® etwas hoher, was auf eine stir-
kere Variabilitit der Parameter innerhalb der Defekte hinweist, wohingegen bei NanoBo-
ne® eine grofere Bestdndigkeit besteht. Ein graphischer Mittelwertvergleich findet sich in
Abbildung 62. Dieser zeigt deutliche Gruppenunterschiede bei den Parametern Knochen-

neubildung, vorhandene Biomaterialanteile sowie AusmaR der Verbundosteogenese.

Vergleich zwischen Gruppe N und P

B Gruppe P

m Gruppe N

Abb. 62: Graphischer Mittelwertvergleich der erhobenen Parameter fiir die Gruppen P und N

Bei der Gruppe N (Ostim®) wurde vergleichsweise mehr Knochen gebildet, prozentual
errechnet ergab sich ein Unterschied von 24,6% (N: 83,6% - P: 59%) bezogen auf den
Hochstwert von 3,0.

Beziiglich des Biomaterials und der damit verbundenen Verbundosteogenese im zentralen
Defektbereich sind die Werte der Gruppe P (NanoBone®) deutlich hoher als in der Ver-
gleichsgruppe N (Ostim®).

5 Wochen nach Implantation von NanoBone® sind noch deutliche KAM-Reste erkennbar
(64,7% vom Hochstwert 3), wohin bei Ostim® eine nahezu vollstindige Resorption statt-
gefunden hat. Es sind nur noch sehr geringe Anteile des KAM vorhanden (21,3% vom
Hochstwert 3,0). Aus diesem Grunde ist das Auftreten zentraler Verbundosteogenesen bei

Einsatz von NanoBone® deutlich hdufiger zu beobachten als beim Vergleichspréparat Os-
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tim®. Bei diesem ist fast kein Biomaterial mehr vorhanden, so dass kaum Verbundosteo-

genesen stattfinden konnen.

Das Vorkommen von Entziindungszellen in den Defekten ist bei beiden KAM als gering
einzuschitzen. Der minimale Gruppenunterschied von 0,1 ist auch aufgrund unterschiedli-
cher Standardabweichungen (P: 0,46 und N: 0,86) zu vernachldssigen.

Alle hier dargestellten Trends werden nachfolgend durch die valider erfassbaren Werte

auf der Basis histomorphometrischer Untersuchungen tiberpriift.

4.3.3 Histomorphometrische Ergebnisse

Fiir die histomorphometrischen Untersuchungen wurden aus jedem Defekt 5 Préparate
ausgewdhlt und mittels eines Scanners mit einer Auflésung von 1200dpi digitalisiert. Es
lagen somit 30 Priparate pro Versuchsgruppe zur Auswertung vor.

Hauptziel der histomorphometrischen Auswertung war die quantitative Erfassung des
AusmaBes der Knochenneubildung in den Defektenregionen. Parallel dazu war die GroB3e
der Restdefekte zu ermitteln. Diese setzen sich aus den Komponenten residuelles Bioma-

terial, Bindegewebsanteile, erweiterte Markrdume, Vakanzen und Artefakte zusammen.

Da eine retrospektive histomorphometrische Bestimmung der Ausgangsdefektgroflen auf-
grund der bereits nach 5 Wochen weit fortgeschrittenen Verknocherung nicht mdoglich
war, wurden die klinisch bei Defektsetzung ermittelten Gréen der Defekte zugrunde ge-
legt und die resultierenden Querschnittsflichen errechnet. In Einzelféllen, in denen un-
beabsichtigt Zahnwurzeln in die Defektregion hineinragten, wurden diese aus den Schnitt-

flichen herausgerechnet. Die ermittelten Werte sind in Tabelle 10 dargestellt.

68



Tabelle 10:

Ausgangsdefektgrofien bei den Minipigs beider Versuchsgruppen N und P

Bei beiden Versuchsgruppen (N +P) finden sich dhnliche Mittelwerte fiir die Defektgrofle
sowie dhnliche Standardabweichungen, so dass fiir die Untersuchungen eine vergleichbare
Ausgangsbasis vorlag. Geringgradige Abweichungen der Defektgro3en lassen sich jedoch
aufgrund der individuellen Gegebenheiten sowie der technischen Unmoglichkeit komplett
identische Defekte zu schaffen nicht vermeiden.

Zum Vergleich wurde eine Kontrollgruppe aus den Untersuchungen von KRATZKE
(2003) aus der eigenen Arbeitsgruppe herangezogen, in denen allerdings nur 4 Defekte
pro Gruppe vorlagen. Es wurde fiir diese Arbeit auf die klinisch ermittelten Defektgrofen
und den daraus errechneten Mittelwert zurlickgegriffen, der fiir die Kontrollgruppe mit
195mm? angegeben wurde. Der Mittelwert der AusgangsdefektgroBe dieser Gruppe
weicht damit deutlich von denen der Gruppen N + P ab. Zwischen der Gruppe P und der
Kontrollgruppe war dieser Unterschied sogar signifikant auf den Niveau p < 0,05, was die

Validitdt der Vergleiche mit der Kontrollgruppe belastet.
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Das Softwareprogramm SIS-Analysis ist in der Lage gleiche Farbtone innerhalb kalibrier-
ter histologischer Abbildungen zu detektieren, die zugrunde liegenden Flichenvolumina
zu errechnen und die zugehoérigen Werte in Form von Tabellen wiederzugeben. Diese au-
tomatische Detektion gelang bei der Giemsa-Toluidin-Farbung komplikationslos, da die
KAM durch ihre dunkelbraune Anfiarbung problemlos abgrenzbar waren. Insbesondere
bei den HE- gefiarbten aber auch bei Masson-Goldner-gefarbten Priaparaten- erwies sich
die Detektion als schwierig, da die Farbunterschiede geringer ausgeprigt waren. In diesen
Fiéllen musste teilweise durch Umfahren der Konturen der Kompartimente per Hand de-
tektiert werden, wobei methodisch bedingte Abweichungen der Erfassungsgenauigkeit

nicht auszuschlief3en sind.

Die Flachen der Préparatquerschnitte (in mm?) mussten neben dem residuellen Biomateri-
al auch fiir Bindegewebsanteile (BGW), Hohlrdume (HR), erweiterte Markrdume (EM),
Artefakte (AF) sowie Vakanzen (V) bestimmt werden, um eine Berechnung der Restde-
fektgrofBe zu ermoglichen. In diesen Féllen erfolgte zuvor eine manuelle Bearbeitung mit
Hilfe des Bildbearbeitungsprogramms Photoshop® 7.0 (Firma Adobe®, San Jose,
Ca/USA). Bestimmte Funktionen dieses Programmes erlauben das genaue Markieren von
Flachen und deren Fiarbung (Abb. 63 + 64). Die so vorbereiten Préparate konnen mittels
der automatischen Farbdetektion des SIS-Analysis-Programmes problemlos histomor-

phometrisch ausgewertet werden. Die nachfolgenden Abbildungen 63 66 zeigen Pripa-

rate vor und nach der Bildbearbeitung.

Abb. 63 (unbearbeitet) Abb. 64 (bearbeitet mit Photoshop®)*
Histologische Praparate des Tieres P1re4 , Defekt 5 Wochen nach NanoBone®-Implantation (Giemsa-
Toluidinblau-Féarbung, 1200dpi)

* griin-Bindegewebe, rot-Mandibularkanal
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Abb. 65 (unbearbeitet) Abb. 66 (bearbeitet mit Photoshop®)*

Histologische Priparate des Tieres N21i2, Defekt 5 Wochen nach Ostim®-Implantation (Giemsa-Toluidin-
Féarbung, 1200dpi)

*griin-Bindegewebe, rot-Mandibularkanal, gelb-Vakanzen, pink-erweiterte Markrdume

Eine tabellarische Zusammenstellung aller histomorphometrisch ermittelten Parameter der
Gruppe N (Ostim®) findet sich im Anhang in Tabelle 22 bzw. die der Gruppe P (Nano-
Bone®) in Tabelle 23.

Nachfolgend werden die so bestimmten Parameter Biomaterial, Bindegewebe, erweiterte
Markraume, Vakanzen, Artefakte und letztlich dann RestdefektgroBe und Knochenneubil-

dungsrate im Detail beschrieben werden:

4.3.3.1 Biomaterial

Die bereits in der quantitativen und semiquantitativen histologischen Untersuchung er-
kennbaren Tendenzen beziiglich des Biomaterialanteils im Defekt sollen durch die histo-
morphometrischen Untersuchungen prézisiert werden, wobei gezielt die Fldcheninhalte
der Biomaterialien in den Querschnitten der histologischen Pridparate in mm? ermittelt
werden. Die fiir jeden einzelnen Defekt erhobenen Mittelwerte sowie der prozentuale An-

teil des Biomaterial bezogen auf die AusgangsdefektgroBe sind in Tabelle 11 dargestellt.
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Tabelle 11:

5 Wochen nach Implantation histomorphometrisch in den

Defektregionen nachweisbare Biomaterialanteile

Standardabweichung Standardabweichung

Es wird deutlich, dass in der NanoBone® (Gruppe P) 5 Wochen nach Implantation 7,26%
des Defektes mit nicht biodegradierten KAM-Resten angefiillt sind, wéhrend bei Verwen-
dung von Ostim® (Gruppe N) kaum noch KAM-anteile (0,24%) nachweisbar sind.

Standardabweichungen von 3,68 bzw. 5,62 weisen auf eine geringe Variabilitidt der Be-
funde hin. Bei NanoBone® herrscht in allen Defekten eine gleichméBige Verteilung des
Biomaterials vor, wohingegen bei Ostim® nur in 3 von 6 Defekten Biomaterial nachge-
wiesen werden konnte. Auffillig ist der vergleichsweise hohe Anteil beim Defekt N2li, in
dem recht grofle Reste vom Biomaterial sichtbar waren. Hierbei scheint es sich um einen
Ausreifler zu handeln, denn alle anderen Schnitte zeigen deutlich weniger residuelles

Biomaterial.

Somit unterliegt das KAM Ostim® einer sehr schnellen Resorption, die nach 5 Wochen
bereits nahezu abgeschlossen ist. NanoBone® scheint in Relation zur Knochenneubildung
angepasster biodegradiert zu werden und bietet daher eine bessere Stabilitidt im Defektbe-
reich wihrend der Heilungsphase. Der im Vergleich zu Ostim hohere Anteil von NanoBo-
ne® 5 Wochen nach Implantation ist statistisch im paarweisen Vergleich nach Mann und

Whitney signifikant (p  0,002).
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4.3.3.2 Bindegewebe

Auch das Vorhandensein von sich differenzierendem Bindegewebe wurde histomorpho-
metrisch untersucht. Hierzu wurde das Bindegewebe mittels des Softwareprogrammes
Adobe® Photoshop® farbig markiert und dessen Fliche in mm? bestimmt. Tabelle 12 gibt

die erhobenen Werte wieder.

Tabelle 12:

5 Wochen nach Implantation histomorphometrisch in den Defekt-

regionen nachweisbarer Bindegewebsanteil

Gruppenmittelwert 26,58 11,68 | Gruppenmittelwert 63,68 29,29

Standardabweichung 15,48 5,62 Standardabweichung 6,04 3,68

Der nach 5 Wochen nachweisbare Anteil an differenziertem Bindegewebe war sowohl
absolut, als auch prozentual mit 29,3 % bei Einsatz von NanoBone® (Gruppe P) hoher als
Verwendung von Ostim® (Gruppe N: 11,7%). Die Differenz ist statistisch signifikant
(p< 0,05), wobei aufgrund geringfiigiger Unterschiede der DefektausgangsgroB3en nur die
prozentualen Werte einen direkten Vergleich zulassen. Die Standardabweichungen liegen
mit Werten von 3,68 (P) und 5,62 (N) nah beieinander und sind auf die Variabilitit inner-
halb der histologischen Schnitte zurtickzufithren. Der Befund ldsst sich nur in Verbindung
mit den Anteilen anderer Komponenten insbesondere Biomaterialresten und Knochenbil-

dung genauer erdrtern, was spéter erfolgen soll.
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4.3.3.3 Erweiterter Markraum

In den histologischen Préaparaten von Ostim® (Gruppe N) trat mit 3,11% ein groferer An-
teil von Hohlraumbildungen innerhalb des neugebildeten Knochens im Vergleich zu Na-
noBone® (Gruppe P: 0,14%) auf, die nicht ohne weiteres dem neugebildeten Knochen
zugeordnet werden konnten (Tabelle 13). Es ist anzunehmen, dass diese Hohlraumbildung
innerhalb des neuen Knochens im Zusammenhang mit der sehr schnellen Resorption von
Ostim® steht. Dies bedeutet, dass die Knochenneubildung zeitlich nicht mit der Degrada-
tion des Biomaterials Schritt halten kann, was die statistische Signifikanzpriifung bestitigt
(p<0,05). Weitere histomorphometrische Einzelparameter sind Tabelle 13 zu entnehmen.
Anzumerken ist, dass die Auswahl der erweiterten Markrdume durch eine subjektive
Komponente belastet ist und dieser Parameter daher nur eingeschriankt aussagefdhig ist.
Insgesamt bestétigen die erhobenen Befunde die vorausgegangenen histologischen Unter-

suchungen.

Tabelle 13:

5 Wochen nach Implantation histomorphometrisch nachweisbare

erweiterte Markriume in den Defektregionen

Gruppenmittelwert 6,96 3,11 | Gruppenmittelwert 0,31 0,14

Standardabweichung 1,79 0,76 Standardabweichung 0,37 0,18
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4.3.3.4 Vakanzen

Als Vakanzen wurden sdmtliche Einziehungen an der Defektoberflache zusammengefasst.
Auch sie wurden mittels der Software farblich markiert und anschlieBend digital vermes-
sen. Es ergab sich eine leichte Erhohung des Vakanzmittelwertes bei Ostim® (Gruppe N:
1,97%) gegeniiber NanoBone® (Gruppe P: 0,76%), wobei keine statistische Signifikanz
nachweisbar war (Tab. 14). Die nachgewiesene leichte Erhohung der Vakanzen in der Os-
tim®-Gruppe ist vermutlich ebenfalls auf die schnelle Resorption dieses KAM und seine
weichere Konsistenz gegeniiber dem Vergleichsmaterial zuriickzufiihren. Weitere Einzel-

werte sind Tabelle 14 zu entnehmen.

Tabelle 14:

5 Wochen nach Implantation histomorphometrisch nachweisbare Vakanzen in

den Defektregionen

Gruppenmittelwert 7,79 3,52 Gruppenmittelwert 4,14 1,91

Standardabweichung 4,05 1,97 Standardabweichung 1,57 0,76
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4.3.3.5 Artefakte

Als Artefakte wurden insbesondere Hohlrdume in den Defekten gewertet, aus denen bei
der Herstellung der Priparate Material herausgefallen war. Diese Hohlrdume befanden
sich meist im Bereich von Biomaterialrestanteilen und bindegewebigen Strukturen. Hohl-
raumbildungen im Bereich des neu gebildeten Knochens wurden der bereits abgehandel-
ten Kategorie ,,erweiterte Markrdume* zugeordnet. Da unklar ist, was sich urspriinglich in
diesen Rdumen befand, wurden sie weder dem Knochen noch dem Bindegewebe zu-
geordnet, sondern stellen eine gesondert vermessene Kategorie dar. Auch unbekannte
Strukturen, die beispielsweise bei der Préiparatherstellung entstanden, wurden als Artefak-
te gewertet, deren histomorphometrisch ermittelten Einzelwerte in Tabelle 15 wiederge-

geben sind.

Tabelle 15:

5 Wochen nach Implantation histomorphometrisch nachweisbare Artefak-

te in den Defektregionen

Gruppenmittelwert 0,15 0,07 Gruppenmittelwert 1,18 0,55
Standardabwei- Standard-
chung 0,36 0,17 abweichung 0,84 0,40

Die Anzahl der in der Defektregion ermittelten Artefakte ist 5 Wochen nach Implantation
von NanoBone® (Gruppe P: 0,55%) statistisch signifikant hoher als bei Verwendung von
Ostim® (Gruppe N: 0,07%, p<0,05), aber insgesamt in beiden Gruppen als sehr gering
einzustufen. Da die Gruppe P (NanoBone®) einen signifikant héheren residuellen Bioma-
terialanteil besitzt und eine festere granuldre Struktur aufweist, wird die Artefaktbildung

bei der histologischen Aufbereitung offenbar beglinstigt.
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4.3.3.6 Restdefekte
Die Ausdehnung der Restdefekte ergibt sich aus der Summation der bereits dargestellten
Parameter Biomaterial, Bindegewebe, erweiterter Markraum, Vakanzen und Artefakte.

Die errechneten Werte sind in Tabelle 16 zusammengestellt.

Tabelle 16:

5 Wochen nach Implantation errechnete Restdefekte

(bezogen auf die klinischen Ausgangsdefekte)

Standardab- Standardab-
weichung weichung

Es ist erkennbar, dass 5 Wochen nach Implantation von Ostim® (Gruppe N, 18,62%)
deutlich kleinere Restdefekte als in der NanoBone®-Gruppe (P: 39,16%) vorliegen, in der
die Mittelwerte fast doppelt so hoch liegen. Diese Differenz ist statistisch signifikant
(p 0,02)

Die Abb. 67 und 68 sind ergidnzende graphische Darstellungen, in denen die Zusammen-
setzung der Restdefekte in beiden Versuchsgruppen in Kreisdiagrammen verdeutlicht
wird. Zu berticksichtigen ist, dass sich alle enthaltenen prozentualen Werte auf die Restde-

fektgroBe beziehen und nicht auf den Gesamtdefekt.
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Restdefektzusammensetzung
Gruppe N

EBM mMBGW WmEM mV mAF

0%1%

Abb.67: Zusammensetzung der Restdefekte (Mittelwerte) 5 Wochen nach Implantation von
Ostim® (Gruppe N)

Restdefektzusammensetzung
Gruppe P

HBM mMBGW WEM mV mAF

0% 5% 1%

Abb. 68: Zusammensetzung der Restdefekte (Mittelwerte) 5 Wochen nach Implantation von
NanoBone® (Gruppe P)

Abkiirzungen in den Abbildungen:

BM-= Biomaterial, BGW= Bindegewebe, EM= Erweiterter Markraum, V= Vakanzen,
AF= Artefakte
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Aus den Graphiken geht hervor, dass die Restdefekte bei Verwendung von NanoBone®
(Gruppe P) groBtenteils (94%) aus differenziertem Bindegewebe (75%) und Biomaterial
(19%) bestehen. Der Anteil, der durch den erweiterten Markraum, die Vakanzen und Arte-

fakte gebildet wird, ist mit einem Mittelwert von 6% unbedeutend.

Bei Einsatz von Ostim® (Gruppe N) setzt sich der grofite Anteil (99%) aus 3 Komponen-
ten zusammen, dies sind Bindegewebe (63%), erweiterte Markrdume (17%) und Vakan-

zen (19%). Der Anteil von Artefakten und Biomaterialresten macht insgesamt nur 1% aus.

Bei beiden KAM iiberwiegt im Restdefekt das differenzierte Bindegewebe mit 75% resp.
63%. Daneben zeichnet sich ab, dass die Struktur der Restdefekte bei Anwendung von Os-
tim® stérker durch Hohlrdume in Form von erweiterten Markrdumen und Vakanzen ge-
pragt ist, wiahrend bei Applikation von NanoBone® eher Biomaterialreste zu erwarten

sind.

4.3.3.7 Knochenbildung

Der wichtigste Parameter ist die defektbezogene Knochenneubildungsrate, die durch Sub-
traktion der RestdefektgroBe von der klinisch ermittelten AusgangsdefektgroBe zu errech-
nen war. Zusitzlich wird die 5 Wochen nach KAM-Implantation eingetretene Defektver-
kleinerung in Prozent angegeben. Hierzu wurden 6 Einzeldefekte pro Untersuchungsgrup-

pe histomorphometrisch - wie in Kapitel 3.4.3 angegeben - vermessen.

Das typische Verteilungsmuster des neu gebildeten Knochens innerhalb der einzelnen De-
fekte verdeutlicht die graphische Darstellung von zwei Defekten (Abb. 69 + 70). Es han-
delt sich um je ein Tier der Ostim®-Gruppe (N3li) und der NanoBone®-Gruppe (P3re),
deren Befunde den Mittelwerten nahe kommen. Die nicht gemessenen Zwischenwerte
wurden zusétzlich errechnet. Blau dargestellt wird die Verteilung der Knochenbildung im
Defektbereich, die randstindig am stirksten ausgeprégt ist. In beiden gruppentypischen
Defekten ist die Knochenneubildung im Zentrum am geringsten, da in diesem Bereich die
ungiinstigsten Durchblutungsverhéltnisse vorliegen und die Anzahl penetrierender kno-

chenbildender Zellen am geringsten ist.

Der weille Bereich, der sich oberhalb der Kurve bis hin zur 100%-Marke erstreckt, ent-

spricht der Restdefektausdehnung (Abb. 69 + 70).
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Abb. 69 : Typische Verteilung der Knochenbildung in einem Defekt 5 Wochen nach Implantation von
Ostim® (Tier N3li)
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Abb. 70: Typische Verteilung der Knochenbildung in einem Defekt 5 Wochen nach Implantation von
NanoBone® (Tier P3re)
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Eine eigene Kontrollgruppe, bei der die Knochenneubildungsrate 5 Wochen nach Defekt-
setzung ohne Implantation eines KAM histomorphometrisch ermittelt wurde, existiert nicht.
Anstelle dieser wurden die Werte fiir die Knochenneubildung in unversorgten Defekten glei-
cher Ausdehnung aus Voruntersuchungen von KRATZKE (2003) entnommen. Diese mussten
auf die klinisch gemessenen Defektgro3en umgerechnet werden, wobei die Pramisse zugrun-
de lag, dass die Differenz zwischen diesen und den histomorphometrisch ermittelten Aus-
gangsdefektgroBen der Rate neugebildeten Knochens entspricht. Da die Restdefektgroflen

bekannt waren, war dies unproblematisch.

Die Tabelle 17 gibt die histomorphometrisch ermittelten Werte fiir die Knochenneubildungs-
rate in den Defekten der Ostim®-Gruppe (N), der NanoBone®-Gruppe (P) und der adaptier-

ten Kontrollgruppe C wieder:

Nach Hochrechnung der Knochenneubildungsrate auf die klinischen DefektgroBen in der
Kontrollgruppe (C), ergaben sich teilweise sehr hohe Werte. Insbesondere das Tier Nr. 5 zeigt
eine enorme Knochenneubildung und diirfte statistisch gesehen als so genannter Ausreifler
einzuordnen sein. Die generell recht hohen Werte fiir die Knochenneubildung in der Kon-
trollgruppe resultieren aus ihrer direkten Vermessung im Defekt und dem Faktum, dass Ein-
zelparameter wie der erweiterte Markraum und Bindegewebe unberiicksichtigt blieben. Zu-
dem ist bei nur vier vermessenen Defekten in der Kontrollgruppe und einer statistisch signifi-
kant abweichenden Ausgangsdefektgrole von Versuchsgruppe P (NanoBone®) ein Vergleich
nur eingeschriankt moglich. Demgegentiber lagen die Mittelwerte fiir die Ausgangsdefektgro-
Ben der Ostim®-Gruppe (N) und der NanoBone®-Gruppe (P) nah beieinander (keine signifi-
kante Differenz). Lediglich die Standardabweichung ist in Gruppe N vergleichsweise etwas
hoher, was auf intraoperative Variabilitdten bei der Defektsetzung, sowie ein vereinzeltes

Vorhandensein von Artefakten im Defektbereich zuriickzufithren ist.
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Tabelle 17:

Ausgangsdefektgrofie sowie Knochenbildungsrate und Defektverkleinerung nach

5 Wochen in den mit KAM behandelten Versuchsgruppen und der Kontrollgruppe

234,00 154,07 65,84
240,00 148,57 61,90
228,00 150,02 65,80
212,37 117,63 55,39
198,00 107,56 54,32
198,00 121,87 61,55
18,28 19,91 4,97

C* (Kontrolle) aus KRATZKE 2003

Die absolute Knochenneubildungsrate 5 Wochen nach Implantation von NanoBone® ist nie-

driger als die nach zeitgleicher Implantation von Ostim® (Tab: 18). Sie weicht nicht wesent-

lich von der Kontrollgruppe ab. Da sich beziiglich der Ausgangsdefektgroflen beider Gruppen
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jedoch signifikante Unterschiede ergaben, sind die NanoBone®-Gruppe und die Kontroll-
gruppe statistisch nur eingeschrinkt vergleichbar. Es lédsst sich jedoch aussagen, dass die ab-
solute Knochenneubildungsrate nach Implantation von Ostim® signifikant hoher ist, als in der
Kontrollgruppe (p 0,19) und in der NanoBone®-Gruppe (p 0,02). Gleiches gilt fiir den pro-

zentualen Anteil der Defektverkleinerung.

Tabelle 18:
Signifikanzpriifungen*: Ausgangsdefektgrofien, Knochenneubildungsraten und

relative Defektverkleinerungen S Wochen nach Implantation von zwei KAM sowie in

einer Kontrollgruppe mit Leerdefekten

nicht signifikant N>C (p 0,019) N>C (p 0,038)

P>C (p 0,01) nicht signifikant nicht signifikant

nicht signifikant N>P (p 0,002) N>P (p 0,002)

* U-Test von Mann und Whitney
C**=Kontrolle (aus KRATZKE 2003), N=0Ostim®, P= NanoBone®

4.3.3.8 Zusammenfassender histomorphometrischer Vergleich beider Versuchsgruppen

In Tabelle 19 findet sich eine Gesamtaufstellung der Mittelwerte aller histomorphometrisch

gemessener Parameter sowie der daraus berechneten Werte 5 Wochen nach Implantation der

Tabelle 19:

Gruppenvergleich der histomorphometrischen Parameter (Mittelwerte)

5 Wochen nach Applikation zweier Knochenaufbaumaterialien

N
224,02 0,24 11,68 3,11 3,52 0,07 18,62 81,25
Ostim®
P
218,39 7,26 29,29 0,14 1,91 0,55 39,16 60,84
NanoBone®

Werte, die sich im U-Test statistisch signifikant unterscheiden sind rot dargestellt
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zwei zu testenden KAM NanoBone® und Ostim®. Sie ermdglicht einen orientierenden Uber-

blick iiber alle wesentlichen gruppenspezifisch quantifizierbaren Messwerte dieser Studie.

Diese besagen, dass bei anndhernd gleicher klinischer Ausgangsdefektgrofle bei allen Para-
metern - mit Ausnahme der Vakanzen - signifikante Gruppenunterschiede bestehen. Das be-
trifft auch die drei Hauptparameter Biomaterialreste, Restdefektgrof3e und neugebildeter Kno-
chen. Die Werte fiir die beiden erstgenannten Parameter sind in der NanoBone®-Gruppe (P)
signifikant hoher, wihrend neugebildeter Knochen in der Ostim®-Gruppe (N) einen signifi-

kant hoheren Wert aufweist.

Nachfolgend werden diese histomorphometrischen Befunde in den Abb. 71 + 72 zusitzlich

vergleichend graphisch veranschaulicht.

Gruppe N
mBM (%) mBgw (%) MEM (%) mVakanz(%s) m Artefakte(2s) mKn (%a)

0%

3%

4%
0%

Abb. 71: prozentuale Zusammensetzung der Defektbestandteile 5 Wochen nach Implantation von Ostim®

(Gruppe N)

Gruppe P

mBM (%) ®Bgw (%) mEM (%) ®Vakanz(%o) ® Artefakte(%o) ®m Kn (%)

0%

194 2%

Abb. 72: prozentuale Zusammensetzung der Defektbestandteile 5 Wochen nach Implantation von NanoBone®
(Gruppe P)

Abkiirzungen: BM-Biomaterial, Bgw- Bindegewebe, EM-erweiterter Markraum, Kn-Knochen
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5. Diskussion

5.4 Kritische Wertung der Ergebnisse

Um die Tauglichkeit von Ostim® und NanoBone® als Knochenaufbaumaterialien, speziell
bei ossdren Defekten des Mund-Kiefer- und Gesichtsbereiches, beurteilen zu kénnen, wurde
zunéchst eine vergleichende tierexperimentelle Kurzzeitstudie an 6 Goéttinger Minischweinen
durchgefiihrt. Bei ihnen wurden Defekte kritischer Grof3e im Bereich der anterioren Mandibu-
la gesetzt und alternativ mit beiden KAM versorgt. Nach 5 Wochen erfolgten vergleichende
makroskopische, rontgenologische, qualitative und semiquantitative histologische sowie his-

tomorphometrische Untersuchungen der Defektregionen.

Die makroskopische und rontgenologische Befundung diente einer orientierenden Beurtei-
lung, wobei insbesondere die rontgenologische Abgrenzung von neugebildetem Knochenge-
webe und nicht biodegradierten Resten beider auf Hydroxylapatit-Basis entwickelter KAM
nicht immer zweifelsfrei moglich war.

Wihrend die qualitative histologische Untersuchung der Defektregionen eindeutige Befunde
ergab, waren die semiquantitativen histologischen Untersuchungen ausgewéhlter Priparate
nicht frei von subjektiven Einfliissen. Um diese Fehler zu mindern, wurde eine Einteilung in
lediglich drei Bewertungsgrade vorgenommen. Aufgrund der subjektiven Komponente wurde
auf eine statistische Signifikanzpriifung der semiquantitativen histologischen Befunde ver-
zichtet. Thre Ergebnisse sollten lediglich als Vororientierung fiir eine weiterfithrende histo-
morphometrische Befunderhebung dienen.

Als histomorphometrischer Parameter fiir die defektbezogene Knochenneubildung wurde die
Differenz der Flachen von Ursprungs- und Restdefekten nach fiinf Monaten fiir einen Grup-
penvergleich zugrunde gelegt. Ein Faktor, der die Aussagekraft der Untersuchungen limitier-
te, war die relativ geringe Zahl (n 6) der untersuchten Knochendefekte pro Versuchsgruppe.
Diese Beschriankung der Versuchstierzahl auf ein der Fragestellung angemessenes Mal3 war
aus ethischen Griinden unumginglich.

Die zugrundeliegenden Ursprungsdefektflichen wurden durch Multiplikation der intraopera-
tiv vermessenen Hohen und Tiefen der Defekte ermittelt und stellen einen Mittelwert aller zur
Auswertung gelangten histologischen Priparate einer Defektregion da, wobei mogliche Ab-

weichungen zwischen einzelnen Schnittebenen unberiicksichtigt blieben.

Die histologischen Préparate wurden aus Griinden der Aufwandsminimierung mittels zwei

unterschiedlicher Techniken hergestellt. Dazu wurde das Material pro Defekt geteilt, so dass
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je die Halfte mittels Trenn-Dtinnschlifftechnik mit der Standardfarbung Giemsa-Toluidinblau
bzw. mittels EDTA-Entkalkung mit nachfolgender Paraffineinbettung und HE-Standard-
Farbung bearbeitet wurde. Einerseits erweiterte dieses Vorgehen die Aussagekraft der histo-
logischen Befunde, andererseits war die Vergleichbarkeit der Préparate z. T. eingeschrénkt.
So traten vorwiegend bei den entkalkten Priparaten teilweise Schrumpfungen sowie Materi-
alverluste auf. Bei den Trenn-Diinnschliffen war diese Problematik weniger ausgepragt.
Zudem eignete sich die standardmifig bei den Diinnschliffen angewendete Giemsa-Toluidin-
Farbung gut fiir die automatischen Detektion im Rahmen der histomorphometrischen Unter-
suchungen. Aber auch bei diesen gab es Fehlerquellen, da kleinere Partikel mit dhnlicher
Farbgebung in Einzelfillen zusammen mit dem Biomaterial angefiarbt werden kénnen und
somit bei der Detektion mittels des ANALYSIS-Systems der falschen Kategorie zugeordnet
werden. Dies ist auf die Variabilitit bei der histologischen Anfiarbung zuriickzufiihren.

Um die histomorphometrische Analyse bei den entkalkten und HE-gefidrbten Paraffinschnitten
zu ermoglichen, wurden diese histologischen Priparate mittels eines Bildbearbeitungsprog-
rammes vorbereitet, so dass sie anschlieBend automatisch vermessen werden konnten. Dieser
unterschiedliche Ausmessungsmodus ist ein Kritikpunkt, zumal es insbesondere bei der De-
tektierung der Biomaterialanteile geringe Fehlerquellen gab.

In Préparaten, bei denen eine automatische Detektierung nicht gelang, mussten die Einzelpa-
rameter manuell durch Umfahren der einzelnen Strukturelemente mit dem Cursor per Hand
erfolgen. Dieses Vorgehen wurde insbesondere zur Bestimmung der Biomaterialreste in den
HE-Priparaten eingesetzt. Dabei ist, wenn man mit hoherer Vergréferung arbeitet, die Feh-

lerquote so gering, dass man sie vernachlédssigen kann.

Beim Ausmessen der erweiterten Markrdume ist als Kritikpunkt zu bewerten, dass keine Min-
destgrofle festgelegt wurde, so dass diesbeziiglich eine subjektive Ermessensentscheidung
zugrunde liegt. Da alle Befunde durch dieselbe Person nach konstanten Kriterien beurteilt
wurden und eine zusitzliche Kontrolle durch eine wissenschaftliche Mitarbeiterin erfolgte, ist

ein orientierender Vergleich durchaus moglich.

Als kritisch zu beurteilen ist zudem wie bereits bei Material und Methode (3.5) néher ausge-
fithrt - der Vergleich der beiden Versuchsgruppen mit der Kontrollgruppe aus der Dissertation
von KRATZKE (2003). Zum einen weicht die Zahl der untersuchten Knochendefekte ab und
zum anderen wurde bei ansonsten identischer Versuchsdurchfiilhrung eine abweichende
histomorphometrische Methode eingesetzt. Geringe Abweichungen zeigten auch die Aus-

gangsdefektgrofen; sie waren mit einem Mittelwert von 195mm? im Préparatanschnitt etwas
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kleiner als die der eigenen Versuchsgruppen. Da uns jedoch keine weiteren Tiere fiir eine
Kontrollgruppe zur Verfiigung standen, wurde die Leerdefektgruppe dieser Voruntersuchung
zum Vergleich mit den vorliegenden Ergebnissen in die Auswertung einbezogen. Bei den
statistischen Untersuchungen wurde die unterschiedliche Zahl der Defekte vier bzw. sechs

und auch die Grofle der Ausgangsdefekte beriicksichtigt. Im Rahmen neuer, bereits geplanter
Studien in den kommenden Jahren soll eine neue Kontrollgruppe untersucht werden, welche

dann einen einwandfreien Vergleich erlaubt.

5.2 Vergleich der getesteten Knochenaufbaumaterialien (KAM) mit einem xenogenen
KAM

Im Rahmen weiterfiihrender Untersuchungen der Rostocker Forschungsgruppe fiir Regenera-
tive Medizin wurden weitere KAM in vivo getestet. In diesem Zusammenhang ist insbesonde-
re die noch unpublizierte Studie von GRUBER (2008) von Interesse. Sie fithrte Kurz- und
Langzeitversuche tiber 5 Wochen bzw. 8 Monate am gleichen Tiermodell mit BioOss®
(Geistlich, Baden-Baden) durch. Zudem testet z. Z. SCHNEIDER (2008) die beiden KAM
Ostim® und NanoBone® in Langzeitversuchen iiber 8 Monate am gleichen Tiermodell.

Das xenogene Vergleichspriaparat BioOss® ist bereits mehr als 10 Jahre auf dem Markt und
seither vielfach im Kiefer-Gesichtsbereich zur Anwendung gelangt. Inzwischen wurden eine
Reihe klinischer Studien durchgefiihrt. Laut Herstellerangabe existieren bereits mehr als 500
Publikationen zu diesem KAM (Geistlich, 2008) Nach Untersuchungen von PEETZ (1997)
soll BioOss® interkonnektierende Poren unterschiedlicher Grof3enordnung aufweisen: Mak-
roporen mit 300-1500um Durchmesser, Mikroporen in der Dimension der Havers- und Ge-
faBkanidle und intrakristalline Rdume mit einem Durchmesser von 3-26nm. Die spezifische
Oberfliche wird mit 79, 7m?/g angegeben (WEIBRICH et al., 2000).

Beim Vergleich der beiden in der vorliegenden Studie getesteten nanokristallinen KAM auf
Hydroxylapatitbasis mit dem xenogenen KAM bovinen Ursprungs sollen lediglich die klini-
schen, histologischen und histomorphometrischen Befunde bewertet werden, die am aussage-
kréftigsten sind.

Klinisch fillt 5 Wochen nach Implantation von BioOss® noch reichlich bindegewebiges Gra-
nulationsgewebe in den Defektregionen auf (Abb. 73). Analog zu den semiquantitativen histo-
logischen Befunden waren vermehrt entziindliche Prozesse zu beobachten (vergl. Kapitel

4.3.2). Bei Anwendung der beiden anderen KAM ist der Knochendurchbau im kortikalen Be-
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reich klinisch weiter fortgeschritten (Abb. 74 + Abb. 75), wobei der Befund bei Einsatz von

NanoBone® etwas giinstigster erscheint.

Abb. 73 — 75: Mandibulae von
Minipigs, klinische Befunde 5
Wochen nach Implantation unter-
schiedlicher KAM in Knochende-
fekte kritischer GrofBe

Abb. 73: BioOss®
(aus Gruber, 2008)

Abb. 74: Ostim®

Abb. 75: NanoBone®
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Die Abbildungen 76- 78 zeigen die histologischen Befunde der drei zu vergleichenden KAM
jeweils 5 Wochen nach Implantation in mandibuldre Defekte bei Miniaturschweinen.

Bei Verwendung von BioOss® zeigt sich in der Defektregion eine vorwiegend von den De-
fektrandern ausgehende Knochenneubildung, die an der lingualen Kortikalis am stirksten
ausgeprigt ist (Abb. 76, oben). Zentral ist die Knochenbildung noch recht gering. Im vestibu-
laren Kortikalisbereich dominieren relativ gro3e undegradierte Biomaterial-Partikel (Abb. 76,
unten), die von Bindegewebe umgeben sind, das z. T. eine entziindliche Reaktion ausweist.
Bei den mit Ostim® versorgten Defekten ist histologisch durchweg eine auffallend starke
Knochenbildung mit zentraler Hohlraumbildung und/oder erweiterten Markrdaumen nachweis-
bar (Abb. 77). Daneben kommen Bindegewebsanteile vorwiegend im vestibuldren Defektbe-
reich zur Darstellung (Abb. 77, unten). Biomaterialreste sind in der Ubersichtsaufnahme nicht
nachweisbar, was auf einen frithzeitigen Abbau bereits vor der 5. Wochen hinweist.

Bei Einsatz von NanoBone® ist nach 5 Wochen histologisch ein gleichméafiger ossérer
Durchbau des Defektes zu verzeichnen (Abb. 78), wobei z. T. noch nicht ossifizierte Binde-
gewebskompartimente vorhanden sind. Letztere erweisen sich als entziindungsfrei und stellen
eine Knochenvorstufe im Rahmen der desmalen Ossifikation dar. Partiell degradierte Bioma-
terialreste in maBiger Menge finden sich gleichmifBig tiber die Defektregion verteilt. Im Zent-
rum des Defektes ist an mehreren Stellen eine biomaterialinduzierte Verbundosteogenese er-

kennbar, was bei hoherer VergroBBerung deutlicher wird.
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Abb. 76 - 78: Mandibulae von Minipigs,
histologische Befunde 5 Wochen nach
Implantation unterschiedlicher KAM in

Knochendefekte kritischer Grofie

Abb. 76: Bi0oOss® (aus Gruber, 2008)

Abb. 77: Ostim®

Abb. 78: NanoBone®
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Ein Vergleich der histomorphometrisch ermittelten Parameter 5 Wochen nach Implantation
von Ostim®, NanoBone® bzw. BioOss® ist in Tabelle 20 dargestellt. Tabelle 21 gibt zusétz-

lich die Ergebnisse der statistischen Signifikanzpriifung wieder.

Tabelle 20:

Histomorphometrische Parameter S Wochen nach Implantation der getesteten

KAM

Ostim®

N) 224,02 0,24 11,68 3,11 3,52 0,07] 18,62 81,25
NanoBone®

(P) 218,39 7,26 29,29 0,14 1,91] 0,55] 39,16 60,84
BioOss®"

(0) 234,62 6,82 20,70 0,00 2,53] 1,63]| 31,68 68,32

*aus Gruber, 2008

Tabelle 21:
Gruppenvergleiche P/N P/O und O/N 5 Wochen nach Implantation der getesteten
KAM Signifikanzpriifung nach Mann und Whitney

P NanoBone® , N= Ostim® , O*=BioOss® (aus Gruber, 2008) , n.s.= nicht signifikant

Beim statistischen Gruppenvergleich fillt auf, dass die mit Ostim® - einem auf Hydroxylapa-
tit(HA)-Hydrogelbasis hergestellten synthetischen KAM - versorgten Knochendefekte mit
mehr als 80% nach 5 Wochen die hochste Knochenneubildungsrate aufweisen. NanoBone® -
ein HA-Xerogel zeigt nach gleicher Liegedauer mit ca. 60 % die geringste Knochenneubil-
dungsrate (Tab. 20). Die fiir Ostim® ermittelten Werte weichen signifikant von denen fiir

NanoBone® und fiir das xenogenen KAM BioOss® ermittelten Werten ab (Tab. 21).
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Reziprok verhilt es sich mit der relativen Grof3e der Restdefekte bezogen auf die Ausgangsde-
fektgrofe. Sie ist bei Ostim® mit ca. 19% am geringsten, gefolgt von BioOss® (ca. 32%) und
NanoBone® (ca. 39 %).

Betrachtet man die nach 5 Wochen nachweisbaren Biomaterialreste, so zeigt sich bei Ostim®
mit <1% der geringste Wert. Dieser ist signifikant geringer als bei den beiden anderen KAM,
die sich mit ca. 7% Biomaterialanteilen kaum von einander unterscheiden. Die Ursache diirfte
in unterschiedlichen Biodegradationsmechanismen der KAM begriindet sein. So liegt bei Os-
tim® das nanokritalline HA in wéssriger Losung vor, was zu einer sehr schnellen Resorption
fiihrt. Da die Knochenbildung langsamer voranschreitet, verbleiben bei groBeren Defekten
zentrale Hohlraumbildungen, was noch unveroffentlichte In-vivo-Langzeitversuche bestiti-
gen koénnen (SCHNEIDER (2008) und TROSSE (2008). Letztere belegen zudem, dass Nano-
Bone® im Rahmen eines natiirlichen ossdren Remodellings durch Osteoklasten abgebaut
wird, wodurch eine an die Knochenbildung angepasste Biodegradation erzielt wird. Bei
BioOss® erfolgt der Abbau des KAM durch resorptive entziindliche Prozesse unter Einbezie-
hung von Makrophagen. Dieser Degradationsprozess erfolgt initial relativ langsam und fiihrt
im weiteren Verlauf nicht selten zur bindegewebigen Einkapselung von Biomaterialresten,
wie es die oben angefiihrten Langzeitversuche von GRUBER (2008) belegen.

Die vergleichenden In-vivo-Untersuchungen der drei getesteten KAM erlauben die abschlie-
Bende Feststellung, dass nach 5-wochiger Kontrollzeit insbesondere das Verhalten dieser
Biomaterialen in der Frithphase der Knochenregeneration erfassbar ist. Fiir ihre Dauerbewéh-
rung sind jedoch Langzeitversuche bis zur volligen Konsolidierung der artifiziell gesetzten
Defekte erforderlich. Entsprechende Versuche werden in unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrt
und nach Abschluss der Befunderhebung gesondert publiziert.
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5.3 Schlussfolgerungen und Literaturvergleich

Nach griindlicher In-vitro-Testung sind letztlich tierexperimentelle Untersuchungen die Vor-
aussetzung fiir die Anwendung von Knochenersatzmaterialien (KAM) am Menschen. Dabei
sollte ein Tiermodell, wie z.B. das Gottinger Miniaturschein, gew#hlt werden, das insbeson-
dere hinsichtlich der Knochenregeneration eine hohe biologische Humananalogie besitzt. Nur
so ist eine Ubertragung der tierexperimentellen Ergebnisse in die klinische Praxis mit gewis-
sen Einschrinkungen moglich (HONIG und MERTEN, 1993; SCHWEIBERER und EITEL,
1981).

Wie bereits im Kapitel 2.3 beschrieben und in Tabelle 1 dargestellt, muss ein ideales KAM
eine Vielzahl von Anforderungskriterien erfiillen, von denen einige wesentliche biologische
Kfriterien hervorgehoben werden sollen. Dies sind

- eine gute Biokompatibilitdt; auch die Degradationsprodukte betreffend,

- eine gute osteokonduktive Wirkung, ggf. auch osteoinduktive Wirkung im Gewebeverbund
- ein an die Knochenneubildung angepasstes Biodegradationsverhalten

- eine ausreichende Primérstabilitit und eine Anpassung ans Lagergewebe

Beiden im Rahmen dieser tierexperimentellen Kurzzeitstudie iiber 5 Wochen getesteten KAM
sowie dem xenogenen Vergleichsmaterial BioOss® einschlieBlich ihren Abbauprodukten
kann eine gute Biokompatibilitit bestitigt werden.

Sie weisen zudem alle eine gute osteokonduktive Wirkung auf, so dass Osteoblasten, Kolla-
genfibrillen und Gefdle ungehindert in die Mikrostrukturen der Biomaterialien einwachsen
konnen. Eine zusitzliche osteoinduktive Wirkung im Gewebeverbund konnte durch ergin-
zende Untersuchungen von BIENENGRABER et al. (2006) speziell fiir NanoBone® tierexpe-
rimentell nachgewiesen werden.

Eine gute Knochenbildung in der Defektregion zeigt sich bei allen KAM, bei Ostim® ist sie
nach 5 Wochen am stirksten ausgeprégt, jedoch ausschlielich randstdndig. Beziiglich des
Biodegradationsverhaltens ist zu vermerken, dass Ostim® nach 5 Wochen fast vollstindig
resorbiert ist, so dass zentrale Hohlraumbildungen verbleiben, da die Knochenbildung nicht
zeitgleich erfolgt. Dagegen erfolgt bei NanoBone® eine angepasste, osteoklastidre Biodegra-
dation im Rahmen des ossdren Remodellings. BioOss® wird z. T. verzégert biodegradiert, so
dass in Bindegewebe eingeschlossene Restpartikel iber Monate verbleiben konnen. Residuel-
le entziindliche Reaktionen sind nach 5 Wochen noch teilweise nachweisbar.

Beziiglich der Primérstabilitdt sind die granuldren Produkte wie BioOss® und NanoBone®

dem auf Hydrogel-Basis beruhenden Ostim® {iiberlegen. Gut anpassbar an die Lagergewebe

93



sind alle drei KAM, wobei Ostim® sich aufgrund seiner pastosen Konsistenz besser fiir

schmale, schwer zugédngliche Knochendefekte eignet.

Eine zusammenfassende Wertung der eigenen Befunde ergibt folgendes: Ostim® zeigt die
beste Knochenneubildungsrate nach 5 Wochen bei unangepasst schneller Resorption. Nano-
Bone® und BioOss® zeigen etwas geringere, aber gleichméBigere Ossifikationen der Defek-
te, wobei bei BioOss® z.T. eine unangepasste langsame Biodegradation zu verzeichnen ist.
Damit kommt NanoBone® dem angestrebten Ergebnis einer guten und frithzeitigen Knochen-
regeneration bei angepasster Biodegradation bezogen auf Defekte kritischer GroBe im Kiefer-
bereich am néchsten. Eine definitive Aussage lassen erst In-vivo-Langzeitversuche zu, die

nicht Gegenstand dieser Studie waren.

AbschlieBend sollen die Ergebnisse dieser Studie mit den in der Literatur niedergelegten Da-
ten zu den getesteten KAM Ostim® und NanoBone® verglichen werden. Beides sind neuar-
tige, erst seit 2002 bzw. 2006 zugelassene KAM auf Basis nanokristallinen Hydroxylapatits
(HA), tiber die erst eine begrenzte Anzahl von Publikationen und klinischen Studien vorlie-
gen.

Ostim® liegt als pastoses HA-Hydrogel injizierbar vor und kann somit direkt in Defekte app-
liziert werden. Da es sich bei diesem KAM um ein weichbleibendes HA-Hydrogel handelt,
unterliegt es einer sehr schnellen Resorption, wodurch das Vorhandensein einer ausreichen-
den Primérstabilitdt im Defekt nicht gegeben ist. Da dieses KAM in situ nicht aushértet, sollte
es nur bei spaltformigen bzw. schmalen, dreiwandigen Defekten ohne mechanische Belastung
zur Anwendung kommen. Bereits nach 5 Wochen waren keine oder nur sehr wenig Ostim®-
Reste in den Defekten nachweisbar. Daher stellt sich die Frage, ob das Material eine ausrei-
chende Ortsstdandigkeit und eine der Knochenneubildung angepasste Resorption besitzt. Das
Vorhandensein von sehr grofen zentralen Mark- und Vakatraumen spricht fiir einen zu
schnellen Verlust des KAM durch Resorption oder ,,Ausschwammen* aus dem Defektbereich,
was die Primérstabilitdt negativ beeinflusst. Andererseits ermoglicht die Weichheit des Mate-
rials eine gute und schnelle Vaskularisation, was die randstindige Knochenregeneration im
Defektbereich positiv beeinflusst.

Auch die im Rahmen der vorliegenden Studie, durchgefiihrten Versuche zeigten bei Ostim®
nach 5 Wochen eine sehr hohe Knochenneubildungsrate; es waren ca. 80% des Defektvolu-
mens mit neu gebildetem Knochen ausfiillt. Allerdings ist die Indikationsbreite des KAM
durch die pastose Konsistenz eingeschrinkt; augmentative MafBnahmen im Rahmen von Auf-

oder Anlagerungen im Kieferbereich werden erschwert. In einem Anwenderbericht von
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WOLF (2003) wird Ostim® aufgrund seiner Beschaffenheit als nicht ausreichend druckstabil
eingeschitzt. Eine Platzhalterfunktion in dreiwandigen Knochendefekten kann es nur unter
der Verwendung weiterer Hilfsmittel wie Schrauben oder Meshs ausiiben. GRAF (2003) ver-
wendet fiir die laterale Augmentation mit Ostim® ebenfalls Titanmeshs. In Studien an Criti-
cal-Size-Defekten der Schédelkalotte adulter Hausschweine verweisen Thorwarth et al.
(2004) auf eine mangelnde Formstabilitdt von Ostim®. Diese konnte durch Kombination des
KAM mit autologem Knochen verbessert werden. Auch in diesen Versuchen war das KAM
Ostim® bereits nach 30 Tagen histologisch nicht mehr nachweisbar.

Mit Ostim® wurden an der Russian State Medical University in Moskau fiinf verschiedene
klinische Studien in den Fachbereichen Traumatologie und Orthopédie, Kieferchirurgie, so-
wie Parodontologie an insgesamt 442 Patienten durchgefiihrt (ZUYEV UND MITARBEITER,
1993). In der Kieferchirurgie wurde Ostim® bei 27 Patienten mit radikuldren Zysten, Fraktu-
ren und posttraumatischer Osteomyelitis am Unterkiefer angewandt. Die Applikation von
Ostim® beschleunigte den Knochenheilungsprozess, was durch die Ermittlung der Mineralisa-
tionsrate im Frakturbereich bzw. im Knochendefekt belegt wurde. BEZRUKOV UND MITARBEI
TER (1998) verwendeten Ostim® bei weiteren 49 Patienten mit Kieferzysten und stellten sie
einer unbehandelten Kontrollgruppe von 43 Patienten gegeniiber. Nach einer Beobachtungs-
zeit von 3 Monaten konnten sie rontgenologisch in der Ostime-Gruppe eine stirkere Kno-
chenneubildung als bei der Kontrollgruppe nachweisen. PANKRATOV et al. (1995) setzten
das KAM bei 65 Patienten mit Frakturen des Unterkiefers ein. Als Vergleich dienten 60 kon-
ventionell behandelte Frakturpatienten. In der Ostim®-Gruppe war die Komplikationsrate
geringer und es kam in keinem Fall zu einer verzégerten Knochenheilung.

In der Parodontologie wurde Ostim® bei insgesamt 200 Patienten von ZUYEV UND MITARBEI
TERN (1996) angewendet und mit 195 Patienten verglichen, die anstelle von Ostim® mit demi-
neralisierten Knochen versorgt wurden. Beurteilt wurden die Taschentiefen vor und nach der
Behandlung, der Hygieneindex und der Blutungsindex. Bei Einsatz von Ostime zeigte sich im
Vergleich zur demineralisierten Knochenmatrix eine Tendenz zur effizienteren Knochenrege-
neration mit einer 1,5% geringeren Komplikationsrate als bei der Kontrollgruppe (3,5%). Bei
abszedierenden Parodontitiden empfehlen die Autoren eine Kombination von Ostime® mit
wirksamen Antibiotika. Ebenso ist eine Anreicherung mit Wachstumsfaktoren moglich, wobei
aufgrund der sehr schnellen Resorption von Ostim® nur eine relativ kurzzeitige Freisetzung

erfolgt.
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Im Gegensatz dazu liegt das nanokristalline HA-Xerogel NanoBone® als Granulat vor und
weist eine hohere Festigkeit und somit eine bessere Primérstabilitdt auf. Es ist zundchst
griindlich mit Eigenblut zu vermischen, bevor es in einen Defekt eingebracht werden kann. Es
erreicht so eine pastose Konsistenz und leichte Applizierbarkeit. Zudem fiihrt das Benetzen
des KAM mit Blut oder Blutplasma zur Bindung wichtiger Wachstumsfaktoren (TGF-8,
BMPs u. a.), die bei spéterer Freisetzung zu einer Stimulation der Wundheilung und Kno-

chenbildung beitragen (BIENENGRABER et al., 2006).

5 Wochen nach Implantation des KAM zeigten die partiell biodegradierten NanoBone®-
Partikel eine sehr gute Osteointegration, was durch das Vorhandensein von Verbundosteoge-
nesen insbesondere im Zentrum der Defekte - zum Ausdruck kam. Durch den Abbau des
KAM durch Osteoklasten im Rahmen physiologischer Knochenumbauprozesse wird so eine
an die Knochenneubildung angepasste Biodegradation von NanoBone® erreicht, woraus zu-
gleich eine hohe Stabilitdt im Defektbereich resultiert. Auf Grund der erst 2,5 Jahre zuriick-
liegenden Markteinfithrung liegen fiir NanoBone® noch keine abgeschlossenen klinischen
Studien mit ldngeren Nachkontrollzeiten vor. Allerdings existieren Zwischenergebnisse einer
Bizenterstudie mit 96 Patienten an den Kliniken fiir Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie der
Universitdt Rostock und des Bundeswehrkrankenhauses in Hamburg vor (HENKEL et al.
2007). Hierbei handelte es sich um mit NanoBone® versorgte Knochendefekte des Viszero-
kraniums mit einem Volumen von 1cm?3-5cm?, die klinisch und bildgebend (Rontgen, CT) bis
zu einem Jahr postoperativ nachkontrolliert wurden. Es zeigte sich eine rontgenologisch
nachweisbare gute Knochenregeneration sowie eine komplikationslose klinische Einheilung
in 92,7% der Fille. Eine totale bzw. subtotale AbstoBung des KAM trat bei 7,3% der Patien-
ten auf. Trotz tempordrem Freiliegen von NanoBone®-Anteilen in 9,4% der Fille wurde zu-
meist (7 von 9 Fillen) eine gute Knochenregeneration erzielt. In einer ergénzenden klinischen
Studie wurden bei 17 Patienten wéhrend Implantatinsertionen Bohrzylinder vier Monate nach
Augmentation mit NanoBone® gewonnen und histologisch untersucht, wobei eine gute osteo-
regenerative Wirkung des KAM histologisch bestétigt wurde (MEIER et al. 2008). In beiden
Studien wurde NanoBone® bei folgenden Indikationen erfolgreich angewandt: Auffiillung
von Kieferknochendefekten bis zu 5 cm® GroBe infolge odontogener Zysten, operativer Zahn-
entfernungen, periapikaler Ostitiden und benigner Tumoren sowie als Augmenta-tionsmaterial
bei Kieferatrophien, Sinuslift, parodontalen und periimplantdren Defekten.

Da die HA-Partikel in NanoBone® nicht zerfallen, sondern ins Knochengewebe integriert und

dort osteoklastdr abgebaut werden, gelangen keine HA-Partikel ins Lymphsystem, was durch
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erginzende In-vitro-Untersuchungen bestétigt werden konnte. Die beim Abbau entstehenden
Kalzium- und Phosphationen werden im Rahmen des physiologischen Remodellingprozesses
in den neu gebildeten Knochen eingebaut.

Der Kieselgel-Anteil des NanoBone® in Hohe von ca. 24% wird innerhalb sehr kurzer Zeit
(ca. 2 Wochen) abgebaut. Nach 5 Wochen ist in vivo eine neu gebildete organische Matrix
nachweisbar, die aus nichtkollagenen Matrixproteinen des Knochens besteht. In diese Matrix
sind aus HA bestehende Granulatteilchen des KAM ohne ihre Form zu verlieren eingelagert.
Damit wandeln sich die Granulatteilchen praktisch in korpereigenes Material um. Im Rahmen
des physiologischen Remodellings folgt ein Umbau des primér entstandenen Geflechtkno-
chens in Lamellenknochen, wobei die noch vorhandenen Granulatteilchen iiber Osteoklasten
abgebaut werden (BIENENGRABER et al. 2006).

NanoBone® kann ebenso wie Ostim® als Tragersubstanz fiir Medikamente wie z. B Antibio-
tika oder Wachstumsfaktoren wie z. B. BMPs genutzt werden. Ein klinischer Vorteil ist, dass
NanoBone® im Gewebeverbund eine osteoinduktive Wirkung entfalten kann. Deshalb ist die
zusétzliche Verwendung von osteoinduktiven Substanzen bei Verwendung dieses KAM rou-
tineméBig nicht erforderlich, sondern nur bei vorgeschidigtem Lagergewebe in Betracht zu
ziehen. Zudem besitzt NanoBone® aufgrund der besseren Primirstabilitit gegeniiber Ostim®
eine groBere Indikationsbreite. In Vorbereitung sind andere Applikationsformen des HA-
S102-Xerogels NanoBone®, wie die Herstellung von Formkoérpern fiir Defekte mit groBerer
mechanischer Belastung - auch im Extremitédtenbereich, - sowie eines injizierbaren pastosen

Produktes fiir schlecht zugingliche und schmale Defekte.

Restimierend ist festzustellen, dass beide KAM - NanoBone® und Ostim® - aufgrund der
vorliegen der In-vivo-Testung sowie ergidnzender Langzeitstudien- unter Beriicksichtigung
der spezifischen Indikationsstellung eine gute klinische Alternative zu autologem Knochener-
satz im Kiefer- Gesichtsbereich darstellen. Die Verwendung xenogener KAM mit den be-

kannten Risiken erscheint somit in Zukunft als entbehrlich.
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6. Zusammenfassung

Fiir die Rekonstruktion knocherner Defekte stellte autologer Knochen bisher den Goldstan-
dard dar. Wegen seiner beschrinkten Verfiigbarkeit und der Notwendigkeit eines belastenden
Zweiteingriffes mit moglichen Risiken wurden neuartige synthetische Knochenaufbaumate-
rialien (KAM) entwickelt, die korpereigenen Knochen moglichst gleichwertig ersetzen. Diese
sollten die korpereigene Knochenbildung anregen und parallel dazu angepasst biodegradiert
werden. An der Universitdt Rostock beschéftigte sich im Rahmen des Landesforschungs-
schwerpunktes ,,Regenerative Medizin“ eine interdisziplindre Arbeitsgruppe mit der Entwick-
lung eines neuartigen, im Sol-Gel-Verfahren hergestellten, nanokristallinen Knochenaufbau-
materials (KAM) auf Hydroxylapatit (HA)-SiO2-Basis, das unter dem Namen NanoBone®
(Artoss GmbH, Rostock) 2006 auf dem Markt erschienen ist.

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war es, dieses KAM tierexperimentell an einem etablier-
ten Tiermodell mit Goéttinger Miniaturschweinen zu testen. Speziell sollte die Eignung von
NanoBone® fiir die Rekonstruktion kndcherner Defekte der Kiefer-Gesichtsregion einge-
schitzt werden. Bei 6 Tieren wurden artifizielle Mandibuladefekte kritischer Grofie (> 5 cm3)
beidseits gesetzt. Als Vergleich diente Ostim® (Heraus-Kulzer, Hanau), ein KAM auf HA-
Hydrogel-Basis. Von den 12 zur Verfligung stehenden Critical-Size-Defekten, wurden je 6
mit Ostim® bzw. NanoBone® versorgt. Nach 5-wochiger Kontrollzeit (Kurzzeitstudie) er-
folgte anhand klinischer, rontgenologischer und histologischer (qualitativ, semiquantitativ,
histomorphometrisch) Untersuchungen die Beurteilung der Ossifikation im Defektbereich.
Kriterien waren das Ausmal} an neu gebildetem Knochen, dessen Lokalisation sowie der ver-
bliebene Restdefektanteil bezogen auf die Ausgangsdefektgrofe. Zusitzliche Untersuchungs-
parameter waren die begleitenden Entziindungsreaktionen und der Abbaumechanismus der
KAM. Werte eines analogen Tiermodells von einer unbehandelten Kontrollgruppe (KRATZ-
KE, 2003) sowie aus einer mit dem xenogenen KAM BioOss® behandelten Versuchsgruppe
(GRUBER 2008) standen zum Vergleich zur Verfligung.

Klinisch weist Ostim® beziiglich der Knochenneubildungsrate sowie Restdefektgro3e nach 5
Wochen die deutlich besseren Werte auf. Bei NanoBone® sind zeitgleich makroskopisch
Restpartikel des Biomaterials sichtbar, wohingegen Ostim®-Partikel nicht mehr nachweisbar
waren.

Rontgenologisch stellten sich nach 5-wochiger Implantationszeit in beiden Versuchsgruppen
Restdefekte dar, die in der Ostim®-Gruppe etwas kleiner waren. Zudem lieB sich in dieser

Versuchsgruppe kein Biomaterial nachweisen. Dagegen zeigte sich in der NanoBone®-
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Gruppe eine gleichmifBige, leichte opake Kontrastgebung, die Biomaterialresten entsprechen
dirfte. Die kortikalen Defektbereiche waren rontgenologisch bei beiden Gruppen gut ossdr
durchbaut. Zentral zeigten sich insbesondere bei den Ostim®-gefiillten Defekten Aufhel-

lungsareale.

5 Wochen nach Implantation der KAM waren bei beiden Versuchsgruppen histologisch noch
deutliche Restdefekte in der Mandibula erkennbar. Wahrend sich bei Implantation von Os-
tim® kaum mehr Restanteile des KAMs nachweisen lieen, waren bei Verwendung von Na-
noBone® noch Biomaterialreste in méfiger Menge vorhanden. Bei Einsatz beider KAM tra-
ten kaum entziindlichen Reaktionen auf. Die mittlere Defektverkleinerung nach 5 Wochen
betrug bei Implantation von Ostim® 78,5%, wihrend sie bei Einsatz von NanoBone® zum

gleichen Zeitpunkt mit 58,7% deutlich geringer war.

Semiquantitativ histologisch wurde die Knochenneubildungsrate in der Ostim®-Gruppe nach
5 Wochen mit deutlich bis stark (Mittelwert MW: 2,51) eingestuft, wohingegen sie in der
NanoBone®-Gruppe als deutlich (MW: 1,77) deklariert wurde. KAM-Anteile waren bei den
mit NanoBone® versorgten Defekten deutlich (MW: 1,94) nachweisbar, wéhrend sich bei
Anwendung von Ostim® in den Defekten nur noch geringe KAM- Restanteile befanden
(MW: 0,64). Aufgrund der schnellen Resorption von Ostim® konnten Verbundosteogenesen
nur in sehr geringem Ausmall (MW: 0,11) beobachtet werden. Bei Verwendung von Nano-
Bone® hingegen konnten in nahezu allen histologischen Priparaten Verbundosteogenesen
unterschiedlichen Auspridgungsgrades beobachtet werden (MW 1,65), was fiir einen hohen
osseprotektiven Effekt des Materials spricht. Bemerkenswert ist zudem das regelméfige Auf-
treten von Osteoklasten im engen Kontakt zu NanoBone®-Partikeln, was auf einen Abbau im

Rahmen des natiirlichen ossdren Remodellierungsprozesses hinweist.

Zusétzliche histomorphometrische Untersuchungen dienten der quantitativen Erfassung fol-

gender Parameter 5 Wochen nach Implantation von Ostim® resp. NanoBone®:

- Die Restdefektgroen, welche sich aus Biomaterialresten, differenziertem Bindegewe-

be, Vakatrdumen und Artefakten zusammensetzt sowie

- die Menge an neugebildetem Knochen in den Defektbereichen, die sich aus der Diffe-

renz von klinischer Ausgangsdefektgrofle und RestdefektgrofBe ergibt.

Nach Digitalisierung der Histofotogramme und teilweiser Bildbearbeitung zur besseren Kon-

trastgebung erfolgte die automatische Detektion der Werte mit Hilfe des Software-
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Programmes Analysis (Firma SIS, Miinster). Zum statistischen Gruppenvergleich wurde der

U-Test nach Mann und Whitney eingesetzt.

Bezogen auf die Ausgangsdefektgrofen, die sich nicht signifikant unterschieden, zeigten sich
5 Wochen nach Implantation von Ostim® signifikant kleinere Restdefekte (18,62%) als bei
Verwendung von NanoBone® (39,16%). Hauptbestandteil dieser Restdefekte war differen-
ziertes Bindegewebe, dessen Anteil in der NanoBone®-Gruppe (29,29%) signifikant groBer
war als in der Ostim®-Gruppe (11,68%). Der nach 5 Wochen nicht biodegradierte Anteil von
NanoBone® (7,26%) war signifikant grofler als bei Ostim® (0,24%), welches bereits nahezu
vollstédndig resorbiert wurde. Bei den Tieren der Ostim®-Gruppe waren signifikant mehr er-
weiterte Markrdume resp. zentrale Hohlraumbildungen zu beobachten, was auf eine vorzeitige
Resorption hinweist und die Stabilitdt der Defektregion in Frage stellt. NanoBone® wird
langsamer, aber offenbar der Knochenneubildung angepasst biodegradiert.

Im Vergleich zur Kontrollgruppe konnte in der Ostim®-Gruppe eine signifikant hhere Kno-
chenneubildungsrate und daraus resultierend eine stidrkere prozentuale Defektverkleinerung
nachgewiesen werden. Ein exakter statistischer Vergleich zwischen Kontroll- und NanoBo-
ne®-Gruppe war aufgrund signifikant unterschiedlicher AusgangsdefektgrofSen nicht mog-
lich.

Der histomorphometrische Vergleich beider in dieser Studie in vivo getesteter alloplastischer
KAM mit dem xenogenen Biomaterial BioOss® nach 5 Wochen ergab beziiglich der Kno-
chenneubildungsrate signifikante Gruppenunterschiede. Bei Verwendung von NanoBone®
war die Knochenneubildung am geringsten gefolgt von BioOss® und Ostim®, das am giin-
stigsten abschnitt. Dabei war der Anteil an differenziertem Bindegewebe bei NanoBone®
signifikant hoher als bei BioOss® und Ostim®. Die desmale Ossifikation bei NanoBone®
verlduft offenbar bis zur 5. Woche post implantationem langsamer. Erst Langzeitversuche bis
zu 8 Monaten konnen die endgiiltige Einschédtzung bringen, inwieweit die Biodegradation der
untersuchten KAM an die Knochenneubildung angepasst verlduft. Sie sind Gegenstand ergéin-
zender Untersuchungen.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass beide getesteten KAM (NanoBone® + Ostim®) im
In-vivo-Kurzzeittest eine sehr gute osteokonduktive und osteoprotektive Wirkung besitzen.
Sie stellen fiir viele Indikationen eine sehr gute Alternative zu autolog transplantiertem Kno-
chen dar, was auch erginzende klinische Studien belegen. Da beide Materialen synthetischen
Ursprungs sind, sollte ihnen aufgrund gleicher klinischer Eignung der Vorzug gegeniiber

xenogenen Priparaten mit ihren bekannten Risiken eingerdumt werden.
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11. Thesen zur Dissertationsschrift

In-Vivo-Testung ungesinterter, nanokristalliner Knochenaufbau-
materialien auf Hydroxylapatit-Basis bei der Reossifikation von
Unterkieferdefekten kritischer Grofie

- Eine vergleichende tierexperimentelle Kurzzeitstudie am Miniaturschwein -

vorgelegt von Juliane Albrecht

1. Bei der Rekonstruktion kndcherner Defekte kritischer Gro3e im Mund-, Kiefer- und Ge-
sichtsbereich stellt die Transplantation autologen Knochens bisher den Goldstandard dar.
Nachteilig sind jedoch der erforderliche Zweiteingriff mit moglichen Komplikationen und
in Einzelfillen die mangelnde Verfiigbarkeit. Deshalb wurden in letzter Zeit verstirkt al-
ternative Knochenaufbaumaterialen (KAM) entwickelt, wobei neben xenogenen Produk-
ten mit den bekannten Risiken alloplastische KAM auf Kalziumphosphat(CP)-Basis zu-

nehmend an Bedeutung gewinnen.

2. Das Problem herkommlicher im Sinterverfahren bei Temperaturen von ca. 1300 °C her-
gestellter CP-Keramiken ist ihre begrenzte Osteokonduktivitidt sowie ihr unangepasstes
Biodegradationsverhalten, d.h. ihr zu langsamer zumeist unvollstindiger Abbau. Die Kno-
chenregeneration erfolgt dadurch nicht optimal, da eine Beeintrachtigung der Biomecha-
nik des Knochens resultiert. Um diese Nachteile zu umgehen, wurde an der Universitét
Rostock eine Technologie zur Herstellung von CP-Xerogelen auf Sol-Gel- Basis mit ei-
nem Siliziumdioxid(SiO;)-anteil entwickelt (GERBER et al. 2000). Diese neuartigen na-
nokristallinen KAM besitzen durch ihre groB3e Oberfldche und interkonnektierenden Poren
unterschiedlicher Grofenordnungen eine sehr gute Osteokonduktivitdt sowie ein an die
Knochenneubildung angepasstes Biodegradationsverhalten, wie Voruntersuchungen aus

der interdisziplindren Forschungsgruppe ergaben (ABDO 2003).
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3. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, in einer In-vivo-Kurzzeitstudie das in Rostock entwi-
ckelte KAM NanoBone® der Firma Artoss zu priifen, bei dem es sich um ein Hydroxyla-
patit(HA)-Xerogel mit 24%igem SiO,-Anteil handelt. Als Vergleichsmaterial diente das
KAM Ostim® (Heraeus-Kulzer, Hanau), ein HA-Hydrogel. Als Versuchstiere wurden
wegen des humananlogen ossdren Reparationsverhaltens Goéttinger Miniaturschweine ge-
wihlt. Bei 6 Tieren wurden beidseits Critical-Size-Defekte (>5cm?) des Unterkiefers ge-
setzt, in welche alternierend die zu testenden KAM eingebracht wurden. Nach 5-wochiger
Implantationszeit erfolgte die Opferung der Tiere mit nachfolgender klinischer und ront-
genologischer Untersuchung. Der aus der Defektregion entnommene Knochen wurde zu-
dem histologisch aufbereitet und unter Einbeziehung morphometrischer Methoden unter-
sucht. Als Kontrollgruppe stand eine Versuchsgruppe (n 4) mit Critical-Size-Defekten
des Unterkiefers zur Verfiigung, die ohne Versorgung durch ein KAM blieben (KRATZ-
KE, 2003).

4. Die klinische Untersuchung der Defektregionen ermoglichte eine orientierende Bewertung
der Ossifikationsprozesse. Nach 5-wochiger Implantationszeit waren bei beiden KAM
mandibulédre Restdefekte nachweisbar. Die mittlere Verkleinerung bezogen auf die Aus-
gangsdefektgrofe betrug nach Implantation von Ostim® 78,5%, wohingegen der Ver-
gleichswert fiir NanoBone® lediglich 58,7% erreichte. Wihrend sich in der NanoBone®-
Gruppe makroskopisch Biomaterialreste in midfigem Ausprdgungsgrad zeigten, fanden

sich solche bei Verwendung von Ostim® nicht.

5. Rontgenologisch zeigten sich nach 5-wochiger Implantationszeit bei beiden Gruppen zent-
rale Aufhellungsareale in der ehemaligen Defektregion. Bei den Tieren der NanoBone®-
Gruppe waren diese Aufhellungszonen im Gegensatz zu der Ostim®-Gruppe von granulé-
ren knochendichten Strukturen durchsetzt, welche auf persistierende Biomaterialanteile
bzw. kleinere Ossifikationszentren hindeuten. Durch die mogliche Lagerungsinkongruenz,
Uberlagerungseffekte und unterschiedliche Aufnahmetechniken postoperativ und post-

mortal ist die Aussagekraft der rontgenologischen Untersuchungen eingeschriankt.
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6. In den qualitativen und semiquantitativen histologischen Untersuchungen dominierten 5
Wochen nach Implantation von NanoBone® in der Defektregion neben neugebildetem
Geflechtknochen, differenziertes Bindegewebe sowie Biomaterialpartikel. Auffillig waren
zudem das Vorhandensein von zentralen Verbundosteogenesen, welche auf osteoprotek-
tive Eigenschaften des KAM hindeuten sowie das Vorhandensein von Riesenzellen mit
Biomaterialkontakt als Zeichen osteoklastdren Abbaus. Fiinf Wochen nach Implantation
von Ostim® zeigte sich eine etwas stirkere, vorwiegend randstdndige Knochenneubildung
als in der Vergleichsgruppe, wobei der neu gebildete Knochen von verhéltnisméBig gro-
Ben Markrdumen resp. zentralen Hohlrdumen durchsetzt wurde. Das Biomaterial war zu
diesem Zeitpunkt fast vollstindig resorbiert und nur noch ganz vereinzelt nachweisbar.
Verbundosteogenesen waren daher nicht nachweisbar. Entziindliche Prozesse in den De-

fektregionen fanden sich bei Verwendung beider KAM nur geringgradig.

7. Die zusétzlich durchgefiihrte histomorphometrische Analyse 5 Wochen nach Implantation
von Ostim® zeigte auf die Ausgangsdefektgrofe bezogen eine signifikant kleinere
mittlere RestdefektgroBe (18,62%) gegeniiber der NanoBone®-Gruppe P (39,16%). Der
Hauptanteil der Restdefekte bestand aus differenziertem Bindegewebe, welches in der
NanoBone®-Gruppe (29,29%) einen signifikant hoheren Mittelwert als in der Ostim®-
Gruppe (11,68%) aufwies. Der residuelle Biomaterialanteil bei NanoBone® war aufgrund
eines langsameren Abbaus signifikant hoher (7,26%), aber offenbar an die Knochenneu-
bildung angepasst. Ostim® hingegen war nach 5 Wochen bereits fast vollstindig resor-
biert (0,24%). Zudem waren bei den Tieren der Ostim®-Gruppe signifikant mehr erwei-
terte Markrdume resp. zentrale Hohlrdume zu beobachten, was fiir eine zu schnelle Bio-
degradation spricht. Die aus den histomorphometrischen Daten errechneten prozentualen
Anteile an neugebildetem Knochen lagen - bezogen auf die Ausgangsdefektgrofe - bei

Ostim® mit 81,25% deutlich hoher als bei NanoBone® mit 60,8%.
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8.

10.

Ein histomorphometrischer Vergleich mit der unbehandelten Kontrollgruppe (KRATZKE
2003) war aufgrund abweichender Parameter nur eingeschriankt moglich. Es lielen sich
nach 5-wochiger Kontrollzeit eine signifikant erhohte Knochenneubildungsrate sowie eine
stiarkere prozentuale Defektverkleinerung bei den mit Ostim®-versorgten Defekten gege-
niiber denen der Kontrollgruppe nachweisen. Dagegen waren die Kontrollgruppe und die
NanoBone®-Gruppe wegen signifikant abweichender Ausgangsdefektgrofen statistisch

nicht vergleichbar.

Der histomorphometrische Vergleich der beiden getesteten alloplastischen KAM mit dem
xenogen Produkt BioOss® (Geistlich, Baden-Baden), welches ebenfalls in der Rostocker
Arbeitsgruppe getestet wurde (GRUBER, 2008), zeigte folgendes:

5 Wochen nach Implantation von Ostim® war die Knochenneubildungsrate signifikant
hoher als bei Verwendung von BioOss®, was wiederum eine signifikant stirkere Kno-
chenbildung als NanoBone® ausloste. Der Anteil an differenziertem Bindegewebe war
bei NanoBone® signifikant hoher als bei BioOss® und Ostim®, bei welchem signifikant
mehr erweiterte Markrdaume resp. Hohlrdume und weniger Biomaterial in der Defektregi-

on nachweisbar waren als in den anderen Gruppen.

Die Wabhl eines Versuchsmodells mit bestmoglicher biologischer Humananalogie hinsich-
tlich der Knochenreparation erlaubt eine Ubertragung tierexperimenteller Ergebnisse in
die klinische Praxis mit gebotener Zuriickhaltung. Zudem ist ein gewisser Grad an Subjek-
tivitit bei der Auswertung der rontgenologischen und histologischen Befunde einzurdu-
men. Die aus ethischen Griinden klein gehaltene Versuchstieranzahl beeintréchtigt z. T.
die Aussagekraft der metrisch erfassbaren Werte, insbesondere der Histomorphometrie.
Letztlich reichen In-vivo-Untersuchungen tiber einen Zeitraum von 5 Wochen nicht aus,
um das biologische Verhalten von KAM endgiiltig einzuschidtzen. Aus diesem Grunde
wurden in der Arbeitsgruppe zusétzlich Langzeit-Tierversuche bis zu § Monaten durchge-
fithrt. Diese waren nicht Gegenstand dieser Arbeit; ihre Ergebnisse gehen jedoch in die

Formulierung der Thesen 11 und 12 mit ein.
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1.

12.

Die in vivo getesteten alloplastischen KAM auf der Basis von HA-Hydrogelen resp. HA-
Xerogelen stellen eine deutliche Verbesserung gegeniiber herkommlichen bei Temperatu-
ren von ca. 1300°C gesinterten CP-Keramiken dar. Beide zeichnen sich durch eine gute
Osteokonduktivitdt mit hoher Knochenneubildungsrate aus. Letztere ist bei Ostim® etwas
starker ausgeprégt, wobei der neugebildete Knochen vorwiegend randsténdig lokalisiert
ist. Seine Resorption erfolgt sehr schnell, was zu zentralen Hohlraumbildungen im Defekt
fiihrt. Dagegen wird NanoBone® durch den Abbau von Osteoklasten im Rahmen des phy-
siologischen ossdren Remodellings angepasst an die Knochenneubildung biodegradiert. Es
besitzt eine ausreichende mechanische Belastbarkeit, die bei Ostim® wegen der weichen

Konsistenz des Hydrogels nicht gegeben ist.

Aufgrund der in These 11 angegebenen Eigenschaften konnen beide Biomaterialien bei
Vorhandensein normalen Lagergewebes anstelle von autologem Knochen dem bisheri-
gen Goldstandard als KAM eingesetzt werden. Dabei eignet sich Ostim® besser fiir die
Versorgung schmaler, spaltformiger Defekte z.B. im Parodontalbereich oder in schwer
zuginglichen Regionen. Der Einsatz von NanoBone® bietet sich bei mittelgrofen Kiefer-

knochendefekten unterschiedlicher Genese sowie beim Sinuslift an.
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Schematische Darstellung der Anatomie des Knochens, aus Lippert: Lehrbuch
Anatomie (2000). (nicht auf der Darstellung berticksichtigt ist das Endost, wel-
ches die innere Auskleidung des Markraumes von Rohrenknochen bildet)  1-
Substantia compacta, 2-Substantia spongiosa, 3-Osteon (auseinander gezogen),
4- BlutgefiBBe, 5- Periost, 6- Zentralkanal (Havers- Kanal), 7- Erweiterte Ha-
vers-Kanile in  der Spongiosa, 8- AuBere Generallamellen, 9- Fibrae perfo-
rantes (Sharpey- Fasern), 10- Vom Periost her eintretendes Blutgefdll in
,, Volkmann- Kanal“

Komponenten der knéchernen Regeneration, aus Bienengréber, V.: Eine neuar-

tige nanokristalline HA-Kieselgelmatrix, 2007
HA-Hydrogel Ostim® (Heraeus-Kulzer, 2003)

Applikation des pastosen KAM Ostim® mittels spezieller Spritze (aus Jelitte
G., Laterale Augmentation- bei Einsatz eines nanokristallinen Hydroxylapatits,

ZMK 20: 54ff., 2004

Ostim® wird mittels Spritze formschliissig in einen kndchernen Defekt gefiillt
(aus Thorwarth et al.: knocherne Regeneration mit nanopartikulirem Hydroxy-

lapatit, Implantologie 12/1, S. 21-32, 2004)

Situation nach Einbringen des Materials (aus Thorwarth et al.: knocherne Re-
generation mit nanopartikuldirem Hydroxylapatit, Implantologie 12/1, S. 21-32,
2004)

HA-Kieselgel-Matrix (NanoBone®)
Herstellung eines Xerogels durch Trocknung, aus Bienengrdber, V.: Eine

neuartige nanokristalline HA-Kieselgel-Matrix, 2007

Anmischen von NanoBone® mit Patientenblut, aus Bienengrdber, V.: Eine
neuartige nanokristalline HA-Kieselgel-Matrix, 2007
mit Patientenblut gemischtes KAM NanoBone®, aus Bienengréiber, V.: Eine
neuartige nanokristalline HA-Kieselgel-Matrix, 2007
Entfernen des tiberschiissigen Blutes, aus Bienengriber, V.: Eine neuartige

nanokristalline HA-Kieselgel-Matrix, 2007
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pastose Konsistenz des mit Blut gemischten KAM vor der Applikation, aus
Vortrag Bienengriber, V.: Eine neuartige nanokristalline HA-Kieselgel-Matrix,

2007

Operationssitus nach Defektflillung mit NanoBone®, aus Bienengréber, V.:

Eine neuartige nanokristalline HA-Kieselgel-Matrix, 2007

NanoBone®- makroskopische Darstellung der Schiittung des Granulats, aus

Bienengriber, V.: Eine neuartige nanokristalline HA-Kieselgel-Matrix, 2007

HA-Kieselgel-Matrix (REM), aus Bienengréber, V.: Eine neuartige nanokris-
talline HA-Kieselgel-Matrix, 2007

einzelnes Granulatkorn (REM), aus Bienengréber, V.: Eine neuartige nanokris-
talline HA-Kieselgel-Matrix, 2007

Kieselgel (TEM), aus Bienengrdber, V.: Eine neuartige nanokristalline HA-
Kieselgel-Matrix, 2007

Prazipitierte HA- Kristalle (aus Herstellerinformation Ostim®, Heraeus-
Kulzer®, 2003)

Temperaturabhéngigkeit der Porositit: kennzeichnend ist der starke Abfall der
Porositit ab einer Temperatur von 800 °C, oberhalb dieser Temperatur spricht
man von Hochtemperatur-HA-Keramiken oder HA-Sinterkeramiken, unterhalb
von 800°C von ungesinterten Niedertemperatur-HA-Matrizes

(aus Bienengrdber: Eine neuartige nanokristalline HA-Kieselgel-Matrix, 2007)
BCP Biphasisches Calciumphosphat, HA Hydroxylapatit

Operationssitus: Markierung des Defektes mittels Rosenbohrer an der anterio-

ren Mandibula eines Gottinger Miniaturschweines

Operationssitus, Zustand nach Defektsetzung an der anterioren Mandibula

eines Gottinger Miniaturschweines

entnommene linke Mandibulahilfte eines Miniaturschweinen 5 Wochen nach

Implantation eines KAM (Ostim®)

Postoperative Rontgenaufnahme des Unterkiefers in Lateralaufnahmetechnik
(Pfeile markieren die Defektregion)
Postmortale Rontgenaufnahme der durchtrennten Unterkieferhdlften im seitli-

chen Strahlengang (Pfeile markieren die sichtbaren Restdefekte)
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Abb.25:

Abb.26:

Abb.27 :

Abb.28:

Abb.29:

Abb.30:

Abb.31:

Abb.32:

Abb.33:

Abb.34:

Abb.35:

Abb.36:

Abb.37:

Eingescanntes Diinnschliffpréparat (1200dpi) der Defektregion 5 Wochen
nach Implantation eines KAM, Ostim®, Giemsa-Toluidinblau-Féarbung

(Vergr.: 3x)

Eingescanntes entkalktes Praparat (1200dpi) der Defektregion 5 Wochen nach
Implantation eines KAM, NanoBone®, HE-Fiarbung (Vergr.: 3x)

Bearbeitetes, eingescanntes Diinnschliffpridparat (Toluidinblau-Farbung) der
Defektregion 5 Wochen nach Biomaterialimplantation (NanoBone®), 1200dpi
(Vergr.: 3x)

Bearbeitetes, eingescanntes, entkalktes Priaparat der Defektregion (Hdmatoxy-
lin-Eosin-Farbung) 5 Wochen nach Biomaterialimplantation (Ostim®),

1200dpi (Vergr.: 3x)

Klinischer Befund 5 Wochen nach Implantation von Ostim® bukkale Ansicht
(Tier N1 li), die Pfeile markieren den sichtbaren Restdefekt

Klinischer Befund nach 5 Wochen nach Implantation von Ostim® linguale

Ansicht (Tier N2 re), die Pfeile markieren den sichtbaren Restdefekt

Klinischer Befund 5 Wochen nach Implantation von NanoBone® (Tier P1 i)
bukkale Ansicht, die Pfeile markieren den sichtbaren Restdefekt

Klinischer Befund 5 Wochen nach Implantation von NanoBone® (Tier P1 re)
Ansicht von lingual. Die Pfeile zeigen die Defektregionen mit Biomaterialres-

ten (BM)

Unterkiefer-Lateralaufnahme (Tier N1 links) nach Ostim®-Implantation (Pfeile

markieren Defektregion)

Unterkiefer-Lateralaufnahme (Tier N1 rechts) nach Ostim®-Implantation

(Pfeile markieren Defektregion)

Unterkiefer-Lateralaufnahme (Tier P2 links) nach NanoBone®-Implantation

(Pfeile markieren Defektregion)

Unterkiefer-Lateralaufnahme (Tier P2 rechts) nach NanoBone®-Implantation

(Pfeile markieren Defektregion)

Mandibulahilften im seitlichen Strahlengang (Tier N1) 5 Wochen nach Im-

plantation von Ostim® (Pfeile markieren sichtbare Restdefekte)
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Abb.38:

Abb.39+40:

Abb.41+42:

Abb.43+44:

Abb.45:

Abb.46:

Abb.47:

Abb.48:

Abb.49:

Mandibulahilften im seitlichen Strahlengang (Tier P2) 5 Wochen nach Implan-

tation von NanoBone® (Pfeile markieren sichtbare Restdefekte)

Rontgenaufnahmen post mortem der Tiere N2 (Abb. 39) und N3 (Abb. 40),
jeweils linke und rechte Hélfte der Mandibula, 5 Wochen nach Implantation

von Ostim®

Rontgenaufnahmen post mortem der Tiere P1 (Abb. 41) und P3 (Abb. 42), je-
weils linke und rechte Hilfte der Mandibula, 5 Wochen nach Implantation von

NanoBone®

Defektquerschnitte 5 Wochen nach Implantation von Ostim® (Abb. 32) bzw.
NanoBone® (Abb. 33), entkalkte Préparate, HE-Farbung (gescannt mit 1200
dpi, Vergr.: 3x)

Defektquerschnitt (gescannt mit 1200dpi) eines mit Ostim® gefiillten Defektes
(N21i2) nach 5 Wochen (Trenn-Diinnschliff, Giemsa-Toluidin-Féarbung, Vergr.
3x) Zentral sehr gute Ossifikation, Biomaterial ist nur noch vereinzelt vorhan-

den, Hohlraumbildung, geringfiigiger Bindegewebsanteil

BGM  Bindegewebe, EM Erweiterter Markraum, MK Mandibularkanal,
BM Biomaterial, KN Knochen

Defektquerschnitt (gescannt mit 1200dpi) eines mit NanoBone® gefiillten
Defektes (Plre4) nach 5 Wochen (Trenn-Diinnschliff, Giemsa-Toluidin-
Farbung, Vergr. 3x) Zentral noch Biomaterialreste, teilweise in direktem Kon-

takt mit Knochen, sowie Bindegewebe

BGM Bindegewebe, MK Mandibularkanal, BM Biomaterial, KN

Knochen

Ausschnittsvergroflerung aus Abb. 45, Ostim® 5 Wochen in situ, Vergr.: 40 X
KN-Knochen, MK-Mandibularkanal

Ausschnittsvergroflerung, Ostim® 5 Wochen in situ, Vergr.: 100 X
EZ-Entziindungszellen, HA-Hydroxylapatit, BGW-Bindegewebe

Verbundosteogenese im Bereich von NanoBone®-Restpartikeln, Abbau des
KAM durch Osteoklasten, Vergr.: 100 X
KN-Knochen, OK-Osteoklasten, BM-Biomaterial

128



Abb.50+51:

Abb.52:

Abb.53+54:

Abb.55:

Abb.56:

Abb.57+58:

Abb.59:

Abb.60+61:

Abb.62:

Abb.63+64:

AusschnittsvergroBerungen (100x) aus Abbildung 49 zeigen NanoBone®-
Partikel, die durch als Osteoklasten identifizierte Riesenzellen abgebaut werden
OK Osteoklasten, BM Biomaterial, Abb.50: Giemsa-Toluidinblau-Farbung,
Abb.51: HE-Féarbung

Graphische Darstellung der Einzelparameter des Knochendefektes beim Tier

N3 re. (Ostim®)

Histofotogramme aus der Defektregion 5 Wochen nach Implantation von Os-
tim® Tier N3 re. (Abb.54: Giemsa- Toluidinblau, Abb.55: HE-Féarbung)
Beide Ubersichtsaufnahmen (Vergr.: 4 X) unterschiedlicher Defektregionen

zeigen eine durchgehend starke Knochenneubildung, Biomaterialreste fehlen

Graphische Darstellung der Einzelparameter des Knochendefektes beim Tier

N2 li. (Ostim®)

Graphische Darstellung der Einzelparameter des Knochendefektes bei Tier P1
re. (NanoBone®)

Trenn-Diinnschliffe aus der Defektregion 5 Wochen nach Implantation von
NanoBone® bei Tier P1 re. (Giemsa-Toluidinblau-Firbung). Abb. 57: Uber-
sichtsaufnahme (Vergr. 10 X) mit Zeichen randsténdiger und zentraler Ossifi-
kation Abb. 58: Ausschnittsvergroerung aus dem Defektzentrum mit Nach-

weis der Verbundosteogenese (Vergr. 40 X)

Graphische Darstellung der Einzelparameter des Knochendefektes beim Tier

P2 re. (NanoBone®)

Trenn-Diinnschliffe aus zwei unterschiedlichen Defektregionen 5 Wochen nach
Implantation von NanoBone® bei Tier P2 re. (Giemsa-Toluidinblau-Féarbung,
Vergr. 10 X) mit deutlichen Zeichen randsténdiger, aber nur geringer zentraler

Ossifikation

Graphischer Mittelwertvergleich der erhobenen Parameter fiir die Gruppen P

und N

Histologische Préparate des Tieres Plre4 (Abb.63 unbearbeitet, Abb.64 bear-
beitet mit Photoshop®)*, Defekt 5 Wochen nach NanoBone®- Implantation
(Giemsa-Toluidinblau-Féarbung, 1200dpi)

* griin-Bindegewebe, rot-Mandibularkanal
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Abb.65+66:

Abb.67:

Abb.68:

Abb.69:

Abb.70 :

Abb.71:

Abb.72:

Abb.73-75:

Abb.76-78:

Histologische Priparate des Tieres N21i2 (Abb.65 unbearbeitet, Abb.66 bear-
beitet mit Photoshop)*, Defekt 5 Wochen nach Ostim®-Implantation (Giem-
sa-Toluidin-Farbung, 1200dp1i)

*oriin-Bindegewebe, rot-Mandibularkanal, gelb-Vakanzen, pink-erweiterte

Markridume

Zusammensetzung der Restdefekte (Mittelwerte) 5 Wochen nach Implantation
von Ostim® (Gruppe N)

BM Biomaterial, BGW Bindegewebe, EM Erweiterter Markraum, V' Va-
kanzen, AF Artefakte

Zusammensetzung der Restdefekte (Mittelwerte) 5 Wochen nach Implantation
von NanoBone® (Gruppe P)

BM Biomaterial, BGW Bindegewebe, EM Erweiterter Markraum, V. Va-
kanzen, AF Artefakte

Typische Verteilung der Knochenbildung in einem Defekt 5 Wochen nach Im-
plantation von Ostim® (Tier N3li)

Typische Verteilung der Knochenbildung in einem Defekt 5 Wochen nach Im-

plantation von NanoBone® (Tier P3re)

prozentuale Zusammensetzung der Defektbestandteile 5 Wochen nach Implan-
tation von Ostim® (Grupp N), BM Biomaterial, Bgw Bindegewebe, EM

erweiterter Markraum, Kn Knochen

prozentuale Zusammensetzung der Defektbestandteile 5 Wochen nach Implan-
tation von NanoBone® (Gruppe P), BM Biomaterial, Bgw Bindegewebe,

EM erweiterter Markraum, Kn Knochen

Mandibulae von Minipigs, klinische Befunde 5 Wochen nach Implantation
unterschiedlicher KAM in Knochendefekte kritischer Grofie
Abb.73: BioOss® (aus Gruber, 2008), Abb.74: Ostim®, Abb.75: NanoBone®

Mandibulae von Minipigs, histologische Befunde 5 Wochen nach Implantation unter-
schiedlicher KAM in Knochendefekte kritischer Grof3e
Abb.76: BioOss® (aus Gruber, 2008), Abb.77: Ostim®, Abb.78: NanoBone®
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IV. Abkiirzungen

BCP
BGW
BM
BMP
cAMP
CP
HA
HE

KAM

KN
MW
PDGF
Si0,
TCP

TGF-B

Biphasisches Calciumphosphat
Bindegewebe

Biomaterial

Bone Morphogenetic Protein
Cyclisches Adenosinmonophospat
Kalziumphosphat

Hydroxylapatit
Hématoxylin-Eosin (Farbemethode)
Knochenaufbaumaterial
Knochenersatzmaterial

Knochen

Mittelwert

Platelet-derived Growth Factor
Siliciumdioxid
Tricalciumphosphat

Transforming Growth Factor B
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V. Anhang

Zusitzliche Tabellen der Histomorphometrischen Befunde

Tabelle 22: histomorphometrische Messwerte Gruppe N (0stim®)

% S| S5l o = 5| | T sle| S|E Y | 5|3 N S
g g| §5| S| 8| 3| ¥ =| Z|SF| || ET|EEET| & ¢
Sl =SS § 5 & Sl |2 X | = =

N1li2 240,00 0,00]0,00) 3,09] 1,29]14,97]6,24]| 8,.87]3,70] 0,00 0,00| 26,93 | 11,22] 203,65 | 84,85
N1li4 240,00 0,001 0,00 14,73 | 6,14]15,09]6,29]14,7716,15] 0,00 0,00 | 44,59 | 18,58 195,41 | 81,42
N1l1iS 240,00 0,0610,03) 13,28 5,53]11,55]4,81]14,47]6,03] 0,00] 0,00| 39,36 | 16,40 | 200,64 | 83,60
N1li7 2 240,00 [ 215,82 ] 0,00]0,00| 4,42] 2,05] 492]2,28]10,42]4,83] 0,00 0,00] 19,76 9,16 196,06 ] 90,84
N11i8 4 240,00 { 211,94 ] 0,00]0,00|12,07] 5,70 3,31]1,56] 6,81]3,21] 0,00 0,00] 22,19] 10,47 | 189,75 | 89,53
Mittelwert: | 229,55 0,01 10,01 | 9,52 4,14| 9,97|4,24]11,07[4,78| 0,00] 0,00| 30,57 ] 13,17 | 197,10 | 86,05
NlreS 260,00 0,00]0,00)91,8413532] 6,97]2,68]11,2814,34| 0,00] 0,00 110,09 | 42,34 ] 149,91 | 57,66
Nlre6 260,00 0,001 0,00) 67,67 26,03 | 14,78 5,68 3,88 1,49] 0,00] 0,00| 86,33 | 33,20 173,67 | 66,80
Nlre6 Nf | 260,00 0,00]0,00)82,02|31,55] 5,61]2,16] 0,00]0,00] 0,00] 0,00]| 87,63 | 33,70] 172,37 | 66,30
Nlre8 4 260,00 0,00]0,00) 19,15 7,37] 495]190] 3,11]1,20] 0,00 0,00 27,21| 10,47]232,79 | 89,53
Nlre9 4 260,00 0,00]0,00) 16,71 | 6,43 7,082,772 497|191 0,00] 0,00| 28,76 | 11,06 ] 231,24 | 88,94
Mittelwert: | 260,00 0,00 | 0,00 | 55,48 [ 21,34 | 7,88 [3,03| 4,65[1,79| 0,00 0,00 | 68,00] 26,16 | 192,00 | 73,84
N2li2 209,00 2,341 1,12133,00 [ 15,79 525(2,51| 549{2,63| 0,00] 0,00| 46,08] 22,05] 162,92 | 77,95
N2li3b 209,00 0,00]0,00) 38,51 1843 4,62]221]| 336|1,61]| 0,00] 0,00 46,49 | 22,24]162,51| 77,76
N2l1iS 209,00 0,001 0,00)31,63]15,13]11,61]5,56]16,02]7,67] 0,00] 0,00| 59,26 | 28,35] 149,74 | 71,65
N2li6 4 209,00 1,560,751 1522 7,28 1,24]0,59] 11,005,226 3,07| 1,47 32,09 15,35] 176,91 | 84,65
N21i7 4 209,00 11,00 | 5,26 | 18,60 8,90 1,30{0,62 12,26 5,87 131]| 0,63 | 44,47] 21,28 | 164,53 | 78,72
Mittelwert: | 209,00 2,98|1,43127,39 13,11 | 4,80[2,30| 9,63[4,61| 088] 042 45,68] 21,86 | 163,32 | 78,14
N2re3 260,00 { 210,08 ] 0,00]0,00|13,56] 6,45] 0,58]0,28| 2,43]1,16] 0,00 0,00] 16,57 7,89 193,51]92,11
N2re4 260,00 0,001 0,00)44,05]16,94]12,2314,70| 6,47]2,49] 0,00] 0,00 62,75| 24,13 ] 197,25 75,87
N2reS 260,00 0,00]0,00) 18,26 7,02]10,50]|4,04] 4,66]1,79] 0,00 0,00| 33,42 | 12,85] 226,58 | 87,15
N2re7 5 260,00 0,0010,00)31,95112,29] 2,60]1,00] 8,61]3,31] 0,00] 0,00| 43,16 16,60] 216,84 | 83,40
N2re9 5 260,00 0,00]0,00)20,94| 8,05]| 323]|124]| 2,45]094| 0,00] 0,00| 26,62 | 10,24 | 233,38 | 89,76
Mittelwert: | 250,02 0,00 | 0,00 | 25,75 [ 10,15 | 5,83 [2,25| 4,92[1,94| 0,00 0,00 36,50 ] 14,34 | 213,51 | 85,66
N3li3 209,00 0,001 0,00)22,82110,92]10,06]4,81]17,13]820]| 0,00] 0,00| 50,01 | 23,93] 158,99 | 76,07
N3li4 209,00 0,001 0,00)26,33]12,60] 6,38]3,05]16,07]7,69] 0,00] 0,00 48,78 | 23,34 ] 160,22 | 76,66
N3liS 209,00 0,001 0,00) 26,76 112,80 16,35 7,82 12,61 |6,03| 0,00] 0,00 55,72 | 26,66 | 153,28 | 73,34
N3li6 2 209,00 0,00]0,00]) 14,15 6,77 1,36]0,65]10,4214,99| 0,00] 0,00| 2593 | 12,41 ] 183,07 | 87,59
N3li6_S 209,00 0,0010,00) 13,35 6,39 0,00]0,00] 9,82]4,70] 0,00 0,00 23,17 11,09 ] 185,83 | 88,91
Mittelwert: | 209,00 0,00 | 0,00 | 20,68 | 9,90 | 6,83 3,27 13,21 [6,32| 0,00 0,00 40,72 ] 19,48 | 168,28 | 80,52
N3re2 204,00 { 184,55] 0,06]0,03]23,58]12,78] 527]1286] 3,26]1,77] 0,00 0,00] 32,17 | 17,43 152,38 ] 82,57
N3re3 204,00 | 166,57 ] 0,00 0,00 | 24,02 | 14,42 ] 10,03 ]6,02] 0,00]0,00] 0,00| 0,00] 34,05] 20,44 | 132,52 ] 79,56
N3re4 204,00 [ 173,53 ] 0,00]0,00|31,26]18,01] 6,72]3,87] 3,24]1,87] 0,00| 0,00] 41,22] 23,75 132,31 ] 76,25
N3reS 2 204,00 0,0010,00) 9,01 442] 504|247 524]2,57| 0,00] 0,00 19,29 | 9,46 184,71 | 90,54
N3re6 3 204,00 0,00]0,00) 1535 7,52 5,34]2,62]| 4,67]229]| 0,00] 0,00]| 2536| 12,43 ] 178,64 | 87,57
Mittelwert: | 186,53 0,01 10,01 20,64 11,43 | 6,48 (3,57 | 3,28 (1,70 0,00 0,00 30,42] 16,70 | 156,11 | 83,30
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Tabelle 23: histomorphometrische Messwerte der Gruppe P (NanoBone®)

- L~ =~ DN ~| & ) - -
E | £5| | F| &| & | 3| 5| E|EE[ES|:f|EY| sz ¢
SN < 2 S L L .

P11i3 234,00 14,39 6,15] 91,79 ] 39,23 1,681 0,721 0,00]0,00] 0,00] 0,00] 107,86 | 46,09 | 126,14 | 53,91
P1li4 234,00 16,73 | 7,15| 57,30| 24,49 0,001 0,00 0,00| 0,00 0,00 0,00 74,03 | 31,64 159,97 | 68,36
P1l1i5 234,00 14,59 6,24| 76,38132,64| 0,00] 0,00 0,00] 0,00 1,551 0,66| 92,52 39,54 | 141,48 | 60,46
P1li7 5 234,00 11,40 4,87] 32,26]13,79| 0,00] 0,00 11,37 ] 4,86 1,30 0,56| 56,33| 24,07 | 177,67 | 75,93
P11i8 5 234,00 10,07 | 4,30| 53,40(22,82| 0,00] 0,00 52612725 0,16 0,07] 68,89] 29,441 165,11 | 70,56
Mittelwert: | 234,00 13,441 5,74 62,23 126,59| 0,341 0,14| 333|1,42] 0,60] 026]| 79,93]| 34,16 | 154,07 | 65,84
Plre3 240,00 13,60 | 5,67| 91,60(38,17| 0,00] 0,00 6,5212,72| 0,73 0,30 112,45 | 46,85] 127,55 | 53,15
Plred 240,00 20,66 | 8,61 89,99|37,50| 0,00] 0,00 0,00|0,00] 0,10] 0,04] 110,75] 46,15 129,25 | 53,85
Plres 240,00 36,39 | 15,16 101,82 142,43 0,24]0,10| 096]040| 006| 0,03]139,47| 58,11] 100,53 | 41,89
Plre7 4 240,00 12,49 520| 31,71 ] 13,21 0,001 0,00 1,33]10,55]| 2,15] 0,90]| 47,68| 19,871 192,32 | 80,13
Plre8 4 240,00 12,38 | 5,16 28,22|11,76| 0,00] 0,00 5301221 0,91 0,38 46,81 19,50] 193,19 | 80,50
Mittelwert: | 240,00 19,10 | 7,96 | 68,67 ]28,61 0,051 0,02 2,82]11,18| 0,79 0,33| 91,43 | 38,10 | 148,57 | 61,90
P2li2 228,00 11,84 5,19| 61,18126,83| 0,00] 0,00 8,12]3,56] 0,93 0,41 ] 82,07 | 36,00 | 145,93 | 64,00
P2li3 228,00 18,58 | 8,15| 644312826 0,00] 0,00 5,13]2.25 0,721 0,32 | 88,86| 38,971 139,14 | 61,03
P2lid 228,00 25,61 111,23 73,20 32,11 2,681 1,18 ] 0,00] 0,00 1,151 0,50] 102,64 | 45,02 ] 125,36 | 54,98
P2li5 5 228,00 9,19 4,03 36,31]1593] 0,00] 0,00] 5,09]2,23 1,551 0,68| 52,14| 22,87 |175,86| 77,13
P2li6 3 228,00 11,66 | 5,11] 45,16] 19,81 0,001 0,00 7,39]13,24] 0,00] 0,00] 64,21] 28,16] 163,79 | 71,84
Mittelwert: | 228,00 15,38 6,74 56,06 24,59 0,54]1024| 515|2,26] 0,87] 038 77,98]| 34,20 | 150,02 | 65,80
P2re2 216,00 13,60 | 6,30| 76,10 3523 0,00] 0,00 8,05]3,73 0,16 0,07| 97,91 45,33 118,09 | 54,67
P2red 216,00 22,09110,23 | 86,68 |40,13| 0,00] 0,00| 5,74 2,66 1,40 0,65] 11591 ] 53,66 | 100,09 | 46,34
P2res 216,00 22,08 110,22 9493|43,95| 0,00] 0,00| 7,62 3,53 6,91 3,201 131,54 | 60,90 | 84,46 ] 39,10
P2re6 3 216,00 1 20591 | 9,37 4,55| 36,32|17,64| 0,00] 0,00| 527|256 3,13 1,521 54,09 26,27 | 151,82 | 73,73
P2re7 5 216,00 207,93 110,78 5,18 54,14 26,04 | 0,00] 0,00| 6,61|3,18]| 2,72 1,31 74,25 35,71 133,68 | 64,29
Mittelwert: | 212,37 15,58 | 7,30 69,63]32,60| 0,00] 0,00 6,66]3,13] 2,86 1,351 94,74 | 44,37 117,63 | 55,63
P3li2 198,00 1296 | 6,55] 56,1912838| 0,00] 0,00 7,191 3,63 046 0,23] 76,80] 38,791 121,20 61,21
P3li4 198,00 27,001 13,64 56,77 28,67 0,00] 0,00| 6,64|3,35] 4,15| 2,10| 94,56 | 47,76 | 103,44 | 52,24
P3li5 198,00 28,031 14,16 | 85,38 |43,12| 0,001 0,00 7,88|3,98] 0,00] 0,00] 121,29] 61,26 | 76,71 | 38,74
P3li6 4 198,00 10,55] 5,33| 60,44130,53| 0,00]0,00] 0,00/0,00] 0,12 0,06 71,11 3591 126,89 | 64,09
P3li7 5 198,00 6,00 3,03| 82,29]41,56] 0,00] 0,00 0,00]0,00] 0,17] 0,09| 88,46| 44,68 | 109,54 | 55,32
Mittelwert: | 198,00 16,91 8,54 6821|3445 0,00]0,00| 434|12,19] 098] 049]| 90,44 | 45,68 | 107,56 | 54,32
P3red 198,00 6,42 3,24 53,89]27,22] 0,00| 0,00] 0,00]0,00| 0,17] 0,09| 60,48| 30,55] 137,52 | 69,45
P3res 198,00 15,09 7,62 73,93137,34| 327]|1,65| 0,0010,00] 037]| 0,19] 92,66 | 46,80 | 105,34 | 53,20
P3re6 198,00 20,59110,40 | 82,43 | 41,63 1,371 0,69 1,98]1,00| 2,01 1,021 108,38 | 54,74 | 89,62 | 45,26
P3re7 5 198,00 11,81 596| 49,4412497| 0,00] 0,00 0,00| 0,00 1,771 0,89 ] 63,02 31,83 ] 134,98 | 68,17
P3rel0 5 198,00 18,18 | 9,18 | 26,61 13,44| 0,00] 0,00]10,67]5,39] 064]| 032] 56,10| 28,33 | 141,90 | 71,67
Mittelwert: | 198,00 1442 728 57,2612892| 093]047| 2531128| 099| 0,50| 76,13 | 38,45] 121,87 | 61,55
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