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Einleitung 1

Rekonstruktive Maflinahmen zur Behandlung knécherner Defekte kdnnen bis in
das 17. Jahrhundert zurickverfolgt werden. Zu dieser Zeit wurden sowohl
allogene als auch xenogene Knochenersatzmaterialien verwendet, vorwiegend
humaner und tierischer Abstammung. Die erste dokumentierte Implantation
xenogenen Knochens fihrte der hollandische Chirurg Meekren 1668 durch. Er
deckte bei einem Soldaten mit traumatischem Defekt der Schadelkalotte diesen
mit einem Stiick Hundecalvaria . Fortwahrend verbesserte chirurgische
Fahigkeiten und Techniken machten es im weiteren geschichtlichen Verlauf
maoglich, auch autologe Transplantationen durchzufihren. Einer der ersten
schriftlich belegten Autolog-Transfers gehen auf Walter im Jahr 1821 zurick,
der das bei Trepanation gewonnene Knochenmaterial zur Defektversorgung

herannahm 4,

Diese Technik verbesserte ganz entscheidend die
Defektheilung bedingt durch die Verpflanzung kdrpereigener vitaler Zellen. Der
Vorteil war die ausbleibende Abstol3ungsreaktion aufgrund immunologischer
Akzeptanz. Es stellte sich heraus, dall Osteoblasten eine wichtige
Voraussetzung zur Knochenheilung sind (sog. Osteogenese) und diese auch
aus defektfernen Arealen gehoben werden kdnnen. Desweiteren kristallisierte
sich im Laufe der Entwicklung die Notwendigkeit einer porésen Leitstruktur
heraus, in die aus der Defektumgebung Zellen einwachsen kénnen und so eine
knécherne Konsolidierung bewirken (sog. Osteokonduktion). Urist beobachtete
in den 1960er Jahren eine de novo Knochenbildung nach intramuskularer
Implantation demineralisierten Knochens. Die Publikation seiner Ergebnisse

war ein Meilenstein in der Knochenforschung 3¢

. Er gab diesen fur die
Osteoinduktion verantwortlichen Proteinen den Namen ,Bone Morphogenetic
Proteins®.

Der heutige Goldstandard bei Versorgung ausgedehnter knécherner Defekte ist
nach wie vor die Transplantation autologen Knochens. Durch die
osteogenetische, osteokonduktive und osteinduktive Wirkung ist diese

Therapiemethode zur Zeit noch allen anderen Materialien tberlegen *?2. Die
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Anwendung ist jedoch durch die zusatzliche operative Mal3hahme mit erh6hten
Risiken fur den Patienten verbunden . Desweiteren ist die Verfiigbarkeit
autologen Knochens limitiert. Der transferierte Knochen entspricht dabei
keinesfalls den biomechanischen Anforderungen im Defektareal, sondern wird

im Laufe der Einheilung adaptiv umgebaut (Boneremodelling).

In dieser Studie werden neue osteoinduktive Implantate beschrieben, die in
ausgedehnten  Unterkieferrekonstruktionen am  Gottinger  Minischwein
ausgetestet und fur diese Studie biomechanischen Belastungsversuchen

unterzogen wurden.
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2.1 Knochengewebe

2.1.1 Funktion

Knochengewebe z&hlt zu den hochdifferenzierten Binde- und Stlitzgeweben, es
ist fest gegen Zug, Druck, Biegung und Torsion mit der Fahigkeit, sich durch
funktionelle Adaptation optimal den biomechanischen Anforderungen
anzupassen. Neben den mechanischen zahlen auch die metabolischen
Aufgaben (Stoffwechselreservoir flr Mineralsalze) und die Hamatopoese (rotes
Knochenmark als Ort der Blutbildung) zu den Hauptfunktionen des

Knochengewebes 1%/,

2.1.2 Knochenstruktur

Im Allgemeinen besteht Knochen aus einer auf3eren Substantia compacta
(kortikaler Knochen) und einer inneren Substantia spongiosa (trabekularer
Knochen). Die Substantia compacta als feste umgebende Struktur schitzt vor
aulRerer Deformation, wahrend die Substantia spongiosa ihre Festigkeit und
Leichtbauweise  durch  die trajektoriell —ausgerichteten trabekuléren
Verstrebungen erhélt und hauptverantwortlich fur den Knochenmetabolismus
(ca. 70 %) ist B, AuRen aufliegend ist das gefaB- und nervenfiihrende,
osteogenetisches Potential besitzende Periost, innen umkleidet das Endost die
Markraume B4,

Die Hohlraume zwischen den Knochenbélkchen der Spongiosa werden durch
das rote und gelbe Knochenmark ausgefullt. Zur Zeit der Geburt ist das rote
Knochenmark Hauptort der Erythropoese, an einem ausgewachsenen Skelett

ist nur noch das Knochenmark der Wirbel, Rippen, Schadel- und
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Beckenknochen sowie des proximalen Femurs blutbildend. Der Rest wird

durch gelbes Knochenmark ersetzt, wobei die Mengenverhaltnisse des roten

und gelben Knochenmarks annahernd identisch sind. Bei Bedarf ist jedoch

beim Erwachsenen das gelbe Knochenmark in der Lage, sich in blutbildendes

rotes Mark zuriickzuwandel

n [105]

2.1.3 Zellen der Knochensubstanz

Osteoblasten

Osteoblasten gehen aus pluripotenten mesenchymalen Stammzellen (MSC)
hervor B4, Die MSC konnen aus dem Knochenmark, den GefaRen,
subperiostalen Lokalisationen und anderen Geweben isoliert werden und
sind zur Bildung von Knochen, Knorpel, Fettgewebe, Ligament- und
Bindegewebe fahig 1.

Die Osteoblasten-Differenzierung wird induziert durch die Sekretion von
lipid-modifizierten Glykoproteinen der wingless (wnt) familie, BMPs und
verschiedenen Transkriptionsfaktoren (Runx2 / Osterix) 1628452080 ‘per wnt-
Signalweg bewirkt Gber den Transkriptionsfaktor 3-Catenin im Zellkern eine
Anderung der Genexpression und wird maRgeblich beinflusst von dem Co-
Rezeptor LRP-5 (Lipoprotein-Related Protein s5) 7). BMPs sind in der Lage,
den osteogenen Differenzierungsweg in mesenchymalen Vorlaufern
einzuleiten, und die Expression von osteoblastenspezifischen Proteinen
(alkalische Phosphatase, Osteocalcin, osteogener Transkriptionsfaktor
Runx?2) zu induzieren B+, Die Prasenz von Runx2 ist essentiell, da ohne
die Expression von Runx2 kein Knochengewebe ausgebildet werden kann
aufgrund einer Blockade der Osteoblastenreifung ®8. Runx2 erméglicht eine
Aktivierung osteoblastenspezifischer Gene in mesenchymalen Stammzellen
und somit die Expression von Osteocalcin, Osteopontin, alkalischer
Phosphatase und Kollagen Typ | B8l per Transkriptionsfaktor Osterix ist
Runx2 ahnlich und von ebenso essentieller Notwendigkeit fur die

Osteoblastendifferenzierung .
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Osteoblasten liegen in  Clustern der Knochenoberflache auf und
synthetisieren Knochenmatrix durch Abscheidung von Kollagen Typ I. Sie
sezernieren alkalische Phosphatase, Kollagen Typ I, Proteoglykan, Bone
Sialoprotein (BSP) und Osteopontin. AnschlieBend wird die Kollagenmatrix
durch die Aktivitat der alkalischen Phosphatase, deren genaue Funktion in
diesem Zusammenhang noch nicht abschlieend geklart ist, mineralisiert
[143]'

Neben der Knochenneubildung sind Osteoblasten involviert in den
Differenzierungsprozess der Osteoklasten. Durch die Produktion von
RANKL (receptor activator of nuclear factor kB Ligand) bzw. OPG

(Osteoprotegerin) modulieren sie die Osteoklastenaktivitat 12°.

= QOsteoklasten

Osteoklasten reifen aus monozytaren Vorlaufern (Osteoklasten-Precursor)
und sind Zellen des hamatopoetischen Monozyten- / Makrophagen-
Differenzierungswegs ?°°. Diese Vorlauferzellen haben das Potenzial,
sich in Makrophagen, dendritische Zellen, Osteoklasten, Kupffer-Sternzellen
der Leber, Mikroglia des Gehirns u.a. zu differenzieren.

Die Osteoklastenbildung wird induziert von koloniestimulierenden Faktoren
(M-CSF), RANKL und kalziumabh&ngigen Hormonen ®*'?8 M-CSF bindet
direkt an seinen Rezeptor (c-fms) auf der Oberflache der Osteoklasten-
Vorlauferzelle und erméglicht somit via Signalinduktion die Proliferation 28,
Desweiteren schitzt M-CSF vor der Osteoklasten-Apoptose und steigert
dadurch die allgemeine Aktivitat der Osteoklasten °®*Y. RANKL ist Mitglied
der Tumornekrosefaktor (TNF) -Rezeptor-Familie und der zweite wichtige
Osteoklasten-Aktivator, der durch Parathormon (PTH), Interleukin-1 (IL-1)
oder Prostaglandine vermehrt auf der Oberflache von unreifen Osteoblasten
exprimiert wird [16:54596696.125] 'R ANKL bindet an den Rezeptor RANK, der
auf der Oberflache der Osteoklasten-Precursor-Zellen lokalisiert ist und
stimuliert deren Differenzierung zu aktivierten Osteoklasten #9134,

Osteoprotegerin (OPG), ebenfalls der TNF-Rezeptor-Familie zugehorig, ist
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ein  weiteres von Osteoblasten exprimiertes Zytokin und fungiert

L 117150 Das Verhaltnis von

regulatorisch kompetitiv mit RANK um RANK
RANKL / OPG st ein wichtiger Regulator der Knochenresorption und
Knochenstarke ®%. Parathormon (PTH) bindet an Osteoblasten und induziert
die Produktion der Oberflachenproteine M-CSF und RANKL. Auf diese

89 calcitonin,

Weise stimuliert PTH die Reifung von Osteoklasten
hormoneller Antagonist von PTH, hemmt die Knochenresorption tber direkte
Wirkung auf die Rezeptoren der Osteoklasten %23,

Der Knochenabbau beginnt mit der Migration von Osteoklasten in das zu
resorbierende Gebiet. Die Anheftung der Osteoklasten funktioniert tber
integrinvermittelte ~ Adhasionsmechanismen 1?13 Es  kommt zur
Ausformung einer basolateralen Membran, die mit dem Knochen nicht in
Kontakt steht, einer Verbindungszone (,sealing zone“), die am Knochen
angeheftet ist und einem ringférmigen Resorptionssaum (,ruffled border®),
der von der Verbindungszone umgeben ist . Die Verbindungszone bildet
eine Diffusionsbarriere ~ zur  Aufrechterhaltung  der  definierten
Konzentrationen an Protonen und Proteasen, die von dem Resorptionssaum

sezeniert werden 138

Das saure und proteasenreiche Milieu der
Resorptionslakunen dient dem Abbau des Knochenmaterials mithilfe von
Salzsaure. Die wahrend der Resorption steigende Kalziumkonzentration auf
bis zu 40 mM wird Uber Kalziumsensoren der Osteoklasten wahrgenommen
und fahrt in Folge dessen zur Inhibierung des osteoklastischen Abbaus und

endet in der Apoptose der Osteoklasten 1674,

=  Osteozyten

Osteozyten sind von einer vorwiegend aus Kollagen Typ | bestehenden

n 48 Sie pilden ein zellulares

extrazellularen Knochenmatrix umgebe
Netzwerk im Inneren des Knochens anhand von untereinander verbundenen
Zytoplasmafortsatzen, die in den Kanalikuli von einem Flissigkeitssaum
umschlossen sind. An deren Spitze sorgen gap junctions fur die Zell-zu-Zell

Kommunikation zwischen Osteozyten einerseits, aber auch zur Membran
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der Osteoblasten und lining cells auf der Knochenoberflache kann auf diese
Weise Kontakt zur Informationsiibermittiung generiert werden 14841271,

Die im Knochen eingebetteten Osteozyten stellen die mechanosensorischen
Zellen des Knochens dar. Mechanische Stimuli werden udber die
Flissigkeitsbewegung in den Kanalikuli registriert und Uber die
Mechanotransduktion in weiterfihrende elektrische und biomechanische
Signale konvertiert . Diese leiten mutmaBlich die ersten Schritte zur
Reparation ein #9118,

Die Regulation der Knochenmasse wird wesentlich durch das
osteozytenspezifische Protein Sclerostin beinflusst. Es inhibiert die BMP-
induzierte Osteoblasten-Differenzierung und hemmt auf diesem Weg die
Knochenbildung 2%, Osteozyten wirken ebenso tiber direkten Kontakt mit

den Osteoblasten auf die Knochenbildung ein ©2.

2.1.4 Biochemischer Knochenaufbau
Biochemisch setzt sich Knochen aus folgenden Fraktionen zusammen:

anorganische Bestandteile (65 %)

Der Mineralanteil besteht vorwiegend aus Kalziumphosphat und
Kalziumkarbonat, aber auch aus Nitrat, Eisen, Natrium, Magnesium, Fluor
und Spurenstoffen. Im Knochen sind diese Mineralien in Form von
Apatitkristallen geordnet, hauptsachlich als Hydroxylapatit
[Ca10(PO4)s(OH),]. Lokalisiert sind die stéabchenfoérmigen Kristalle in oder

langs der Kollagenfibrillen 05119,

= organische Verbindungen (25 %)

Der wasser- und mineralienfreie organische Knochenanteil (sog.
Knochenmatrix) besteht im adulten Knochen mit 95 % aus Kollagen,
vorwiegend Kollagen Typ .
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Die restlichen 5 % macht die nichtkollagene Matrix (NCM) aus. Diese
besteht aus Proteoglykanen (u.a. Versican, Decorin, Biglykan), strukturellen
Glykoproteinen (u.a. alkalische Phosphatase, Osteonektin,
Thrombospondin, Vitronektin, Osteopontin), verschiedenen Polypeptiden als
Wachstums- und Differenzierungsfaktoren [u.a. Transforming growth factors
(TGF-B), Insulin-like growth factors (IGF), Fibroblast growth factor (FGF),
Platelet-derived growth factors (PDGF), Osteogenic growth peptide (OGP),
Bone morphogenetic proteins (BMP)] und Serumproteinen (u.a. Albumin).
Die Wachstums- und Differenzierungsfaktoren, welche eine unterschiedliche

biologische Aktivitdt aufweisen, machen aber weniger als 0,2 % der NCM
aus 241191

= Hydratationswasser (10 %)

Zur Aufrechterhaltung des lonenaustausches sind die Hydroxylapatitkristalle
mit einem Hydratmantel umschichtet, durch welchen die Einlagerung bzw.
die Mobilisierung von Kalzium und Phosphat zwischen Hydroxylapatitkristall

und Umgebung erleichtert wird [°!,

2.1.5 Adaptiver Knochenumbau

Das Knochengewebe unterliegt einem standigen Remodellierungsprozess zur
Aufrechterhaltung der Stabilitdt und strukturellen Integritat sowie zur Anpassung
an veranderte biomechanische Konditionen . Jedes Jahr werden ca. 10 %
des Knochenmaterials erneuert 7.

Das komplexe Zusammenspiel von Osteozyten, Osteoklasten und Osteoblasten
bei der Knochen-Remodellierung spielt sich in einem sequentiellen Aktivierung-
Resorption-Formierung (ARF) Zyklus ab (siehe Abbildung 1) 2.

Die Aktivierung erfolgt durch mechanischen Stress hervorgerufene
Mikrotraumata, in Folge dessen benachbarte Osteozyten apoptotisch reagieren.
Es kommt zur Produktion von proosteoklastischen Signalen, oder die bis dato

inhibitorisch wirkenden Signale werden aufgehoben. Dies erfolgt entweder
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direkt in den Osteozyten oder tber einen noch unbekannten Mechanismus, der
die bone lining cells zur Produktion von RANKL und M-CSF stimuliert. Die
Anzahl an Osteoklasten wird Uber die Produktion der antiosteoklastischen
Zytokine OPG und TGF-B reguliert. Die Osteoklasten resorbieren den Knochen
im Bereich des Mikrotraumas und scheinen Knochenzement abzulagern. Im
Anschluss reinigen die bone lining cells die Resorptionsgruben. Direkte Zell-zu-
Zell Kontakte durch die Signalkaskaden von Ephrin-Eph kénnten in dieser
Phase wichtig sein. Nachdem die Reinigung der Resorptionsgruben
abgeschlossen ist, differenzieren sich die lining cells in knochenbildende
Osteoblasten, oder werden durch diese uber einen von IGF-I, TGF- und
Cardiotropin-1 (CT-1) kontrollierten Prozess ersetzt. Nach Abschluss der
Knochenneubildung scheint es so zu sein, dal’3 die Sekretion von Sklerostin
durch die neu entstandenen und wahrend der Knochenformierung
eingeschlossenen Osteozyten den Zyklus beendet und die bone lining cells
wieder die Knochenoberflache bedecken. PTH scheint in die Regulation des
Zyklus involviert zu sein, es stimuliert die Produktion von RANKL und EphrinB2-
EphB2, wirkt tber IGF-I und reduziert letztendlich die Expression von Sklerostin
durch die Osteozyten 42,
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Abbildung 1: Darstellung des ARF-Zyklus (42

2.1.6 Frakturmechanik

Unter dem Begriff Fraktur versteht man eine durch direkte oder indirekte
Krafteinwirkung induzierte Unterbrechung der Knochenkontinuitat, wobei die
Belastung sowohl statisch als auch dynamisch erfolgen kann.

Das Knochengewebe ist in der Lage, die einwirkenden Krafte mittels
Energieabsorption bis zu einem gewissen Grad zu tolerieren. Dieser
Mechanismus umfal3t das Zurickweichen z.B. des Unterkiefers, die Verformung
der Weichteile sowie die elastische Verformung der Knochen- und
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Knorpelstrukturen. Bei einer Energieeinwirkung tber diese Absorptionsgrenzen
hinaus kommt es zur Fraktur, dabei sind die zu absorbierende Energie, die
Lastverteilung (Kraft / Flache) und die Dauer der Krafteinwirkung die
malf3geblichen Parameter, wobei kurzzeitig auftretende Belastungsspitzen zu
einer hoheren Energietoleranz im Knochen fiuhren als langerandauernde
Krafteinwirkung. Dieser Mechanismus basiert auf dem kristallinen Aufbau des
Knochens, der eine Ausrichtung der zur Belastungsrichtung ungunstig
liegenden Kristalle in eine biomechanisch ginstigere Lage bewirkt, es kommt
es zu einer initialen Verfestigung des Knochens. Bleibt die Beanspruchung
weiter bestehen, kommt es trotz gleichbleibender Energieeinwirkung zur
Fraktur. Der Widerstand, den der Knochen einer auf ihn einwirkenden Kraft (F)
entgegensetzt, ist vom gleichen Betrag (Actio=Reactio, Kraftegleichgewicht)
und wird als Spannung (o) bezeichnet, welche sich als Schub-, Zug-, Druck-
oder Biegespannung darstellt. Die Biegespannung beschreibt einen Sonderfall,
bei dem an der konvexen Flache Zugspannungen und an der konkaven Flache
Druckspannungen wirken. In der neutralen Schicht ist die Spannung gleich null,
sie bezeichnet den Ubergang von Druck- zu Zugbelastung. Frakturen werden
auf der Konvexseite eingeleitet, da Knochen eine erheblich groRere Druck- als

Zugfestigkeit aufweist 3!,

A,B = Lagerkréafte / K = Biegelast / S = Stauchung / D = Dehnung / N = neutrale Schicht
(Schwenzer, Ehrenfeld; Spezielle Chirurgie; 2002)
Abbildung 2: Mechanik des Biegebruchs
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2.1.7 Wachstumsfaktoren

Im Knochengewebe sind zahlreiche Differenzierungs- und Wachstumsfaktoren
vorhanden. Sie sind regulatorisch wirksam bei der Chondro- und Osteogenese
wahrend der Embryonalentwicklung, bei der Organogenese und der

p [5:110,145] g [61.65.1]

Knochenregeneratio . Im Speziellen sind die

» Platelet-derived growth factor (PDGF)

= Transforming growth factors (TGF-a/ -3)

= Insulin-like growth factors (IGF-I/ -11)

= Acidic/Basic fibroblast growth factor (a- / bFGF)
» Vascular endothelial growth factor (VEGF)

= Epidermic growth factor (EGF)

= Cementum-derived growth factor (CGF)

» Parathyroid hormone-related protein (PTHrP)

= Osteogenic growth peptide (OGP)

= Bone morphogenetic proteins (BMP)

Alleinig implantiert sind nur bestimmte BMP's (BMP-2, -4, -6, -7, -9) in der

Lage, eine heterotope Knochenneubildung zu induzieren %1753,

2.2 Osteogene Regeneration

2.2.1 Osteogenese

Die Osteogenese stellt einen Mechanismus der Knochenregeneration dar, bei
dem vitale, kdrpereigene Zellen (Praosteoblasten und Osteoblasten) an den Ort
des Defektes verpflanzt werden. Diese autogenen Transplantate, bei denen

keine immunologisch bedingten AbstoRungsreaktionen zu erwarten sind,
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konnen aus defektfernen Skelettabschnitten stammen, dabei weist die
zellreiche und gut revaskularisierbare Spongiosa im Vergleich zur Kortikalis die

(1111121 Die vitalen Praosteoblasten und

hohere osteogenetische Potenz auf
Osteoblasten des Transplantats werden durch Diffusion ernahrt, wobei ein
Grolteil der Zellen vor der Revaskularisierung zugrunde geht. Folglich wirkt
sich die Diffusionsstrecke und somit die zu versorgende Defektgréf3e als
limitierender Faktor aus. Eine zusatzliche Patienten-Belastung stellt die

Entnahmeoperation der autogenen Knochentransplantate dar.

2.2.2 Osteokonduktion

Die Osteokonduktion basiert auf der Verwendung von operativ eingebrachten
Knochenersatzmaterialien, die den vom Lagergewebe aus einwachsenden
Knochen und GefalRen als portse Leitstruktur dienen und dadurch eine
Uberbriickung bzw. kndcherne Konsolidierung bewirken kénnen.

Dieser passive Leitschieneneffekt der Biomaterialien erftllt die Aufgaben einer
kunstlichen Extrazellularmatrix, an der die Osteoblasten des Lagerknochens
appositionell in den Defekt einwachsen konnen. Das verwendete
Knochenersatzmaterial muss, im Hinblick auf seine Stabilitdt, dem Druck des
umgebenden Weichgewebes und der biomechanischen Belastung des zu
rekonstruierenden Knochenabschnitts bis zur funktionellen Adaptation des neu
gebildeten Knochengewebes standhalten. Dabei wird das
Knochenersatzmaterial resorbiert oder osteointegriert. Das appositionelle
Knochenwachstum erfordert eine geeignete Oberflachenstruktur,
Biokompatibilitdt, Porositdt und chemische Zusammensetzung. Unglnstige
Defektgrossen, -lokalisationen und -formen sowie mechanische Instabilitat
kobnnen zu einer bindegewebigen Durchwachsung und unvollstandigen
knochernen Regeneration des Defektes fithren 3%,

Ein weiterer limitierender Faktor der Osteokonduktion ist der alleinig vom
Lagergewebe ausgehende Stimulus zur Knochengewebsbildung und -
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regeneration, so dald die Kontaktflache zum Implantatlager so grof3 wie maximal

moglich gewahlt werden muf 43¢,

2.2.3 Osteoinduktion

Unter Osteoinduktion versteht man eine vom Implantat ausgehende Stimulation
zur Knochenneubildung durch Differenzierung osteogener Zellen aus
pluripotenten, mesenchymalen Stammzellen. Die Induktion und Steuerung
dieser Prozesse erfolgt durch dem Implantat zugesetzte Bone Morphogenetic
Proteins (BMPs). Somit Gbernimmt, im Unterschied zur Osteokonduktion, das
Knochenersatzmaterial nicht nur die Funktion einer Leitschiene (extrazellulare
Matrix), sondern ist gleichzeitig Tragermaterial der BMPs. Dabei kann eine de
novo Knochenbildung sowohl orthotop, im Knochengewebe, als auch heterotop,
aulRerhalb des Knochengewebes, realisiert werden. Die Osteoinduktion ist
folglich unabhangig von einem kndchernen Lager #1139,

Zusammengefaldt gibt es drei sich gegenseitig beeinflussende Faktoren der
Osteoinduktion (Matrix / BMPs / Mesenchymale Stammzellen). Dabei
Ubernimmt die Matrix im Idealfall mehrere Funktionen, sie dient der
mechanischen Stabilitdt bis zur Resorption bzw. Osteointegration und setzt
zugleich die pharmakokinetisch notwendigen Mengen an induktiven Faktoren

frei.

2.2.3.1 Physiologie der Osteoinduktion

1991 konnten Reddi und Carrington zeigen, dald die postnatale Osteoinduktion
dem Mechanismus der enchondralen Ossifikation entspricht und in einem
mehrstufigen Prozess ablauft 19499

Innerhalb weniger Tage kommt es durch Chemotaxis zu einer Migration
ortsnaher, pluripotenter, mesenchymaler Stammzellen an den Ort der BMP-

Implantation und einer darauffolgenden Anlagerung an die implantierte Matrix.
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Die mesenchymalen Stammzellen befinden sich als Zielzellen der BMPs im
Knochenmark, in der Muskulatur, im Periost und im subkutanen Gewebe. Das
BMP-vermittelte Signal induziert die Stammzellproliferation mit darauffolgender
Differenzierung in Chondroblasten und die Ausbildung extrazellularer Matrix. Es
kommt zur Kalzifizierung des knorpeligen Gewebes und zur Einsprossung von
Blutkapillaren. Die aus Vorlauferzellen neu gebildeten Chondroklasten und
Osteoblasten ersetzten im Anschlul3 das Knorpelgewebe gemalRl der
enchondralen Ossifikation durch neuentstandenes Knochengewebe. Der so
gebildete Geflechtknochen wird durch Remodelling-Prozesse im weiteren

Verlauf zu Lamellenknochen umgebaut 492120,

2.3 Bone Morphogenetic Proteins

2.3.1 Geschichtliche Entwicklung

Mitte der 60er Jahre beobachtete Urist im Tierversuch die de novo
Knochenbildung nach Implantation von demineralisiertem, allogenem Knochen
in Muskelgewebe %, Einige Jahre spater wurde aus dem Knochengewebe ein
Proteinextrakt isoliert, der genauso osteogene Eigenschaften im Weichteillager
besaR und nachfolgend ,Bone Morphogenetic Protein“ genannt wurde ™37,

1987 gelang A.H. Reddi et al. die erfolgreiche Reinigung und Charakterisierung
von BMP-7 1%l \eitere osteoinduktive Faktoren (BMP-2, BMP-3, BMP-4,
BMP-5, BMP-6, BMP-7) wurden fast zeitgleich von J. Wozney et al. identifiziert
[196.12 " Nachfolgend gelang es durch neue molekularbiologische Techniken
weitere Wachstumsfaktoren zu entschlissen, so dafl mittlerweile 20
verschiedene BMPs identifiziert wurden, die nicht nur an der Entwicklung von
Knorpel und Knochen, sondern auch an der Organogenese beteiligt sind 4441,
Sie sind in sehr geringer Konzentration (1 pg pro kg Knochengewebe) in der

Knochenmatrix vorhanden 72142,
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2.3.2 Aubau der BMPs

Die BMPs sind aus zwei identischen Polypeptidstrangen aufgebaute Proteine,
die nach Abspaltung ihrer jeweiligen Propeptidsequenz als biologisch aktive
Proteine wirken 3. Mit Ausnahme von BMP-1, welches als Prokollagen-C-

Proteinase identifiziert wurde und somit eine eigene Entitat darstellt 1

, gehoren
BMP-2 bis BMP-15 der speziesiubergreifenden Familie des Wachstumsfaktors
TGF-B (Transforming Growth Factor beta) an, welche weitere wichtige Proteine
enthdlt, die an der Steuerung der embryonalen Entwicklung von
Organsystemen (Knochen, Zahne, Knorpel, Muskel, Herz, Niere, Haut,

Reproduktiv-Trakt) involviert sind #9981,

hGDNF
hBAP-2

_hBMP-4
hBMP-5

hBMP-6

hBMP-7/0P-1
hBMP-8/0P-2
mBMP-8b

mGDF-3
hGDF-5/BMP-14/CDMP-1
hGDF-6/BMP-13/CDMP-2
hGDF-7/BMP-12
hBMP-10
hGDF-2/BMP-9

"hGDF-1

BMP-3
hGDF-10/BMP-3b
hBMP-11/GDF-11
_hGDF-8/myostatin
hGDF-9
hGDF-8b/BMP-15

hActA
hActB
hACtC
hTGF-p1
hTGF-p2
hTGF-B3 —
GDF-15/MIC-1/PF
_hPLAB

hMIS/AMH

A hinh-a
Abbildung 3:  A: Die TGF-I Superfamilie; B: Molekulare Struktur der BMPs, Cysteine als

(]

Kugeln dargestellt: Cystein- Knoten
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2.3.3 Signaltransduktion (Rezeptoren / Smads)

Die Signaltransduktion der Proteine der TGF-R-Superfamilie erfolgt durch
Bindung an transmembrandse Rezeptoren auf der Oberflache ihrer Zielzellen,
wobei zwei strukturell ahnliche, homodimere Rezeptorklassen unterschieden
werden . Nach bisherigem Stand sind 12 Typ-l-Rezeptoren und 7 Typ-II-
Rezeptoren identifiziert [°°,

Aufgrund unterschiedlicher Ligandenaffinitat binden BMPs zuerst an den Typ-I-
Rezeptor B% TGF-Rs dagegen an den Typ-ll-Rezeptor 232226147 Daraufhin
erfolgt die Einbeziehung des jeweils anderen Rezeptors 232226301471 " a5 kommt
zur Bildung eines aktivierten, heteromeren Komplexes aus Ligand, Typ-I- und
Typ-1I-Rezeptor mit Kinaseaktivitdt. Dieser phosphoryliert cytoplasmatische
Signalmolekile (Smads), welche mit einem Co-Smad heteromere Komplexe
bilden, in den Nucleus eindringen und dort die Transkription steuern . Die
Weiterleitung des Signals vom Rezeptorkomplex Uber die Smads wird
zusatzlich von inhibitorischen Smads reguliert.

Die Bezeichnung Smad wurde in Anlehnung an die Nomenklatur von zuerst bei
Drosophila und Caenorhabditis elegans entdeckten Proteinen vergeben. Es

werden drei Subklassen unterschieden 84779

= signalUbertragende R-Smads (“receptor regulated Smads”)
[Smadl, Smad2, Smad3, Smad5, Smad8]

= Co-Smads (“‘common mediator Smads”)
[Smad4]

» inhibierende I-Smads (“inhibitory Smads”)
[Smad6, Smad7]

BMP-Rezeptoren des Typs | nutzen zur Signaltransduktion die R-Smads 1,5,8,

wohingegen die TGF-B-Rezeptoren des Typs Il auf die R-Smads 2,3

zuriickgreifen 2473,
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3.1  Versuchsubersicht vorausgehende Studie

3.1.1. Herstellung von rhBMP-2 / T4

Die rekombinanten Morphogene wurden in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. W.
Sebald, Lehrstuhl fur physiologische Chemie Il der Universitat Wuirzburg,
hergestellt *°Y. Zur Produktion von rhBMP-2 (im Folgenden vereinfacht BMP-2)
und T4 wurde das bakterielle Expressionssystem von Escherichia coli
herangezogen 1626364

Im Unterschied zu BMP-2 besitzt die Variante T4 am N-Terminus vier
zusatzliche basische Tripletts (positive Ladung), wodurch die Bindung an die
extrazellulare Matrix (negative Ladung) gesteigert wird und im Zuge dessen
auch die Ortsstandigkeit am Implantationsort #2.

Die Lagerung der rekombinanten BMPs erfolgte bis zur Anwendung in

gefriergetrocknetem, pulverformigem Zustand in der Tiefkaltetruhe bei —80C.

3.1.2 Herstellung des ,extrahierten xenogenen Knochenkollagens” (EXKK)

Die standardisierten EXKK-Blocke wurden durch ein nachfolgend
beschriebenes Herstellungsverfahren aus equinem, spongiésem Knochen

gewonnen [60:148l:

= Aufbereitung und Zuschnitt der Spongiosa
Einfrieren der Femur-Kondylen bei —80<C, fur ca. 24 h
Zuschnitt entsprechend der gewiinschten Masse mit der Knochensage
Auswahl von homogen strukturierten Spongiosa-Proben
Auftauen in 50T heilRem Wasser (ca 10 Minuten)
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Entfernung des Marks mittels Zentrifuge und Wasserdampfstrahler

= Entfettung
Einlegen in Chloroform/Methanol (3:1), bei RT, fur 24 Stunden, unter
standigem Agitieren, evtl. mehrmaliger Mediumswechsel

Waschen der Spongiosa-Scheiben in Aqua destillata und trocknen

= Demineralisation und Formgebung
Vollstdndige Demineralisation in 0,5M HCI, bei RT, mehrmalige
Saurewechsel
Rontgenologische Kontrolle der Demineralisation: Kodak X-OMAT-MA
Film, Faxitron Rontgengerat, bei U=25 kV, t=35 s
Evtl. erneute Demineralisation in 0,5M
Waschen der Zylinder in Aqua destillata

Endgultige Formgebung

= Extraktion l6slicher induktiver Matrixproteine
4 M GuHCI/50mM Tris (pH=7,4 bei 4<C) Uber 24h
Waschen in Aqua destillata

Trocknen

= Bleichen
ca. 15 min., in 3%igem Wasserstoffperoxid

Waschen in Aqua destillata

= Sterilisation
Sterilisieren Chloroform/Methanol (1:1), bei RT, fir 24 h
Evaporation unter der Sterilbank

mehrmaliges Spulen mit sterilem Aqua ad injectabilia

= Lyophilisation
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3.1.3 Dotierung von EXKK mit BMP-2 / T4

Die Rehydrierung der EXKK-Blocke erfolgte mit sterilem Aqua destillata fur 15
Minuten, Uberschiisse wurden mit sterilen OP-Tichern entfernt. Im zweiten
Schritt wurden die rekombinanten Morphogene in entsprechender Dosierung
als wassrige Losung auf die Implantate aufgebracht. Es wurde darauf geachtet,
die EXKK-Blocke gleichmalig und ohne Flissigkeitsaustritt zu benetzen.
Abschliel3end erfolgte die Lyophilisierung, sterile Verpackung und Lagerung bei
4<C.

3.1.4 Ubersicht Implantationsmodelle

Die direkte rechtsseitige Mandibularekonstruktion wurde mit Blocken
(50x25x15mm?3 = 18,75cm3) aus extrahiertem, xenogenen Knochenkollagen
(EXKK) durchgefuhrt, welche mit dem Morphogen BMP-2 bzw. dem BMP-
Analog T4 dotiert waren.

4 Tiere wurden mit EXKK+T4 (300 pg/cm?®) und 4 Tiere mit EXKK+BMP-2 (400
ug/cm?) rekonstruiert. In der Kontrollgruppe wurde ausschlieRlich autologer

Knochen zur Rekonstruktion verwendet.

Anzahl Implantat Morphogen

4 EXKK T4

Tabelle 1: Rekonstruktionsmethode und Anzahl der implantierten Tiere
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3.1.5 Ubersicht Tiermodell

Als Versuchstiere dienten Gottinger Minischweine mannlichen und weiblichen
Geschlechts im Alter von 1 Y bis 2 Jahren und einem Gewicht von 42,5 bis 63
kg. Im Hinblick auf die Unterkieferteilresektion wurden die Versuchstiere im
Seitenzahnbereich zunadchst vollstdndig entzahnt und die Ausheilung
abgewartet.

Die Unterkiefer-Teilresektionen, die unter Mitnahme des Periosts durchgefuhrt
wurden, wiesen eine Lange von 5 cm auf und wurden direkt mit osteoinduktiven

Implantaten rekonstruiert. Nach 12 Wochen erfolgte die Euthanasie der Tiere.

3.1.6 Vorbereitung der Tiere

3.1.6.1 Narkose

Die Tiere wurden mit Stresnil® und bei Bedarf zusatzlich mit Ketavet® ansediert.
Zur Narkose wurden die Tiere intubiert und eine Inhalationsnarkose mit
Halothan® durchgefithrt. Zur Schmerzausschaltung wurde Dipidolor i.v. nach

Bedarf dosiert gegeben.

3.1.6.2 Vorbereitende Zahnextraktion

Mindestens acht Wochen vor der Rekonstruktion wurden die Schweine in
Narkose auf der geplanten Resektionsseite im Seitenzahnbereich vollstandig
entzahnt. Nach Glattung der Knochenkanten wurde ein Kollagen-Vlies (4 x
7cm) in den Defekt eingebracht und die Wunde mit Vicryl 3/0 primar
speicheldicht verschlossen.
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3.1.6.3 Unterkiefer-Teilresektion

Nach Lagerung und steriler Abwaschung (intra- und extraoral Braunol®,
extraoral zusétzlich Dibromol®) und Abdeckung wurden Kutis, Subkutis und
Platysma scharf durchtrennt und das faziale Gefal3-Nervenbindel, Corpus
mandibulae, Masseter-Pterygoid-Schlinge und M. mylohyoideus dargestellt.
Nach Unterbindung der FacialgefaRe wurden die Resektionsgrenzen
eingezeichnet und das Periost in diesem Bereich umschnitten. Nach
subperiostaler Ablésung von M. masseter, M. pterygoideus und M.
mylohyoideus wurde der Unterkiefer zirkular aus seinem Weichteillager gelost.
Zwei Rekonstruktionsplatten wurden der Unterkieferkontinuitat angepasst, mit
Schrauben vorfixiert und samtliche Locher vorgebohrt. Nach Entfernung der
Platten wurde das markierte Segment (I = 5 cm) mit dem bedeckenden Periost
reseziert. Zur Vermeidung von Perforationen nach intraoral wurde ein schmaler
Streifen Periost im Bereich der ehemaligen Extraktionswunde belassen. Um
einen sicheren speicheldichten Abschluss zur Mundhohle zu gewéhrleisten,
wurde ein cranial gestielter Muskellappen aus dem anterioren Anteil des M.
masseter gebildet und zur Unterflitterung der Schleimhaut des ehemaligen
Aloveolarkammes nach ventral verlagert und mit Vicryl 2/0 eingenaht.

Nach Blutstilung wurden die Knochenkanten geglattet und die
Rekonstruktionsplatten refixiert. Das Implantat wurde in den Defekt eingelagert
und mit Vicryl-Nahten gesichert. Die Masseter-Pterygoid-Schlinge wurde
refixiert und die Wunde schichtweise mit Vicryl 2/0 und Hautklammern

verschlossen und mit einem Sprihverband abgedeckt.
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Abldsung der Muskulatur vom Unterkiefer,
Periost im Resektionsbereich belassen

Anpassung der Rekonstruktionsplatten

Z.n. Ostektomie des Unterkiefersegmentes
einschlieBlich des bedeckenden Periostes

Muskelplastik mit dem ventralen Anteil des M.

masseter zur sicheren Abdeckung nach intraoral

E | Eingelagertes Implantat

Rekonstruktion der Masseter-Pterygoidschlinge
und Refixation der Mundbodenmuskulatur

Abbildung 4: Unterkiefer-Teilresektion
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3.1.6.4 Tierhaltung und Schmerzmanagement

Die Schweine wurden im Tierhaus der Wiurzburger Universitatsklinik in mit
Stroh ausgestreuten Stallungen gehalten und einmal taglich mit Altromin
Standard-Di&t 9020° gefiittert. Wasser stand ad libitum zur Verfiigung.

Die postoperative Analgesie erfolgte mit Tramal® (Tramadolhydrochlorid) und

Novalgin® (Metamizol):

= Tag 0-3: Zweimal taglich jeweils eine Ampulle Tramal® (2ml/100 mg) und
Novalgin® (2,5ml / 1,25 g) subkutan
= Tag 4-7: Zweimal taglich Tramal long® (1 Thl./100mg Tramadolhydrochlorid)

und 20 Tropfen Novalgin® im Futter

Nach Eingriffen am Kiefer erhielten die Tiere wegen eingeschrankten
Kauvermogens jeweils sieben Tage lang zweimal taglich Fresubin®, dann fr
weitere sieben Tage in Wasser eingeweichte Pellets (Altromin Standard-Diat
9020°).

3.1.6.5 Euthanasie der Tiere

Nach 12 Wochen wurden die Tiere mit hohen Dosen von Stresnil® und Ketavet®
sediert und durch intrakardiale Injektion von T61® geopfert.
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3.2 Biomechanische Grundlagen

3.2.1 Elastische / Plastische Verformung

Die elastische Verformung ist vollstandig reversibel, d.h. nach Wegfall der
einwirkenden Kraft nimmt der Knochen wieder seine urspriingliche Form an. Im
Gegensatz dazu tritt bei der plastischen Verformung eine bleibende, irreversible

Deformation auf.

3.2.2 Hookesches Gesetz (Robert Hooke, 1635-1703)

Knochengewebe ist elastisch und dartber hinaus, bis zur Fraktur, plastisch

verformbar. Fir den elastischen Bereich gilt das Hookesche Gesetz:

o=Exe¢

mit: o0 = Spannung
E = Elastizitatsmodul

€ = Dehnung

Nach dem Hookeschen Gesetz ist die Spannung bis zur Grenze P proportional
zur Dehnung. Diese sogenannte Proportionalitatsgrenze P markiert das Ende
des linear-elastischen Bereichs, uUber diese Spannung hinaus besteht keine
Proportionalitat mehr zwischen Spannung und Dehnung, es kommt zur
plastischen (nichtlinear-elastischen) Deformation und im weiteren Verlauf zur

Fraktur 91,
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Spannung = 4
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Graphik 1: Elastische / Plastische Deformation

3.2.3 Elastizitdtsmodul E

Die Steigung der Strecke im linear-elastischen Bereich zwischen Null und P ist

der Elastizitatsmodul E.

Spannung

v

Dehnung

Graphik 2: Elastizitatsmodul E
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Der E-Modul wird berechnet aus Ac/Ae und ist ein Mal3 fir die Steifigkeit des

Werkstoffs.

3.2.4 Drei-Punkt-Biegeversuch

Fur die Versuchsanordnung und den Verlauf des Biegemomentes beim Drei-
Punkt-Biegeversuch gilt folgende Beziehung: "

M _ Frmax X Ls

b,max - i
4

mit: Mp.max = maximaler Biegemoment

Fmax = einwirkende Kraft durch Priifstempel

Ls = Abstand zwischen den Auflagepunkten

Kraft F

Graphik 3: Versuchsanordnung Drei-Punkt-Biegeversuch
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3.3  Versuchsdurchfihrung - aktuelle Studie

Im weiteren Verlauf werden exemplarisch die Rontgenbilder und Digitalfotos
von drei Schweine-Mandibulae dargestellt, jeweils rekonstruiert mit EXKK+T4,
EXKK+BMP-2 und autologem Knochen. Der Flow-Chart in Graphik 4 gibt einen

Uberblick tiber den gesamten Versuchsablauf.

rontgenologische Dokumentation
der Schweine-Mandibulae in toto

g

Teilung der Praparate in Partes
mandibulae dextrae et sinistrae

digitale Fotodokumentation der
Partes mandibulae dextrae

rontgenologische Dokumentation
der Partes mandibulae dextrae

Freilegung und Entfernung der
Rekonstruktionsplatten (Partes
mandibulae dextrae)

rontgenologische Dokumentation
der Partes mandibulae dextrae sine
Rekonstruktionsplatten

biomechanische Testung

Partes Partes
mandibulae mandibulae
dextrae sinistrae
(9 Proben) (4 Proben)

rontgenologische Dokumentation
der Partes mandibulae dextrae nach
biomechanischer Testung

Graphik 4: Ubersicht Versuchsablauf (Flow-Chart)
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3.3.1 Vorbereitung der Unterkiefer

3.3.1.1 Mandibulae in toto (Ubersicht cranial-caudal)

Abbildung 5: Réntgenibersicht cranial-caudal (EXKK+T4)

Abbildung 6: Rontgenibersicht cranial-caudal (EXKK+BMP-2)
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Abbildung 7: Rontgenibersicht cranial-caudal (autologer Knochen)

3.3.1.2 Vorbereitung der Praparate

Die Schweine-Mandibulae wurden im Rahmen der Versuchsvorbereitung

mittels Knochensage in eine Pars dextra et sinistra geteilt.
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3.3.1.3 Partes mandibulae dextrae verplattet (lateral / cranial-caudal)

Abbildung 8: Verplattet - laterale Ansicht (EXKK+T4)

Abbildung 9: Verplattet - cranial-caudale Ansicht (EXKK+T4)
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Abbildung 10: Verplattet - laterale Ansicht (EXKK+BMP-2)

Abbildung 11: Verplattet - cranial-caudale Ansicht (EXKK+BMP-2)
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Abbildung 12: Verplattet - laterale Ansicht (autologer Knochen)

Abbildung 13: Verplattet - cranial-caudale Ansicht (autologer Knochen)
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3.3.1.4 Partes mandibulae dextrae verplattet (lateral)

Abbildung 14: Réntgenbild verplattet - laterale Ansicht (EXKK+T4)

Abbildung 15: Rontgenbild verplattet - laterale Ansicht (EXKK+BMP-2)
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Abbildung 16: Rontgenbild verplattet - laterale Ansicht (autologer Knochen)

Das autologe Transplantat wurde intraoperativ an der Kortikalis perforiert, um
eine im Einheilungsprozess bessere Durchbauung zu erreichen.

Die rontgenologische Auswertung zeigt deutlich die Lockerung der
Osteosynthese-Schrauben und Platten. Im Bereich des Transplantates ist es zu

keiner kndchernen Konsolidierung gekommen.

3.3.1.5 Freilegung und Entfernung der Rekonstruktionsplatten

Die Freilegung der Rekonstruktionsplatten und Schrauben erfolgte mit Hilfe von
Rosenbohrern verschiedener GrofRe unter groRtmoglicher Schonung des
Knochens. Zur darauffolgenden  Entfernung der Schrauben und
Rekonstruktionsplatten wurden passende Schraubendreher  sowie

Raspartorium und Spitzzange verwendet.
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3.3.1.6 Partes mandibulae dextrae nach Plattenentfernung (lateral / cranial-

caudal)

Abbildung 17: Réntgenbild nach Plattenentfernung - laterale Ansicht (EXKK+T4)

Abbildung 18: Réntgenbild nach Plattenentfernung — cranial-caudale Ansicht (EXKK+T4)
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Abbildung 19: Réntgenbild nach Plattenentfernung - laterale Ansicht (EXKK+BMP-2)

Abbildung 20: Réntgenbild nach Plattenentfernung — cranial-caudale Ansicht (EXKK+BMP-2)
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Abbildung 21: Réntgenbild nach Plattenentfernung - laterale Ansicht (autologer Knochen)

Abbildung 22: Réntgenbild nach Plattenentfernung — cranial-caudale Ansicht (autologer

Knochen)
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3.3.2 Biomechanische Testung

Nach Entfernung des Osteosynthese-Materials wurden die Elastizitatsmodule
der explantierten Partes mandibulae im Drei-Punkt-Biegeversuch mit der
Universalprifmaschine der Firma Zwick aus Ulm (Geratetyp 1445) ermittelt.

Die fur die biomechanische Testung erforderliche Fixation der Proben (Partes
dextrae) auf der Prufmaschine erfolgte mit Hilfe handelstblicher grofRer
Schraubzwingen. Der Abstand zwischen den Auflagepins betrug 10 cm. Im
Prafraum herrschte eine relative Luftfeuchtigkeit von 58% und eine
Raumtemperatur von 20C. FiUr die Prifmaschinen-Para meter wurde eine
Vorkraft von 10 N, eine Prifgeschwindigkeit von 10 mm pro Minute und eine
Bruchabschaltschwelle von 40 % der Maximalkraft festgesetzt.

Als Ansatz fur die einwirkende Kraft des Priufstempels wurde die Regio der
Rekonstruktion gewahlt. Die Biegung der Unterkiefer erfolgte in cranio-caudaler
Richtung, wobei die craniale Flache der Druck- und die caudale Flache der

Zugspannung ausgesetzt war. Fir vergleichsrelevante Daten wurden vier nicht-

rekonstruierte Partes sinistrae ebenfalls der Messung unterzogen.

Abbildung 23: Versuchsaufbau Universalprifmaschine Zwick
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3.4 Auswertung

3.4.1 Rontgenverlaufskontrolle

Zur Verlaufsdokumentation des gesamten Versuches wurden alle neun
Schweine-Mandibulae in toto, jede Pars dextra vor Entfernung der Platten, nach
Entfernung der Platten und nach biomechanischer Testung gerdntgt. Die
Belichtungszeit betrug 5 mAs bei einer Spannung von 47 kV und einem Fokus-
Objekt-Abstand von ca. 1m.

3.4.2 Fotodokumentation

Die digitale Fotodokumentation der neun Partes mandibulae dextrae umfasste
die Situation vor Plattenentfernung und die Versuchsdurchfihrung an der
Universalprifmaschine Zwick. Die Fotos wurden mit der Kamera NIKON D 100
durch die Fotoabteilung der Klinik fur Zahn-, Mund- und Kieferkrankheiten der
Universitat Wirzburg geschossen.

3.4.3 Statistik der biomechanischen Auswertung

Zur Auswertung der Daten des Drei-Punkt-Biegeversuchs wurde die Software
Origin® 7.0 (Firma OriginLab Corporation) und das Programm Excel® (Firma
Microsoft) verwendet. Es wurden fir den linear-elastischen Kurvenbereich
Regressionsdiagramme der Schweineunterkiefer erstellt, aus welchen sich Uber
die Steigung die Elastizitaitsmodule errechneten. Die ermittelten
Elastizititsmodule wurden in Excel-Diagramme implementiert und in Korrelation
zueinander gesetzt.

Das Regressionsdiagramm fur einen rekonstruierten Kiefer wird in Graphik 5

exemplarisch dargestellt.
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Graphik 5: Beispiel Regressionsdiagramm



Ergebnisse 42

4.1 Radiologische Beurteilung

4.1.1 Rontgenologische Dokumentation nach Fraktur (lateral / cranial-caudal)

Die Rontgenbilder (Abbildung 23-28) zeigen den Frakturverlauf. Die Bruchlinien
sind durchgehend. In Abbildung 23 erkennt man caudal an der Frakturlinie die
Bildung eines Biegekeils, der oft bei Biegungsbriichen beobachtet werden kann.
Bei dem mit autologem Knochen rekonstruierten Préaparat loste sich im Zuge
der biomechanischen Testung das Rekonstruktionsmaterial vollstandig aus dem
nur bindegewebigen Verbund, so dal3 es auf den Abbildungen 27 und 28 fehlt.
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Abbildung 24: Fraktur-Réntgenbild — laterale Ansicht (EXKK+T4)

Abbildung 25: Fraktur-Réntgenbild — cranial-caudale Ansicht (EXKK+T4)
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Abbildung 26: Fraktur-Réntgenbild — laterale Ansicht (EXKK+BMP-2)

|

Abbildung 27: Fraktur-Réntgenbild — cranial-caudale Ansicht (EXKK+BMP-2)
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Abbildung 28: Fraktur-Réntgenbild — laterale Ansicht (autologer Knochen)

Abbildung 29: Fraktur-Réntgenbild — cranial-caudale Ansicht (autologer Knochen)
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4.2 Biomechanik

4.2.1 Regressiondiagramme der getesteten Kiefer

Die Graphiken 6-9 zeigen exemplarisch die Regressionsdiagramme der Kiefer
(EXKK+T4, EXKK+BMP-2, autologer Knochen, Kontrolle), die daraus
errechneten E-Moduln und die im Versuch maximal tolerierten Krafte.

Die Geraden der linearen Regression stellen sich steil dar. Die Ausnahme bildet
das autologe Transplantat, bei dem die Steigung nahezu horizontal verlauft.

----- Belastungskurve
————— lineare Regression

4000

3500 4

3000—_ E-Modul = 738,98 N/mm

2500 4

max. Kraft = 3494,40 N

2000+

Kraft (N)

1500
1000

500

500 +—~44+—+—F—F——F——F——F——1——7——

Weg (mm)

Graphik 6: Regressionsdiagramm fuir Rekonstruktion mit EXKK+T4
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----- Belastungskurve
250040 ] e lineare Regression

2000 -

E-Modul = 568,17 N/mm
= 15004

= max. Kraft = 2488,32 N
& 1000
500 4
0-

T T T T T T T

0 2 4 6 8 10
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Graphik 7: Regressionsdiagramm fiir Rekonstruktion mit EXKK+BMP-2

Kraft (N)

————— Belastungskurve
————— lineare Regression

E-Modul = 0,53 N/mm

max. Kraft = 7,88 N

T — T |
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8

Weg (mm)

Graphik 8: Regressionsdiagramm fiir Rekonstruktion mit autologem Knochen
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Graphik 9: Regressionsdiagramm fiir Kontrollkiefer
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4.3 Zusammenfassung der biomechanischen Ergebnisse

4.3.1 Ubersicht Kiefer gesamt

Die Tabelle 2 umfaldt die Rekonstruktionsmethode, den E-Modul und die
maximal tolerierte Kraft vor Fraktur. Die ebenfalls biomechanisch getesteten
Kontrollkiefer (Partes mandibulae sinistrae) liefern die vergleichsrelevanten
Daten.

Alle mit EXKK+T4 und EXKK+BMP2 wiederhergestellten Kiefer weisen E-
Moduln zwischen 209,8 N/mm und 738,98 N/mm auf. Im Vergleich dazu liegen
die E-Moduln der intakten, nicht rekonstruierten Kontrollkiefer zwischen 569,16
N/mm und 739,48 N/mm. Auffallend ist ein nahezu nicht mefRbarer E-Modul von
0,53 N/mm des mit autologem Knochen rekonstruierten Kiefers.

Bei der maximal tolerierten Kraft erreichen die mit EXKK+T4 und EXKK+BMP2
rekonstruierten Kiefer Werte zwischen 1282,56 N und 3494,40 N. Die
Kontrollkiefer liegen zwischen 3348,54 N und 3892,12 N. Die autologe
Rekonstruktion liefert mit 7,88 N den niedrigsten Wert.
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Tabelle 2: Uberblick Rekonstruktionsmethoden, E-Moduln und max. Kréfte
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4.3.2 Vergleich der maximal tolerierten Krafte

Das Saulendigramm in Tabelle 3 zeigt die maximal tolerierten Krafte aller
biomechanisch getesteten Kiefer im Vergleich. Die Saule des mit autologem
Knochen rekonstruierten Kiefers wurde gesondert hervorgehoben, da
ansonsten die Kraft in einem graphisch nicht darstellbaren Bereich gewesen

ware.

Vergleich max. Kraft

4000
3500
3000
2500 -
2000
1500
1000
500

Kraft (N)

EXKK+BMP2 autologer  Kontrollkiefer
Knochen

EXKK+T4

Tabelle 3: max.Kraft aller biomechanisch getesteten Kiefer
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4.3.3 Durchschnitt der maximal tolerierten Krafte

Die Tabelle 4 zeigt die Kraft-Mittelwerte der jeweils mit EXKK+T4 und
EXKK+BMP2 rekonstruierten Gruppe in Gegenuberstellung zum ermittelten
Durchschnittswert der Kontrollkiefer.

Der Mittelwert der EXKK+T4-Gruppe betragt 2484,01 N, der Mittelwert der
EXKK+BMP2-Gruppe liegt bei 2010,24 N. Im Vergleich dazu ergab die
biomechanische Testung der Kontrollkiefer einen Durchschnittswert von
3608,41 N.

Die Daten des mit autologem Knochen rekonstruierten Kiefers (Kraft-Wert von

7,88 N) wurden nicht in die Tabelle implementiert.

Mittelwert max. Kraft

4000,00
3500,00
3000,00

= 2500,00

= 2000,00

]

~

1500,00
1000,00
500,00
0,00

EXKK+T4 EXKK+BMP2 Kontrollkiefer

Tabelle 4: Darstellung der Mittelwerte (max. Kraft)
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4.3.4 Vergleich der E-Moduln

Das Saulendigramm in Tabelle 5 zeigt die E-Moduln aller biomechanisch
getesteten Kiefer. Die Saule des mit autologem Knochen rekonstruierten

Kiefers wurde gesondert hervorgehoben, da ansonsten der E-Modul in einem

graphisch nicht darstellbaren Bereich gewesen ware.

800
700
600
500
400
300
200
100

E-Modul (MPa)

Vergleich E-Modul

EXKK+T4

EXKK+BMP2

autologer
Knochen

Kontrollkiefer

Tabelle 5: E-Moduln aller biomechanisch getesteten Kiefer
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4.3.5 Durchschnitt der E-Moduln

Die Tabelle 6 zeigt die E-Moduln-Mittelwerte der jeweils mit EXKK+T4 und
EXKK+BMP2 rekonstruierten Gruppe in Gegeniberstellung zum gemittelten E-
Modul der Kontrollkiefer.

Der Mittelwert der EXKK+T4-Gruppe betragt 432,19 N/mm, der Mittelwert der
EXKK+BMP2-Gruppe liegt bei 359,20 N/mm. Im Vergleich dazu ergab die
biomechanische Testung der Kontrollkiefer einen Durchschnittswert von 649,22
N/mm.

Die Daten des mit autologem Knochen rekonstruierten Kiefers (E-Modul von

0,53 N/mm) wurden nicht in die Tabelle implementiert.

Mittelwert E-Modul

800,00
700,00
600,00
500,00
400,00 A
300,00
200,00
100,00

0,00

E-Modul (MPa)

EXKK+T4 EXKK+BMP2 Kontrollkiefer

Tabelle 6: Darstellung der Mittelwerte (E-Modul)
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Das Problem der Wiederherstellung ausgedehnter knécherner Defekte, welche
aufgrund von Traumata, Erkrankungen oder genetisch determiniert entstanden
sind, stellt sich im Besonderen der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie. Die
Erwartungshaltung an das Rekonstruktionsergebnis ist sowohl aus funktioneller
als auch aus asthetischer Sicht hoch.

Bezogen auf alle Eingriffe der Wiederherstellungschirurgie wird zur

Defekttherapie ein Knochenersatz in etwa 15 Prozent aller Falle erforderlich
[139]

5.1 Parameter der Defektheilung

Entscheidend fir den Erfolg der koérpereigenen Reossifikation sind drei

Faktoren:

. Die DefektgroRRe, bis zu der die spontane Regenerationsfahigkeit ausreicht
(,Critical Size Defect) [49:108]

. Die  mechanische Stabilitat, limitiert durch die  normativen,
biomechanischen Anforderungen an das Defektareal

. Die Vaskularisation des Lagergewebes (Unterteilung nach Lexer in die

drei Kategorien ersatzstark, ersatzschwach und ersatzunfahig )

Werden diese biologischen und biomechanischen Parameter Uberschritten, ist
eine vom Korper alleinig induzierte Genesung nicht mehr méglich. Um dennoch
eine  komplette kndcherne Defektausheilung zu erzielen, werden
Knochentransfer- bzw. Knochenersatzmaterialien bendétigt, wobei die
Lagerqualitat die Auswahl bestimmt. Im ersatzschwachen Lager ist ein
Transplantat mit héherer biologischer Potenz notwendig als im ersatzstarken

Lager 2543,
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5.2 Standard-Rekonstruktionsverfahren

5.2.1 Autologer Knochen

Der Transfer autologen Knochens zur Rekonstruktion kndcherner Defekte ist
der heutzutage immer noch giiltige Goldstandard in der Chirurgie 897122,
Kdrpereigenes Gewebe wirkt osteogen, osteokonduktiv und osteoinduktiv, des
weiteren kommt es unter steriler Entnahme und Weiterverwendung, bedingt
durch die identische Antigenstruktur, zu keinen immunologischen
Abwehrreaktionen [42%121]

Generell hat das autologe spongiése Knochentransplantat aufgrund des
Zellreichtums und der guten Revaskularisierung eine sehr hohe osteogene

Potenz [14112]

Factor limitans des spongiésen Transplantates ist der
biomechanisch beanspruchte, ausgedehnte Defekt, in dem keine hinreichende
Primarstabilitat gewahrleistet ist.

Kleinere Defekte und augmentative Verfahren werden mit freien Transplantaten
aus Regionen wie Kieferwinkel (Linea obliqua externa, aufsteigender Ast), Kinn
oder Tuber maxillae versorgt bzw. durchgefuhrt. Sind gréRere Mengen an
autologem Knochen noétig, wie z.B. fir komplexe Augmentationen im
Oberkiefer, bedient man sich  ergiebigerer = Donatorstellen.  Die
Hauptentnahmeregion fur diese Volumina ist der Beckenkamm (Crista iliaca
anterior superior et posterior). Bei sehr ausgedehnten Defekten werden
gestielte oder mikrochirurgisch revaskularisierte Knochentransplantate aus

Schulter, Rippen, Tibia und Beckenkamm verwendet.

Die Nachteile der Versorgung von Defekten mit autologem Material sind:

. Zusatzliche Belastung des betroffenen Patienten durch den operativen
Zweiteingriff und die dadurch bedingte langere Operationsdauer mit allen
Risiken [29,32,106,107]

= Morbiditat des Transplantates ®

. Wundinfektionen und Hamatombildung am Entnahmeort
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=  Sensibilitatsstérungen der im Entnahmegebiet liegenden Nerven [23:37:83.115]

. Frakturen an der Donatorstelle

. Unterschiedliche biomechanische Architektur von Donator- und
Akzeptorstelle

. notwendige Uberkonturierung (bis zu 30%) zum Resorptionsausgleich

. begrenzte Verflugbarkeit

. begrenzte Lagerfahigkeit

5.2.2 Allogener Knochen

Eine weitere Mdglichkeit des Knochenersatzes ist die Implantation allogenen
Spenderknochens. Der Vorteil liegt in der nahezu unbegrenzten Verfugbarkeit
und der Vermeidung des operativen Zweiteingriffs, jedoch ist die Lagerung und
Bereitstellung an den Betrieb einer aufwendigen und kostenintensiven
Knochenbank gebunden 124,

Aufgrund des notwendigen Aufbereitungsprozesses enthélt allogener Knochen,
im Vergleich zum autologen Transplantat, nahezu keine vitalen Zellen, der
Gehalt variiert allerdings je nach Verfahren. Infolgedessen geht vom allogenen
Implantat keine zellulare Knochenneubildung aus, im Idealfall wird das
Knochenimplantat im Sinne einer ,creeping substitution“ komplett abgebaut und
durch Empfangerknochen ersetzt B4 Damit ist es bei der Defektheilung dem
autogenen Knochen unterlegen, welcher eine Knochenneubildung im
Transplantat induziert.

Hinsichtlich der Herkunft ist eine Infektionsibertragung oder die Gefahr einer
Antigenitat und Abstol3ungsreaktion, hervorgerufen durch Fremdeiweil3e, nicht

[109,133,57,46]

ausgeschlossen . Ein weiteres Problem besteht aus forensischer

Sicht in der Aufklarungs- und Haftungsfrage.
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5.2.3 Xenogener Knochen

Xenogener Knochen ist vorwiegend boviner oder equiner Herkunft und enthalt
aufgrund chemischer und thermischer Vorbehandlungen keine zellularen
Bestandteile. Er wirkt osteokonduktiv, vermeidet den Zweiteingriff fir den
Patienten und ist unbegrenzt verfuigbar. Der entscheidende Unterschied liegt in
der Lagerung, da xenogenes Material nicht an Knochenbanken gebunden ist
und somit dezentral und unbirokratisch zur Verfigung steht. Die Problematik
der Antigenitat, inhomogener Chargen und Kontamination ist derjenigen des
allogenen Knochenersatzmaterials ahnlich.

5.2.4 Alloplastisches Knochenersatzmaterial

Diese Art des Knochenersatzes ist unbegrenzt verfligbar, biokompatibel,
lagerfahig und optimalerweise resorbierbar. Von dem Material sollte keine
Infektionsgefahr fur den Empfanger ausgehen. Die Kollagene natirlichen
Ursprungs sind nach Deatherage et al. als geringgradig immunogen einzustufen
(8 Riiger teilt die alloplastischen Materialien in vier Klassen ein 1%

1) Biologisch-organische Substanzen

z.B.: Knochenmatrixextrakte, EXKK, Knochenwachstumsfaktoren,
Kollagen

2) Synthetische, anorganische Materialien

z.B.: synthetische Kalziumphosphatpraparationen, halbsynthetische
Kalziumphosphatpraparationen
3) Synthetische, organische Verbindungen

z.B.: Kopolymere: Ethisorb®

4) Komposite
Mischungen der Klassen I-li
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Alloplastische Knochenersatzmaterialien wirken osteokonduktiv, sie dienen dem
Empfangerknochen als Leitschiene fiir einwachsenden Knochen 9. Dabei gibt
es verschiedene Integrationsmoglichkeiten an der Implantationsstelle.
Idealerweise findet eine gesteuerte Resorption bzw. ein Umbau in vitalen,
ortsstandigen Knochen statt. Nichtresorbierbare alloplastische
Ersatzmaterialien sollten hingegen reizlos im Knochen integriert werden. Dieses
fuhrt jedoch zu einer lebenslangen Persistenz im Korper und weiterhin zu der
Frage, ob eine notige Remodellationsfahigkeit und  dauerhafte
Funktionsstabilitdt gegeben ist. Nach Schenk gibt es keine Alternative zu
autogener Spongiosa, sollten die Knochenersatzstoffe nach 6 Monaten im

Tierversuch nicht vollstandig resorbiert und ersetzt worden sein 294,

5.3 Der ,ideale* Knochenersatz

Der ideale Knochenersatz ist durch drei Kardinalanforderungen gekennzeichnet
[27,77].
. osteogene Wirkung (Knocheneigensynthese)

. osteoinduktive Wirkung (Knochenwachstumsfaktoren)

. osteokonduktive Wirkung (Leitschienenfunktion)

Zusatzlich sollte das Material folgende biologischen und klinischen
Bedingungen erflllen:

. Remodellationsfahigkeit

. Sterilitat

. Atoxizitat und Akanzerogenitat

. immunologische Akzeptanz

. vollstandiger Ein- und Umbau

. ausreichende Formstabilitat

. geringe Kosten

. einfache Handhabung

. Lagerfahigkeit
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. unbegrenzte Verfugbarkeit
. Rontgenopazitat

. Patientencompliance

Zahlreiche  Autoren empfehlen eine Kombination aus vollstandig
resorbierbarem, osteokonduktivem Tragermaterial und osteoinduktiven
Faktoren, da Uber dieses Freisetzungssystem ein Retardeffekt am Wirkort
erzielt wird und eine schnelle Abdiffusion ins umliegende Gewebe temporar

unterbleibt 123971,

Der lokale Wirkstoffspiegel kann Uber einen langeren
Zeitraum annahernd konstant gehalten werden. Dieser Forderung kommt das in
vorangegangenen Studien beschriebene extrahierte, xenogene
Knochenkollagen (EXKK) in Verbindung mit Bone Morphogenetic Proteins

nach.

5.4 Kombination Extrahiertes Xenogenes Knochenkolla  gen (EXKK) +

Bone Morphogenetic Proteins (BMP's)

5.4.1 EXKK - Herstellung und Eigenschaften

EXKK wird aus spongidsem Knochen equiner Herkunft gewonnen und besitzt
eine gummiartige Konsistenz, die eine effektive Volumenkonstanz im
umliegenden Gewebe ermdglicht. Der Herstellungsprozess (siehe Kapitel 3.1.2)
beinhaltet die vollstandige Entfernung des Knochenmarks durch physikalische
Verfahren (Zentrifugation und Ausstrahlung mit Wasserdampf) und die
Sterilisation durch Einsatz von Chloroform und Methanol. Zusatzlich wird
Wasserstoffperoxid zur Mazeration verwendet. Dieses so gewonnene
Tragermaterial ist nach alleiniger Implantation vollstandig resorbierbar und nicht
induktiv. wirksam. Die spongiose Struktur erleichtert das Einwachsen
gefalRreichen Bindegewebes, welches eine suffiziente N&hrstoffversorgung
sichert und das Einwandern autologer Stammzellen begiinstigt **. In Studien

der Arbeitsgruppe Wiurzler et al. an Ratten war EXKK allen anderen getesteten
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Materialien (Kollagen Typ I, Bioglas, Ethisorb, HA, a-TCP, BioOss®, Algipore®)
als Tragersubstanz fiir induktive Proteine (rhBMP-2) klar tiberlegen . Schon
nach 9 Wochen ist EXKK von osteoblastéaren Zellen besiedelt. Nach Abschluf3
der vollstdndigen kndchernen Integration und Mineralisation ist EXKK
origindrem Knochen gleichzusetzen. Die Arbeitsgruppe Kirker-Head et al.
konnte fur eine &hnliche Kollagenpraparation (ICBM) zeigen, dal3 diese nach

einem Jahr nicht mehr nachzuweisen ist .

5.4.2 Dotierungssubstanz rhBMP-2 / T4

Als osteoinduktive Wirksubstanz wird rekombinantes humanes BMP-2 bzw. das
Analog T4 eingesetzt (Herstellung siehe 3.1.1). Diese BMP-2-Mutante besitzt
eine deutlich gesteigerte Affinitat zu Heparin. Die Herstellung in E. coli durch die
Arbeitsgruppe von Prof. Sebald (Physiologische Chemie II, Biozentrum,
Universitat Warzburg) liefert die erforderliche Menge an reinen Proteinen, die

fur Untersuchungen im hochentwickelten Saugetier benotigt werden.

5.4.3 Vorausgehende tierexperimentelle Studie

Dieser Studie vorausgehend wurde von der Arbeitsgruppe Wiurzler et al. die
Effizienz der Kombination EXKK+rhBMP-2 bzw. T4 in einem biomechanisch
hochgradig beanspruchten Gebiet erforscht %. Als praklinisches Defektmodell
dienten ausgewachsene Goéttinger Minischweine, da diese eine gute Kongruenz
des Knochenstoffwechsels sowie der metabolischen Aktivitat zu denen des
Menschen besitzen.

In  dieser Studie wurde ein unilateraler, finf Zentimeter langer
Unterkieferkontinuitatsdefekt gesetzt (siehe 3.1.3.3). Diese ausgedehnte
Kontinuitatsresektion (Critical Size Defect) in einem fortwdhrend durch
mastikatorische Aktivitaten biomechanisch stark belasteten Gebiet stellte eine

bei weitem héhere Anforderung an das induktive Implantat als Bohrloch- oder
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segmentale Defekte, da trotz Titanplatten mit bikortikaler Fixation keine
dauerhafte, suffiziente Stabilisierung moglich war.

Die Rekonstruktion erfolgte mit induktiven Implantaten, bestehend aus EXKK-
Trager (50 x 25 x 15 mm3) dotiert mit 400 ug/cm?® rhBMP-2 bzw. 300 pg/cm?® T4.
Der gesetzte Defekt wurde nach 8 Wochen vollstdndig und funktionsstabil
knochern durchbaut und nach 12 Wochen war ein Umbau im Sinne einer
funktionellen Adaptation festzustellen, mit teilweise UberschieRender
Knochenneubildung. Die ausschlief3lich mit autologem Knochen rekonstruierte
Kontrollgruppe zeigte keine kndcherne Konsolidierung. Statt dessen kam es
innerhalb von 6-8 Wochen zu Lockerungen der Platten, Resorptionen des
ortsstandigen Knochens mit anschliel3enden intraoralen Perforationen und zum

Teil Fistelungen nach intra- und extraoral.

5.5 Aktuelle Studie

In der vorliegenden Studie an Gottinger Minischweinen wurde die
biomechanische Festigkeit der mit EXKK und rhBMP-2 / T4 bzw. autologem
Knochen rekonstruierten Unterkiefer (Partes dextrae) im Vergleich zur
kontralateralen Seite ermittelt. Vor Versuchsbeginn wurden an den Préaparaten
die Osteosynthese-Platten und -Schrauben unter gro3tmdglicher Schonung des
Knochens entfernt. Die Testung erfolgte im Drei-Punkt-Biegeversuch mit der
Universalprifmaschine.

Differenziert wurden die Ergebnisse nach maximal tolerierter Krafteinwirkung
und E-Modul. Die Mittelwerte der jeweils gleichartig rekonstruierten Kiefer
wurden in Relation zur Mittelung der Kontrollkiefer gesetzt. In Bezug zu den
Kontrollkiefern (=100%) erreichten die vier mit EXKK+rhBMP-2 (400 pg/cm?®)
rekonstruierten Partes mandibulae dextrae im Mittel einen Wert von 56%
(maximale Krafteinwirkung) und 55% (E-Modul). Die vier mit EXKK+T4 (300
ug/cm®) rekonstruierten Kiefer erreichten dagegen héhere Werte. Diese
gemittelten Werte lagen im Vergleich zum Kontrollkiefer bei 69% (maximale
Krafteinwirkung) und 67% (E-Modul).
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Prozentualer Vergleich max. Kraft

100
80
60 A
40
20

Kraftin %

EXKK+T4 EXKK+BMP2 Kontrollkiefer

Tabelle 7: Vergleich der Mittelwerte (max. Kraft in %)

Prozentualer Vergleich E-Modul

100
80
60 -
40
20

E-Modul in %

EXKK+T4 EXKK+BMP2 Kontrollkiefer

Tabelle 8: Vergleich der Mittelwerte (E-Modul in %)

Die Messwerte des autologen Rekonstruktes waren aufgrund nicht vorhandener
knoécherner Konsolidierung im nahezu nicht mef3baren Bereich.

Sowohl bei der maximalen Krafteinwirkung als auch beim ermittelten E-Modul
konnte deutlich die wiederhergestellte Stabilitdit und Elastizitat der mit
EXKK+rhBMP-2 bzw. T4 wiederhergestellten Unterkiefer gezeigt werden,
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obgleich die andauernde Mastikation der gewlnschten Wundbettruhe
entgegenstand. Der entscheidende Faktor bei Defektmodellen dieser
Ausdehnung und biomechanischen Dauerbelastung ist die Geschwindigkeit der
funktionellen Regeneration. Es ist folglich gelungen, in kirzester Zeit ein
funktionsstabiles Regenerat zu erzielen.

Ahnliche Ergebnisse erzielten Toriumi et al. im Versuch mit Hunden. Die 3 cm
langen Kontinuitatsdefekte im Unterkiefer wurden mit einer Kombination aus
inaktiver caniner Knochenmatrix und rhBMP-2 direkt rekonstruiert. 10 Wochen
spater erfolgte die Entfernung der Rekonstruktionsplatten. Sie konnten fir die
Defekte einen signifikanten Anstieg der biomechanischen Belastbarkeit
zwischen dem 3. und 6. Monat feststellen. Nach 6 Monaten war eine
vollstandige, funktionsstabile kndcherne Uberbriickung der Defekte vorzufinden.
Die biomechanische Testung nach 6 Monaten ergab in Relation zur
kontralateralen Seite (=100%) einen Durchschnittswert von 27% 34 Die
Langzeitstudie am caninen Modell (30 Monate) zeigte Resorptionen des
knéchernen Regenerates, die sich nach 11 Monaten stabilisierten. Im
Defektareal nahm der prozentuale Anteil des rhBMP-2 induzierten Knochens
tiber 30 Monate hinweg zu ***. Die Beobachtungen von Boyne an Rhesusaffen
mit Unterkieferkontinuitatsdefekten weisen in dieselbe Richtung. Es wurden 2,2
cm lange Critical Size Defects am Unterkiefer gesetzt, die direkte
Rekonstruktion erfolgte mit rhnBMP-2 und Kollagen Typ-1 Schwammen (Helistat).
Bei allen Tieren kam es 5 Monate postoperativ zu einer vollstandigen
kndchernen, kortikalen Regeneration .

Por et al. fuhrten Studien an Beageln mit Critical Size Defects der Calvaria
durch. Nach 3 Monaten wies die mit demineralisierter Knochenmatrix und
rhBMP-2 direkt rekonstruierte Gruppe eine komplette knécherne Regeneration

der suturalen Defekte auf

. Die Arbeitsgruppe Hecht et al. untersuchte
rhBMP-2 unter dem Aspekt der therapeutischen Forderung von Wirbelfusionen.
Als Studienobjekte zur Lumbalfusion dienten Rhesusaffen. Die mit rhBMP-2
und absorbierbaren Kollagenschwdmmen operierte Gruppe zeigte eine
schnellere kndcherne Fusion der Wirbel als die Kontrollgruppe mit autogenem

Knochen B°. Jovanovic untersuchte die Knochenneubildung im extensiven
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Alveolarkammdefekt am Hundemodell nach Implantation eines absorbierbaren
Kollagenschwammes dotiert mit rhrBMP-2 und kam zu dem Ergebnis, daf3 die
getestete Kombination eine effektive Alternative zur Guided Bone Regeneration
darstellt .

Besonderes Augenmerk richtet sich auf die Dosismenge der eingesetzten
osteoinduktiven Substanzen. Diese wirkt sich, wie u.a. Salamon et al. *%? im
Rattenmodell mit BMP-7 in Kombination mit ICBM darlegen konnten,
entscheidend auf den Erfolg der Knochenneubildung aus.

In der eigenen Studie konnte gezeigt werden, dal3 durch die optimierte
Ortsstandigkeit der Mutante T4 gegentber rhBMP-2 ein tendenziell stabileres
knochernes Regenerat induziert wurde, bei gleichzeitiger Dosiseinsparung von
25% (T4 = 0,3 mg/cm® zu rhBMP-2 = 0,4 mg/cm®. Die verbesserte
Ortsstandigkeit fiihrt zu einer hinausgezogerten Freisetzungskinetik und in
Folge dessen zu einer erhohten Osteoinduktion.

Vergleicht man die oben genannte Dosierung fur die Goéttinger Minischweine
(Korpergewicht 50-70 kg, Critical Size Defect 5 c¢cm) mit der von Boyne
angegebenen Dosierung von 0,8 mg/cm?® fiir seine Versuche am Rhesusaffen
(Korpergewicht 5-10 kg, Critical Size Defect 2,2 cm) ), ist festzustellen, daR die
Dosismenge fur die Mutante T4 um den Faktor 21 und fur rhBMP-2 um den
Faktor 16 niedriger ist als in der Studie von Boyne. Daraus ist die deutlich
geringere  Applikationsmenge ersichtlich, obwohl die biomechanische
Beanspruchung im porkinen Defektmodell um ein vielfaches hdher liegen
durfte.
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5.6 Schlussfolgerung

Wie in dieser Studie gezeigt, fuhren osteoinduktive Substanzen in Verbindung
mit vollstandig resorbierbaren, osteokonduktiven Tragern zu einer de novo
Knochenbildung mit physiologisch-funktionellen Adaptationsprozessen im Sinne
eines Boneremodellings. Die klinische Ausheilung dieser kritischen Defekte
geht einher mit wiederhergestellter biomechanischer Belastbarkeit der
rekonstruierten Gebiete. Im Gegensatz dazu werden nicht resorbierbare
Knochenersatzmaterialien osteointegrativ im Defekt eingebaut, wobei nicht
geklart ist, ob biomechanisch hochst beanspruchte Defektareale durch
persistierende Materialien sowohl dauerhaft als auch funktionsstabil
wiederhergestellt werden kénnen. Die osteoinduktiven Implantate dieser Studie
sind in der Lage, den bei autologen Transplantaten notwendigen operativen
Zweiteingriff mit allen dadurch verbundenen Risiken zu vermeiden und somit
die Belastung des Patienten zu reduzieren. Dieses wirkt sich durch kirzere
Krankenhausaufenthalte sowohl auf die Rehabilitation als auch auf die Kosten
positiv aus. Die Anwendung ist jedoch auch limitiert durch die notwendige
Anwesenheit von BMP-induzierbaren Zielzellen im Implantatlager. Ist dieses
durch entzundliche Prozesse oder Bestrahlung vorgeschadigt, mit der Folge
einer reduzierten Vaskularisation und verminderten Anzahl induzierbarer Zellen,
ist eine Regeneration basierend auf osteoinduktiven Faktoren nicht mehr in
vollem Umfang gegeben.

Aktuelle Ergebnisse von Yamanaka et al. auf dem Gebiet der
Stammzellforschung zeigen neuartige Mdoglichkeiten der Regeneration auf.
Ihnen ist mithilfe von 4 Transkriptionsfaktoren die Reprogrammierung von
Méausefibroblasten in sogenannte ,induzierte pluripotente Stammzellen (iPS)*
gelungen, die sich nahezu wie embryonale Stammzellen verhalten %! und in
unterschiedlichste Gewebezellen weiterentwickeln kénnen. In darauffolgenden
Versuchen ist Ihnen sogar die Gewinnung menschlicher iPS aus dermalen
Fibroblasten gelungen "®. Diese vorgestellten Methoden erdffnen fir die

Zukunft ganz neuartige Behandlungskonzepte.
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In der vorliegenden Studie wurden biomechanische Versuche an unilateral
rekonstruierten Unterkiefern des Gottinger Minischweins durchgefihrt. Die 5 cm
langen Mandibulardefekte (Critical Size Defects) wurden in vorangegangener
Studie mit osteoinduktiven Implantaten direkt versorgt und durch Fixation mit
Osteosynthesematerialien stabilisiert. Dotiert wurde der kollagene Trager
(EXKK, extrahiertes xenogenes Knochenkollagen; 50x25x15 mm3) mit
rekombinantem humanem BMP-2 (400 pg/cm®) bzw. der Mutante T4 (300
ug/cm®). Die Rekonstruktion der Kontrollgruppe erfolgte mit autologem
Knochen. 12 Wochen postoperativ wurden die Versuchstiere geopfert und die
Kiefer explantiert. Die Testung der Pr&parate im Drei-Punkt-Biegeversuch
zeigte biomechanisch aul3erst belastbare Knochenregenerate. Differenziert
nach E-Modul und maximal tolerierter Krafteinwirkung erreichten die mit
osteoinduktiven Implantaten rekonstruierten Kiefer im Vergleich zur
kontralateralen Seite (=100%) Belastungswerte zwischen 55% und 69%. Die
Messergebnisse fur EXKK+T4 lagen im Mittel 18% (E-Modul) und 19%
(maximal tolerierte Krafteinwirkung) tUber denen fur EXKK+rhBMP-2. Bei der
ausschlie8lich mit autologem Knochen rekonstruierten Kontrollgruppe war
aufgrund fehlender osteogener Regeneration keine biomechanische Festigkeit
nachzuweisen. Durch die verbesserter Ortsstandigkeit der Mutante T4
gegeniiber rhBMP-2 konnte eine 25%ige Dosiseinsparung (300 pg/cm® zu 400
ug/cm?®) erzielt werden.

Es ist fur die rechtsseitige Unterkieferrekonstruktion im Gottinger Minischwein
gelungen, ein auch unter biomechanischen Gesichtspunkten funktionsstabiles
knéchernes Regenerat mithilfe vollstandig resorbierbarer, osteoinduktiver
Implantate im Critical Size Defect zu implementieren. Der Vorteil dieser
Methode ist eine von Beginn an stattfindende, direkte funktionelle Ausrichtung
des knéchernen Regenerates an die geforderte Biomechanik des Defektes und
der vermeidbare, zur Gewinnung eines Transplantates notwendige, operative

Zweiteingriff.
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