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1 Einleitung

Zu den Ursachen, die zu einem Verlust von Kieferknochen flihren kénnen, gehéren bei-
spielsweise eine fortschreitende Parodontitis, Verlust von Zahnen bei Unféllen, unzurei-
chend abgestutzter Zahnersatz, Altersatrophie und Tumore. Die Folge ist meist eine
praprothetisch ungunstige Situation. Ist eine Implantatversorgung vorgesehen, liegt oft
ein unzureichendes knochernes Implantatlager vor. In der zahnarztlichen
Implantattherapie wird daher haufig Knochen zur lokalen Augmentation benétigt. Daftr
stehen dem implantierenden Operateur verschiedene Methoden zur Verfigung, bei-
spielsweise laterale sowie vertikale Kieferaugmentationen oder der sogenannte Sinus-
lift. Als Augmentat kommt Eigenknochen des Patienten (Knochentransplantation) oder
ein Knochenersatzmaterial infrage.

In der Literatur findet sich eine Vielzahl von Verdéffentlichungen zu diesem hochaktuel-
len Thema. Eine Medline-Abfrage unter den Suchbegriffen ,Implant and Augmentation®
ergibt 630.000 Treffer fur 2008, 602.000 fir 2009, 794.000 fur 2010, tuber 4 Millionen-
Treffer fir 2011 und bisher ca. 6 170.000 fur 2012 [Stand Januar 2012] (google 2012).
Bei kleineren Defekten hat sich kdrpereigener Knochen des Patienten sehr gut bewahrt.
Hierzu kann oft gentiigend Material im Bereich der Mundhohle gewonnen werden. Eine
gangige Methode, den Knochen zu gewinnen, besteht darin, die beim Frasen des
Implantatlagers anfallenden Bohrspane mit Hilfe eines Filtersystems (,Knochenfalle®) in
einer Absauganlage abzufangen. Hierzu wurden spezielle Kollektoren entwickelt (s.u.).
Um das Risiko einer bakteriellen Kontamination des gewonnenen Knochenmaterials im
Filter mdglichst gering zu halten, kann der tbrige Speichel mit einem gesonderten Sau-
ger abgefangen werden. Einige Autoren empfehlen zudem, den gewonnenen Knochen
mit einer handelsublichen Chlorhexidinlésung zu spulen, um das Risiko einer bakteriel-
len Kontamination zu reduzieren (Kuttenberger, Hardt et al. 2005)

Eine andere, jedoch bisher noch wenig erforschte Méglichkeit ist, eine direkte Knochen-
spansammlung wahrend niedertouriger Frasung ohne Wasserkthlung durchzufthren,
um ein Wegsptlen des Knochens zu verhindern und einen Kontakt desselben mit bak-
teriell kontaminiertem Speichel zu vermeiden. Allerdings besteht dabei die Gefahr einer

thermischen Belastung des zu gewinnenden Knochens.



Daneben gibt es spezielle Instrumente, etwa im Sinne eines kleinen Hobels
(,safescraper und micross®) oder auch Ultraschallmesser (,piezosurgery®), die ober-

flachlichen Knochen abspanen, um ihn transplantieren zu kénnen.

Mit der vorliegenden Untersuchung wollen wir die Qualitat des mit zwei unterschiedli-
chen Methoden gewonnenen Knochens verifizieren.

2 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist es, die Menge und Wertigkeit (Vitalitat) des Knochenmaterials zu
vergleichen, das bei zwei verschiedenen Gewinnungsmethoden anfallt.

Es werden in beiden Fallen die beim Frasen des Implantatlagers anfallenden Bohrspa-
ne gewonnen und evaluiert. Einerseits geschieht dies hochtourig mit den Originalfrasern
unter Kiihlung mit isotonischer Lésung mit Hilfe des Knochenkollektors (BONE TRAP®,
Fa. ASTRA). Zum anderen wird das Material durch direkte Knochenspansammlung mit
dem Implantatlager-Spiralbohrer wahrend niedertouriger Frasung bei hdchstens 300
rom ohne Wasserkiuhlung gewonnen (Wahlmann 2009). Zur weiteren Untersuchung
wird das so aufgefangene Knochenmehl gewogen, in eine Nahrlésung gebracht, beur-
teilt und in einer Zellkultur behandelt.

Die Vitalitdt des aufgefangenen Knochens, die fur die klinische Anwendung bedeutsam
erscheint, wird anhand verschiedener Parameter nach einer Anziichtung von vier Wo-
chen in der Zellkultur bestimmt. Die exakte Spezifizierung der angewandten Methodik
ist im Methodenteil angegeben. Ziel der Untersuchung ist es, eventuelle Unterschiede in
der Zusammensetzung, Menge und Wertigkeit der Proben darzustellen. Gegenstand
einer weiteren Untersuchung ist es, die Wirkung von Chlorhexidin hinsichtlich der Vitali-
tat der Knochenspane zu erfassen.

Abschlie3end werden die Ergebnisse mit &hnlichen Untersuchungen anderer Arbeits-

gruppen verglichen, um die Ergebnisse dieser Studie kritisch zu werten.



3 Theoretischer Teil

3.1 Knochen

Der Knochen (lateinisch Os, englisch bone) ist eine Form des skelettbildenden Stitz-
gewebes aller Wirbeltiere, welches die Eigenschaft hat, besonders hart und stabil zu

sein.

3.1.1 Aufbau

Die Bindegewebshaut, die Knochenhaut (Periost) umgibt den Knochen und liegt ihm
eng an. Dabei besteht das Periost aus zwei Schichten. Die innere knochenbildende
Schicht, das Stratum Osteogenicum enthalt beim jugendlichen Knochen reichlich
Osteoblasten, die im Erwachsenenalter noch kaum vorhanden sind. Die &ulRere Faser-
schicht hingegen, besteht aus zugfesten Fasern, die dem Knochen Stabilitat, Harte und
Steifigkeit verleiht.

Bestandteil der eigentlichen Knochensubstanz ist zum einen die &uf3ere Substantia
corticalis (Substantia compacta), die eine unterschiedliche Dicke aufweist und zum an-
deren die innere Substantia spongiosa, die wiederum aus einem schwammartigen Ge-
rust feiner Knochenbélkchen gegliedert wird. Im Inneren ist bei langen Knochen (ROh-
renknochen) die Markhdhle (Cavitas medullaris) ausgebildet. Das Blutgefal3system voll-
streckt sich durch die ganze Markhdhle und das Knochenmark (Medulla ossium) befin-
det sich in den Zwischenrdaumen der Spongiosa. Das Knochenmark wird im Alter all-
mahlich durch gelbes Fettmark ersetzt und kann nur noch in wenigen Knochen wie
Brustbein, Wirbelkdrper, Rippen, Becken, Hand- und Ful3wurzelknochen und in den

platten Schadelknochen nachgewiesen werden. (Lippert 2006)

3.1.2 Feinbau

Die Knochensubstanz wird von den Knochenzellen, den Osteozyten gebildet, welche in
die sogenannte ,Knochenmatrix“ eingebettet sind. Die Knochenmatrix besteht aus 70%
anorganischem Material, 20% organischem Material und 10 % Wasser. Das anorgani-
sche Material setzt sich aus Hydroxylapatit-Kristalle zusammen, die aus 85% Kalzium-
phosphat, 10% Kalziumcarbonat, 1,5% Magnesiumphosphat und 0.3 % Kalziumfluorid


http://de.wikipedia.org/wiki/Latein
http://de.wikipedia.org/wiki/Englische_Sprache
http://de.wikipedia.org/wiki/Knochenhaut
http://de.wikipedia.org/wiki/Markh%C3%B6hle
http://de.wikipedia.org/wiki/Knochenmark

bestehen. Knochenkollagen v. a. Kollagenfasern Typ I, Lipide und Proteine sind im or-
ganischen Material vertreten.

Bei den Knochenzellen werden die reifen Osteozyten, die Osteoblasten von den
Osteoklasten unterschieden. Die Osteoblasten produzieren nicht-mineralisierte organi-
sche Knochenmatrix und bauen somit den Knochen auf, wahrend die Osteoklasten das
Knochengewebe abbauen.

ABB. 1
1,5 %
Nicht-Kollagen-Proteine:
® Osteokalzin
@ Osteonektin
® Knochenproteoglykan
@ Sialoprotein
® morphogenetisches Protein
® Proteolipid
28,5 %
Kollagen Typ |
3.5 %
Chloride,
66.5 % Fluoride
Hydroxylapatit

Abbildung 1: Zusammensetzung des Knochens [Prof. Felsenberg,
Dieter, Pharmazie in unserer Zeit, November 2001, S. 488]

Die Osteoblasten stammen urspringlich aus Stammzellen, den sogenannten
Osteoprogenitorzellen. Das Osteoid wird zusammen aus Kollagen und der Grundsub-
stanz des Knochens (Glykoproteine) gebildet, die von den Osteoblasten sezerniert wer-
den. Anschlie3end erfolgt die Verkalkung, die ebenfalls durch die Osteoblasten reguliert
wird. Die Ablagerung und Mobilisation von Kalzium im Knochen und die damit verbun-
dene Regulation des Kalziumspiegels im Blut mit Hilfe der Hormone Calcitonin und

Parathormon, wird durch Osteozyten ("eingemauerte Osteoblasten™) gesteuert.
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Osteoklasten differenzieren sich aus Monozyten des peripheren Blutes. Durch Produk-
tion von S&ure werden anorganische Anteile aufgelést und anschlieRend das organi-

sche Material enzymatisch aufgebaut. (Lullmann-Rauch 2003)

3.1.3 Knochenwachstum und — umbau

Nachdem die Osteoblasten das weiche Osteoid, die noch unverkalkte Knochengrund-
substanz, gebildet haben, wird im alkalischen Milieu Hydroxylapatit ausgeschieden. Erst
durch diese Einlagerung von Kalziumphosphat wird der Knochen hart und stabil.

Nach neueren Untersuchungen von Noonan et al. handelt es sich beim Knochenwachs-
tum nicht immer um einen kontinuierlichen Prozess, der gleichmaldig Gber Tag und
Nacht verteilt stattfindet. Die Arbeitsgruppe konnte nachweisen, dass Knochen haupt-
sachlich nachts wachsen, wenn kein Druck auf ihnen lastet (Noonan, Farnum et al.
2004). Die Theorie wird durch die Tatsache bestatigt, dass Wachstumsschmerzen
hauptséachlich nachts auftreten kénnen.

Man kann zwei verschiedene Arten der Knochenentwicklung (Ossifikation) unterschei-
den. Die desmale Ossifikation, die die Entwicklung von Knochen aus einer
bindegewebigen Vorstufe wiederspiegelt und die chondralen Ossifikation, bei der sich
aus einem hyalinen Knorpelskelett Knochengewebe entwickelt. Letztere spielt
periimplantar keine Rolle.

Der Knochen ist kein starres Gebilde, sondern unterliegt einem permanenten Umbau,
dem sogenannten Remodelling. Mit Hilfe von verschiedenen lytischen Enzymen
(Cathepsin K, MMP-3 und -9, ALP) wandern Osteoklasten im Laufe dieses Umbaus in
die Knochenmatrix ein und bilden Resorptionslakunen (Howshipsche Lakunen). Im An-
schluss dieser Resorption wird von den Osteoblasten in grol3en Feldern von wenigstens
50 Zellen neues kollagenes Knochengrundgerist (Osteoid) sezerniert. Im weiteren Ver-
lauf wird dieses Knochengrundgerist nach und nach kalzifiziert und somit neuer Kno-
chen bildet. Einige der Osteoblasten werden hierbei von der mineralisierenden Matrix
eingeschlossen und differenzieren im weiteren Verlauf zu Osteozyten (Porras, Holland
et al. 1999). Auf diese Weise wird der Knochen des Kérpers nach lokalen mechani-
schen und biologischen Erfordernissen von Zeit zu Zeit erneuert (sogenanntes
Remodelling). Stérungen in Signalwegen von Transkriptionsfaktoren, die fur das
Remodelling verantwortlich sind, kénnen zu schweren Erkrankungen des Knochens

(wie z. B. Osteoporose) fuhren. (Lullmann-Rauch 2003)
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Das Verstandnis von molekularen und biochemischen Mechanismen, die die Stabilitat
und Integritat des Knochens ermoglichen, ist daher von wesentlicher Bedeutung fur die
Planung therapeutischer Strategien in allen Bereichen der regenerativen Medizin und
der Zahnmedizin (Proff and Romer 2009).

3.1.4 Biologie des Knochenstoffwechsels: Osteoblastare Marker

Durch die Isolierung und Charakterisierung der zellularen und extrazellularen Bestand-
teile der Knochenmatrix konnten in den letzten Jahren spezifische molekulare Marker

des Knochenstoffwechsels identifiziert werden.

Als wichtigste molekulare Marker des Knochenanbaus gelten dabei die alkalische
Phosphatase (ALP) und das Osteocalcin (OC).

3.1.4.1 Alkalische Phosphatase (ALP)

ALP ist ein Enzym, welches an die die Zellmembran durch einen carboxy-terminalen
Glykosylphosphatidylinositol-Anker angeheftet ist (Gundberg 2000). Mehrere Isoformen
der ALP sind in Leber, Niere, Knochen und Plazenta beschrieben worden. Die im Kno-
chen gebildete ALP ist an der Plasmamembran lokalisiert und wird wahrend der Kno-
chenapposition von den Osteoblasten in gréf3eren Mengen synthetisiert (Garnero and
Delmas 1997). Obwohl der genaue Wirkmechanismus der ALP bis heute noch nicht
vollstandig geklart worden ist, spielt das Enzym eine wichtige Rolle in der Mineralisation
der Knochengrundsubstanz. Hydroxylapatit prazipitiert im alkalischen Milieu unter Ver-
mittlung der ALP. Nennenswert wéaren der Anstieg des anorganischen Phosphats, Spal-
tung von Monophosphatester, Transport von kalziumbindendem Protein und eine
tyrosinspezifische Phosphoproteinphosphatase —Aktivitat. (Whyte 1994) Es konnte auch
beschrieben werden, dass beim Fehlen der ALP oder bei einem Defekt des Enzyms
eine Hypomineralisation des Knochengewebes zu beobachten ist, welche wiederum
das Krankheitsbild der Hypophosphatasie hervorruft (Whyte 1994). Der Nachweis von
ALP-Aktivitat kann mittels ALP Farbung durch im Handel erhéltliche Kits (s.u.) bestimmt

werden.



3.1.4.2 Osteocalcin

Ein weiterer Parameter des Knochenanbaus ist Osteocalcin, welches als haufigstes
Knochenprotein neben den Odontoblasten primar von Osteoblasten synthetisiert wird
(Gallop, Lian et al. 1980; Garnero and Delmas 1997). Das aus insgesamt 49 Aminosau-
ren bestehende Protein besitzt drei Vitamin-K-abhéngige gamma-Carboxyglutamin-
saurereste und wird daher auch als ,bone Gla protein“ bezeichnet (Hauschka, Lian et
al. 1989; Hauschka and Wians 1989). OC wird kurz vor der Knochenreifung von den
Osteoblasten gebildet und gilt daher als spéter osteoblastarer Differenzierungsmarker.
Das OC wird in die Knochenmatrix eingelagert, wo es Vitamin-K-abhangig direkt mit
dem Hydroxylapatit durch seine Gla- Reste interagiert (Gallop, Lian et al. 1980). Es ist
Teil der extrazellularen nicht-kollagenen Knochenmatrix. Bei Fehlen des OC oder bei
einem Defekt dieses Proteins wurde in einem Experiment bei Mausen, eine abnorm
erhohte Knochenmineralisierung und Zunahme der Knochensubstanz bei gleichzeitig
verminderter Bruchfestigkeit und Einengung des Markraumes, ein Merkmal der Osteo-

porose, festgestellt (Dowd, Rosen et al. 1994).

3.2 Knochengewinnung

Das augmentative Knochenregenerationsverfahren zeigte in den letzten Jahren vielver-
sprechende Erfolge, sodass sich der Indikationsbereich nicht nur in der Implantologie ,
sondern auch in der parodontalen Chirurgie erweitert hat. Dabei hat sich autologer Kno-
chen als von sich aus biokompatibles Material zur Augmentation bewahrt (H. Kienapfel
1992; Hurzeler 1996). Ihn zeichnet zum einen das Ausbleiben immunlogischer Abwehr-
reaktionen aus (Bauer and Muschler 2000) zum anderen belegen Untersuchungen,
dass bei autologen Knochentransplantaten eine frilhere Revaskularisation stattfindet
und somit vitale Knochenzellen vorhanden sind (Zins and Whitaker 1983; Friedlaender
1987; Goldberg and Stevenson 1987; Johnson and Stein 1988; Gross, Jinnah et al.
1991; Virolainen, Vuorio et al. 1993). Die Gewinnung von Eigenknochen des Patienten
zur lokalen Augmentation wahrend der Implantattherapie ist eine relativ naheliegende
und einfache Methode. Dabei werden Ublicherweise die anfallenden Knochenspane
durch Knochenfilter gesammelt oder es werden die bei der Aufbereitung des
Implantatbettes anfallenden Knochenspane, die am Bohrer haften, aufgehoben. Im Fol-

genden werden beide Methoden kurz vorgestellt.



3.2.1 Methoden der Knochengewinnung

3.2.1.1 Gefilterte Knochenspéane

Bei der Praparation des Implantatlagers wird ein sogenannter ,Bone Collector” ver-
wendet; dabei handelt es sich um ein an die Absauganlage anschlieRbares, gekapsel-
tes Sieb, welches die anfallenden Knochenspane von Spulwasser, Speichel und Blut
abtrennt. Es wurden von verschiedenen Herstellern spezielle Knochenkollektoren ent-
wickelt, mit denen Knochenspane unterschiedlich gut gesammelt werden konnen.
Kainulainen et al verglichen im Jahre 2006 sechs verschiedene Bone Collectoren und
kamen zu dem Ergebnis, dass zwar alle in Form und Technik unterschiedlich entwickel-
ten Knochenspankollektoren verwendbar seien, sie sich aber in der Effektivitat drastisch
unterscheiden. Dabei spielt der Durchmesser der Membranporen, das Material, die
Aufnahmefahigkeit (Kainulainen, Kainulainen et al. 2006) eine grof3e Rolle. Das Ver-
stopfen des Auffangsiebs bereitete Young et al. wahrend der Knochengewinnung in
einer Versuchsreihe grof3e Schwierigkeiten. Sie verglichen zwei Bone Collectoren auf
Effektivitat und stellten fest, dass die Reinigung des verstopften Auffangsiebs viel Zeit in
Anspruch nimmt und die Sterilitdt der Proben fraglich sei (Young, Worthington et al.
2002). Um eine UbermaRige Kontamination durch Speichel und Blut zu vermeiden, wur-
de von Young und seiner Arbeitsgruppe zudem empfohlen, zwei verschiedene Sauger
einzusetzen (Young, Worthington et al. 2002). Aul3erdem konnte man in mehreren Stu-
dien feststellen, dass die gesammelte Gewebemasse von der Porengrof3e, Aufnahme-
fahigkeit und dem Material der Knochenfilter beeinflusst wird und damit ihre klinische
Anwendbarkeit, als auch die histologische Zusammensetzung der Knochenspane vari-
iert. Dabei gilt, dass je feiner der Filter ist, die Menge an abgetrenntem Knochen zu-
nimmt, wobei der feine Filter schneller verstopft. (Young, Worthington et al. 2002;
Kainulainen, Kainulainen et al. 2006; Graziani, Cei et al. 2007) In weiteren Studien
konnte wiederum gezeigt werden, dass das gesammelte Knochenvolumen unabhangig
von Entnahmeort und Zeitpunkt (Maxilla oder Mandibula), Alter oder Geschlecht des
Probanden im Schnitt gleich bleibt (Savant, Smith et al. 2001).

Auf dem Markt befindliche Knochenfilter sind im Journal fur Oralchirurgie (Implantology
2004) im Vergleich aufgefuhrt.



Knochenfilter

Modellname/Typ

Hersteller

Sammlerart

Absaugkanile

Auffangsieb

Material des Auffangsieb
Durchmesser der Siebflache
GroR3e der Siebporen
Material Knochenfilter
Knochenfilter

Gewicht des Filters

Maf des Filters
Herkunftsland
Markteinfiihrung Deutschland
Garantie

Preis( ohne MwSt.)

Knochenfilter

Modellname/Typ

Hersteller

Sammlerart

Absaugkanile

Auffangsieb

Material des Auffangsieb
Durchmesser der Siebflache
Grol3e der Siebporen
Material Knochenfilter
Knochenfilter

Gewicht des Filters

MaR des Filters
Herkunftsland
Markteinfuhrung Deutschland
Garantie

Preis( ohne MwSt.)

Abbildung 2: Auf dem Markt befindliche Knochenfilter(Teil 1) [Dent Implantol Journal 2004].

ASTRA TECH

Bone Trap®
Astra Tech
Einweg-Sammler
Einweg

Einweg
Kunststoff

8mm inneres Durchmesser
keine

Kunststoff

nicht sterilisierbar
69

Lange 4cm, Durchmesser 8mm

Schweden
2000
Ersatzgarantie
21,95€
USTOMED

- —'/';' _—

—— -.‘ v —

USTOMED "Knochenfalle"
Ulrich Storz GmbH&Co.KG
Mehrweg-Sammler
steriliserbar

sterilisierbar, herausnehmbar
Kunststoff

17mm

engmaschig bis 150 micron
Metall

sterilisierbar

60g

60mm, Durchmesser 25mm
Deutschland

1992

5 Jahre

187,45€ komplett
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FRIADENT

FRIOS® Bone Collector
FRIADENT GmbH
Mehrweg-Sammler

Einweg

Einweg, herausnehmbar
Metall

23,4mm

0,3x0,4mm

Metall

sterilisierbar

geringes Gewicht durch Titan
Lange 7cm, Durchmesser 4mm
Deutschland

1997

gesetzlich festgelegt

329 €

HESS

Schlumbohm KF-T2 und KF-T3
Fa. Schlumbohm OHG
Mehrweg-Sammler

Einweg

Einweg, herausnehmbar

Metall

40mm

0,3mm

Metallgehause, Filter: Edelstahl
sterilisierbar

609

Durchmesser 55mmx45mm
Deutschland

1995

1 Jahr

325 €



ORALTRONICS

Knochenfilter

Modellname/Typ Bone Collector nach Dr. Bottcher

Hersteller Oraltronics GmbH
Sammlerart Mehrweg-Sammler

Absaugkanile sterilisierbar

Auffangsieb Einweg, herausnehmbar
Material des Auffangsieb Kunststoff

Durchmesser der Siebflache 26mm

Grof3e der Siebporen 180um, 200um

Material Knochenfilter Metall

Knochenfilter sterilisierbar

Gewicht des Filters 659

MaR des Filters Lange 9cm, Durchmesser 30mm

Herkunftsland Deutschland
Markteinfihrung Deutschland 1997
Garantie halbes Jahr

Preis( ohne MwsSt.) Filter 325€, Sieb 3,50€

Abbildung 3: Auf dem Markt befindliche Knochenfilter(Teil 2) [Dent Implantol Journal 2004].

Vorteile der Knochenfilter sind die einfache Handhabung und die Zeitersparnis wéahrend
der Operation. Gro3ter Nachteil ist die mégliche bakterielle Kontamination. Auf die mik-
robiologische Analyse der durch Knochenfilter gewonnenen Knochenspane, wird in ei-
nem separaten Kapitel eingegangen. Auch eine mdgliche Keimreduktion durch
0,12 %ige Chlorhexidinldsung und die Auswirkungen auf die Vitalitat der Knochenspéne

wird noch néher diskutiert werden (s.u.).
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3.2.1.2 Knochengewinnung mit Einmalbohrern

Das direkte Sammeln der bei der Aufbereitung des Implantatlagers anfallende Kno-
chenpartikel, die am Bohrer haften bleiben, ist eine einfache und giinstige Methode. Die
bakterielle Kontamination des gewonnenen Materials ist gegentber der gefilterten Kno-
chensubstanz erheblich gesenkt, da das Implantatbett wahrend niedertouriger Frasung
ohne Wasserkuhlung aufbereitet wird und die Spane nicht mit Speichel in Kontakt
kommen. Dadurch wird die Eluation des Knochens und eine bakterielle Kontamination
mit abgesaugtem Speichel vermieden. Ein Problem ist die mogliche erhdhte thermische
Belastung des zu gewinnenden Knochens, die bis heute noch unzureichend erforscht
wurde. Erste Bohrversuche ab dem Jahr 1968 mit anschlie3ender Temperaturmessung
und postoperative histologische Auswertung konnten beweisen, dass bei Temperaturen
Uber 56 Grad Celsius eine thermische Schadigung des Knochens vorliegt (Bonfield
1968; Lundskog 1972; Matthews 1972; Eitenmuller 1978). Nach den Tierversuchsrei-
hen, der sogenannten bone growth chamber von Eriksson und Arbeitskollegen in den
Jahren 1982-1984 konnte wiederum gezeigt werden, dass ab einer physiologischen
Temperaturgrenze von 47 °C Uber die Dauer von einer Minute eine Verschlechterung
der Knochenregeneration auftreten kann und damit die angestrebte Einheilung des Im-
plantates im umliegenden Knochen gefahrdet wird. (Eriksson, Albrektsson et al. 1982;
Eriksson and Albrektsson 1983; Eriksson and Albrektsson 1984)

In der vorliegenden Untersuchung benutzen wir Ein-Patienten-Bohrer, um sicherzustel-
len, dass optimal scharfe Bohrer ohne Kontamination vorliegen und damit das Risiko

eines thermischen Traumas vermieden wird.

Abbildung 4: Wital Formbohrer, zylindrisch, fur Schraubenimplantate
Durchmesser 3,5 mm - 43mm - 50mm (von links nach rechts)
(Prowital 2010).
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3.2.1.3 Knochengewinnung mit Safescraper und Micross

Safescraper und Micross sind chirurgische Einmalinstrumente mit denen locker aufge-
wickelte Knochenspéne - dhnlich einem gehobelten Holzspan - gewonnen werden kon-
nen. Die Klinge besteht aus Edelstahl. Ihre spezielle Form erlaubt die einfache und
schnelle Gewinnung von Knochenspanen. Es handelt sich um kortikale, in sich gewi-
ckelte, mit Blut vermischte Spiralen (Locken), die im Instrument steril aufgenommen
werden. Die Spiralform vergro3ert das Volumen der Spane im Vergleich zum abgetra-
genen Knochen um das 5- bis 10-fache — nach Herstellerangaben ideal fir regenerative
Techniken.(Curasan 2010)

Bei der so genannten Piezosurgery wird anstelle eines rotierenden Bohrers mit Ultra-
schallschwingungen eines Instruments operiert, Zahnimplantate kénnen so in den Kie-
fer eingesetzt werden, ohne ein Lager bohren zu muissen. Die Kombination von 3D
Implantatnavigation mit Piezosurgery gestattet es angeblich, auch &altere Patienten oder
Personen mit Blutgerinnungsstérungen zu behandeln, da durch diese schonenden Ein-

griffe nur kleine, fast unblutige Wunden entstehen sollen.(Truppe 2012)

3.2.2 Typen autologer Knochentransplantate

Autologe Knochentransplantate werden in der Zahnheilkunde entweder in Form von
Knochenblocken (Neukam, Schmelzeisen et al. 1990), Knochenspénen (Savant, Smith
et al. 2001; Chiriac G 2004) oder in Kombination von Knochenblécken und Knochen-
spanen entnommen und eingesetzt (Tinti, Parma-Benfenati et al. 1996; Chiapasco, A-
bati et al. 1999; Lindorf 2001; Lindorf 2002). Knochenblécke kdnnen auch mit Hilfe einer
Knochenmihle (Erpenstein, Diedrich et al. 2001; Springer, Terheyden et al. 2004) zer-
kleinert und zu Knochenspanen umgewandelt werden. Eine andere, haufig genutzte
Mdglichkeit ist der Einsatz einer Kugelfrase und eines Knochenfilters (Tinti, Parma-
Benfenati et al. 1996; Lindorf 2002; Young, Worthington et al. 2002; Blay, Tunchel et al.
2003; Springer, Terheyden et al. 2004). Die kombinierte Verwendung autologer
kortikospongitser Knochenbldcke im Zentrum des Defektes und von Knochenspéanen in
den marginalen Arealen hat sich als Konzept der Arbeitsgruppe von Buser im Augmen-

tationsverfahren bewahrt (Buser, Dula et al. 1996), wahrend Khoury et al. es bevorzu-
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gen, mit Knochenplatten eine Art von Gehause zu bilden, in das partikuliertes Material
eingebracht werden kann (Khoury 2009).

3.2.3 Madgliche Nachteile der konventionellen Knochenspanmethoden

Tierexperimentelle und klinische Studien haben gezeigt, dass die Entnahme autologer
Knochenspane mittels metallischer Kugelfrasen mdogliche Nachteile aufweisen
(Lundskog 1972; Eriksson and Albrektsson 1983; Nkenke, Schultze-Mosgau et al. 2001,
Nkenke, Radespiel-Troger et al. 2002; Clavero and Lundgren 2003; Garcia, Mombiela
et al. 2004; Hoegel, Mueller et al. 2004). Die wichtigsten sind die potentielle Uberer-
warmung des Knochens, die Kontamination durch metallische Abriebpartikel und die
Verletzung von Weichgewebsstrukturen.

3.2.3.1 UbermaRige Erhitzung des Knochens

Beim Frasen des Implantatlagers kann es bei einer unzureichenden Kihlung zu einem
Temperaturanstieg im praparierten Knochen kommen, der wiederum zu einer lokalen
Osteonekrose fuhren kann. Hauptgriinde hierfur sind die durch Temperaturanstieg her-
vorgerufenen Veranderungen in der Proteinstruktur (Denaturierung), der veranderte
Metabolismus, sowie Verdnderungen in der enzymatischen Aktivitat. So konnte festge-
stellt werden, dass eine Osteonekrose nach einer 5-minutigen Exposition des Knochens
bei 46 Grad Celsius auftritt (Hoegel et al., 2004). Hauptgrund hierfir ist die hohe Sensi-
bilitdt der kleinen intraossaren Blutgefal3e, die durch den Temperaturanstieg zerstort
werden. Damit entfallt die Erndhrungsgrundlage des Knochens (Lundskog, 1972).
Eriksson und Albrektsson legen einen Grenzwert fur die thermische Knochenschadi-
gung bei 47 Grad Celsius und einer Expositionszeit von einer Minute fest (Eriksson and
Albrektsson, 1983). Die Verwendung von stumpfen Bohrern in tierexperimentellen Un-
tersuchungen zeigen, dass damit hohere Temperaturen im praparierten Knochen ent-
stehen (Ercoli et al., 2004). Andere Studien wiederum zeigen, dass klinisch schadliche
Temperaturen bei Wasserkihlung erst ab einer Bohrtiefe von 15 mm feststellbar sind,
und mit einer Abnahme der Bohreffizienz korrelieren (Garcia et al., 2004). Das erklart
man sich damit, dass ab einer Bohrtiefe von 15mm der Knochen nicht mehr ausrei-

chend gekuhlt werden kann.
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4 Material und Methoden

4.1 Materialien und Instrumente

Fur die Versuche werden folgende Utensilien, Reagenzien und N&hrlésungen verwen-
det: Eine elektrische Waage zur Messung des Gewichtes der angefallenen Knochen-
spane. AulRerdem wird eine Digitalkamera benutzt, um eine Dokumentation der Ver-
suchsreihe sicher zu stellen. Das Knochenndhrmedium setzt sich hauptséchlich aus
dem minimum essential medium der Firma Gibco, dem fotalem Kalberserum der Firma
Sigma, 1 %ige Pen-Strep-Mix (Firma Sigma, Deutschland) und weiteren Bestandteilen
zusammen (siehe Abbildung 5). Diese Kombination ist notwendig, um die bei der Aufbe-
reitung des Implantatlagers gewonnenen Knochenspéne vital zu erhalten und vor bakte-
rieller Kontamination in vitro zu schitzen. Fur den Transport wurden die Knochenspane
sofort nach Entnahme aus dem Implantatbettlager in 15 ml Probenréhrchen (BD
Falkon™ der Firma BD, USA) in Knochennahrlésung uberfithrt. Wie bereits beschrie-
ben, werden die Knochenkollektoren fir die Knochenspanentnahme mit Wasserkihlung
(BC) und die Einmalpatientenbohrer fur die Versuchsreihe ohne Wasserkihlung einge-
setzt (BS). Die sterilen Zentrifugenrohrchen dienen dem Transport und vereinfachen
das Zentrifugieren im Labor. Eine 0,12 %ige Chlorhexidinlésung wird fir die mikrobiolo-
gische Untersuchung der Proben benétigt (Paroex™ der Firma Sunstar, Deutschland).
Im Folgenden werden die verwendeten Utensilien in einer graphischen Anordnung mit

Beschreibung und Abbildung dargestellt.
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Minimum essential medium
(MEM) (Non-Essential Amino
Acids Solution 10 mM (100X),
liquid from In-vitrogen/Fa.
Gibco, Deutschland)

10 Vol.-% FKS (fotales
Kalberserum, Fa. Sigma)

Vol.-% PS (Penicillin-
Streptomycin, Fa. Sigma)

100 nM Dexamethason
(Fa. Fluka)

10mM b-Glycerolphosphat
(Fa. Sigma)

50 g/ml Ascorbinsaure

Abbildung 5: Material und Methoden: alle herangezogene Utensilien

15



4.1.1 Nahrmedium (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)

Ein standardisiertes Nahrmedium fir die Zellkultur. Es bietet eine breite Verwendbarkeit

fir humane und verschiedene tierische Zellen.

4.1.2 Chlorhexidin ( CHX)

CHX wird in der Zahnmedizin als Goldstandard der Mundantiseptika angesehen.
Chlorhexidingluconat ist die am haufigsten angewendete Variante. Aufgrund seiner an-
tibakteriellen Wirkung, wird es hauptsachlich als Mundspullésung, aber auch als ein auf
die Zahne aufgetragener Lack verwendet (Sprays, - Gele und — Chips im Handel auch
erhaltlich). Aufgrund der langen Haftbarkeit auf Zahnen und Mundschleimhaut bietet es
gegeniuber anderen Antiseptika deutliche Vorteile. CHX liegt in Konzentrationen zwi-
schen 0,03% bis 2% vor und wird bei folgenden Indikationen eingesetzt:

e perioperativ: vor oralchirurgischen Eingriffen zur Reduzierung der Bakterienzahl

in der Mundflora und Vorbeugung einer Bakteriamie (Young, Korachi et al. 2002)

e postoperativ: da die Mundhygiene im Operationsgebiet beeintrachtigt ist, z. B. als
unterstitzende Begleittherapie nach chirurgischer Parodontalbehandlung (Sanz,
Newman et al. 1989)

e unterstitzend im Rahmen einer Parodontaltherapie (Faveri, Gursky et al. 2006)

e zur Kariespravention (Hemmung der Neubildung von Zahnplaques) (Loe and
Schiott 1970)

e zur Spulung von Wurzelkanadlen im Rahmen einer endodontischen Wurzelkanal-

behandlung (Ferraz, Gomes et al. 2007)

CHX wird auch haufig zur Kavitdten- Desinfektion vor der Fillungstherapie angewen-
det, um die kariesrelevanten Mikroorganismen (S. mutans, S. sobrinus und L.
acidophilus) am Kavitatenboden bzw. in den Dentinkanalchen zu eliminieren (Emilson,
Ericson et al. 1972). Schmalz und seine Arbeitsgruppe konnten wiederum mit Hilfe des
so genannten Standard Agar- Diffusions-Test zeigen, dass Dentin als Barriere zwischen
Kavitat und Pulpa signifikant die antibakterielle Wirkung einer Chlorhexidin- Losung,

sowie anderen bonding agents reduziert (Schmalz, Ergucu et al. 2004).
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4.2 Probenentnahme

Es werden 10 Patienten ausgewahlt, die jeweils mindestens zwei Implantate im Unter-
kiefer bendtigten, um einen direkten, intraindividuellen Vergleich beztiglich der Menge
und Wertigkeit (Vitalitat, makroskopischer Aspekt, Volumen etc.) des bei beiden Metho-

den anfallenden Knochenmaterials zu bekommen.

Es qilt die gleiche Ausgangssituation an beiden Lokalisationen, wobei die Zuteilung der
Frasungen so randomisiert wird, dass das weiter links eingebrachte Implantat im Unter-
kiefer jeweils einer der beiden Gruppen nach einer Randomisierungsliste zugeordnet
wird [im Anhang]. Auf diese Weise soll eine Operateur-spezifische Bevorzugung einer
bestimmten Methode vermieden werden. Die Studie ist mit der Ethikkommission des

Klinikums abgestimmt (Geschaftszeichen: 09-046).

Die Patienten wurden tber den Versuch aufgeklart [Patientenerklarung im Anhang]. Die
Teilnahme an der Studie ist freiwillig und wird nach vorab erfolgter Unterzeichnung ei-

ner Probandeneinverstandniserklarung durchgefuhrt [im Anhang]
Einschlusskriterien fur die Studienteilnahme:

e geplante chirurgische Aufbereitung eines Implantatlagers, bei dem die anfallen-

den Knochenspane nicht fir augmentative Zwecke bendtigt wird
e guter Gesundheitszustand

¢ keine systemischen Erkrankungen, wie Osteopathien oder akute bzw. chronische

Infektionskrankheiten oder Zustand nach Chemotherapie

e Mindestalter von 18 Jahren

Schwangerschaft ausgeschlossen

Es werden insgesamt 20 Proben erfasst und im Labor zum Vergleich kultiviert. Zudem
wird der makroskopische Aspekt, das Gewicht und damit das Volumen des Knochen
erfasst. Zur mikrobiologischen Untersuchung werden mit 0,12 %iger Chlorhexidin-
Losung gespllte Proben und Kontrollen ohne Chlorhexidin kultiviert. Fir die CHX-

Spulung werden jeweils 3 ml CHX tber den Bone Collector abgesaugt, oder die Probe
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fur max. 15 Sekunden mit CHX aufgeflllt und anschlie3end mit physiologischer NaCl-
Losung abgespdlt.

Vor der Versuchsdurchfihrung und nach Probenbefullung werden die mit dem Kno-
chennahrmedium geflillten sterilen Behalter digital abgewogen, um die jeweils gewon-

nene Knochenmenge durch Differenzbildung zu erfassen.

Die wahrend der Operation gesammelten Knochenspéane werden makroskopisch mit
einer Digitalkamera dokumentiert, steril im Knochenndhrmedium gelagert und umge-
hend zur Kultivierung in das Biocer Institut nach Bayreuth versendet beziehungsweise.
zur Kultivierung im eigenen Kliniklabor bereitgestellt.

4.3 Vorbehandlung der Proben
4.3.1 Zentrifuge Biofuge Stratos® der Firma Heraeus
Zuerst einmal werden die gesammelten Proben in einer gekihlten Highspeed Tisch-

zentrifuge, Biofuge stratos® der Firma Heraeus bei einer relativen Zentrifugalbeschleu-

nigung (RZB) von 250xg fur 5 Minuten zentrifugiert.

e
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Abbildung 6: Biofuge stratos® der Firma Heraeus

Um die Reinheit der Proben zu gewahrleisten wird der Uberstand aus den Proben ent-

fernt und die Knochenspane werden mit einer Dulbecco’s PBS (Phosphate Buffered
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Saline, Firma PAA™) L6sung ohne Calcium, Magnesium und ohne Natriumbicarbonat

ausgewaschen.

Abbildung 7: Reinheit der Bohrspane
Nach dem Zentrifugieren werden die Uberstande der Proben entfernt und die
verbliebenen Knochenspane mittels PBS der Firma PAA ausgewaschen.

Nun werden die Proben noch einmal bei 250xg fiir 5 min zentrifugiert und der Uber-

stand aus den Proben entfernt.

Anschlieend werden die Proben mit den verbleibenden Knochenspénen in ein
osteogenes Nahrmedium, Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) mit 10 %igem
fotalem Kaélberserum (FBS) gegeben. Dieses Nahrmedium ist ein standardisiertes
Nahrmedium, das durch den Hauptbestandteil an fotalem Kalberserum zur Aufzucht
und Kultivierung von Zellen in der Zellkultur bendétigt wird. AuRerdem wird diesem
Nahrmedium eine 1 %ige Pen/Strep- Premix- Losung hinzugefugt. Diese
Antibiotikamischung aus Penicillin, Streptomycin und Natriumchlorid als Stabilisator
dient der Beseitigung und Pravention von bakteriellen Kontaminationen in der Zellkultur.
Penicillin inhibiert dabei die Zellwandbiosynthese in gram-positiven Bakterien und das

Streptomycin entwickelt den antibiotischen Effekt in gram-negativen Bakterien durch die
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Inhibition der Translation. Die nun fir die Kultivierung fertig vorbereiteten Nahrmedien
mit den Knochenspanen werden in 6-Well-Kulturplatten (Costar® der Firma Corning) der
Firma pipettiert. Dabei werden je 4-6 Proben fur die ohne Wasserkihlung und je 4-6

Proben flr die mit Wasserkihlung gewonnenen Knochenspéane angesetzt.

Abbildung 8: Costar® 6-Well-Kulturplatten der Firma Corning
Auf den 6-Well Kulturplatten werden die geernteten Knochenspéane flr die Kultivierung
mit einem sterilen Spatel unter Augenmalf gleichméaRig verteilt. (links BC, rechts BS)

Die Kultivierung erfolgt in einem Zell-Inkubator, (HERAcell® der Firma Heraeus) bei
37 °C, 5 %tigem Kohlenstoffdioxid Gber 4 Wochen. Im Inkubator ist gewahrleistet, dass
die Zellkulturen gleichmafiger Bedingungen ausgesetzt werden und physiologische

Gegebenheiten simuliert werden kénnen.
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Abbildung 9: HERAcell® der Firma Heraeus

Im Inkubator werden die geernteten Knochenspane uber
28 Tage bei 37 °C und 5 %igem Kohlenstoffdioxid kulti-
viert.

4.4 Kulturverfahren far die gesammelten Knochenspane

An jedem dritten Tag werden ein Mediumwechsel und eine anschlielBende mikroskopi-
sche Kontrolle der Zellen durchgefuhrt, um ein Wachstum unerwinschter nicht-
adharenter Zellen zu vermeiden.

Nach der Kultivierung der isolierten Zellmengen in osteogenem Medium fir 28 Tage
werden die Knochenspane morphologisch und histologisch analysiert. Dabei wird die
Mitochondrienaktivitat, die Kollagen Typ 1-, sowie die alkalische Phosphatase-Farbung
betrachtet:

1. Morphologie der Bohrspane (Rasterelektronenmikroskop)

2. Messung der Vitalitat (Mitochondrienaktivitat) mittels WST- 1 (Roche)

3. Histologische Analyse der Verteilung von Kollagen Typ 1, alkalischer
Phosphatase (ALP) und TRAP mittels Farbung
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4.5 Morphologische und histologische Analyseverfahren

4.5.1 Morphologie der Proben im Rasterelektronenmikroskop (REM)

Durch das REM wird ermdglicht, dass Bilder von Objektoberflachen in einer hohen
Scharfentiefe dreidimensional abgebildet werden kénnen. Im Vergleich zu einem kon-
ventionellen Lichtmikroskop liegt der VergroRerungsfaktor theoretisch bei 1000000:1.
Abbildung 10 zeigt die schematische Darstellung eines REMs. Im REM werden, im Ge-
gensatz zum konventionellen Lichtmikroskop Elektronen in einem Elektronenstrahl Giber
das vergroRRert abzubildende Objekt gerastert. Die Elektronen werden damit zur Sicht-
barmachung des Objekts verwendet. Diese treten mit dem Objekt in Wechselwirkung,

und so ein Bild des Objektes erzeugt
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Abbildung 10: Schematische Darstellung des Aufbaus eines Raster-
elektronenmikroskops (Ludwig)

22



4.5.2 Vitalitditsmessung der Proben

Zur Erfassung der Zellproliferation wird die Extinktion des von Zellen metabolisierten
Tetrazolium gemessen. Dieses wird mittels der mitochondrialen
Succinatdehydrogenase zu Formazan metabolisiert (Abbildung 11), dessen Lichtab-
sorption wiederum in einem photometrischen Mikroplattenleser bei einer Wellenlange
zwischen 420 nm und 480 nm gemessen werden kann. Das WST-1 Reagenz wird nach
Kultivierung der Knochenzellen in einer der 6-Wellplatten zugesetzt. Nach 3 h Inkubati-
onszeit wird die Probe im Mikroplattenleser (Biotek, USA) bei 430 nm und bei einer
Referenzwellenlange von 690 nm gemessen. Die Extinktion ist dabei proportional zum
Substratumsatz und somit ein Mal3 fur die Mitochondrienaktivitat/Vitalitdt beziehungs-

weise. Zellproliferation.

Zusatzlich werden die mit 0,12 %iger Chlorhexidin- Losung vorbehandelten Proben
auch einem WST- 1 Assay unterzogen, um auch hier die Mitochondrienaktivitat bzw.

indirekt die Vitalitat der Knochenspane zu untersuchen.

NO;

N NAD* NADH

N=—H
'l‘l' \ P N
N |
Ne / EC-H  EC I
S0sNa S0;Na
803Na SOsNa
WST1 Formazan

Abbildung 11: WST-1 Cell Proliferation Assay nach Roche
Die Abbildung zeigt die chemische Umsetzung des roten Tetrazolium in das gelbe Formazan
durch die Succinyldehydrogenase
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4.5.3 Nachweis der alkalischen Phosphatase (ALP)

Die alkalische Phosphatase ist ein Isoenzym, das die Hydrolyse von Phosphorsaurees-
ter katalysiert. Sie kommt sowohl als mikrosomales ungebundenes Enzym, als auch an
die Zellmembran gebunden in Zellen mit hoher sekretorischer Aktivitat vor (Anh, Dimai
et al. 1998). Der Nachweis von Osteoblasten kann somit durch eine spezifisch hohe
Aktivitat von ALP indirekt durchgefuhrt werden, da Differenzierungsstadien der Osteo-

blastenentwicklung erkennbar sind.

Das Prinzip des ALP- Farbung beruht auf der Umsetzung eines loslichen Substrates in
einen blaulichen, unldslichen Farbstoffkomplex durch die ALP. Dort, wo aktives
Isoenzym vorhanden ist, schlagt sich der blaue Farbstoff nieder. Vor allem auf der Au-

Renseite der Zellmembran der Osteoblasten ist dies erkennbar.

Die Bestimmung der ALP-Aktivitat erfolgt anhand der Farbung mit dem Testkit der Fir-
ma Sigma-Aldrich (Deutschland):

1. Herstellung der Farbelésung erfolgt gemafd dem Protokoll des Sigma Kits
e Mischung von 1 ml Natriumnitrititdsung und 1 ml FRV-Alkaline-Lésung
e 2-minttige Inkubation bei Raumtemperatur
e Zugabe von 45 ml destilliertem Wasser (Aqua dest.) und 1 ml Naphtol AS-
BI-Phosphat-L6sung
2. Vorbereitung der Knochenspane fir die Farbung
e Nach Erreichen der Zellkonfluenz werden die aus den Knochenspanen
ausgewachsenen Zellen in einem Volumen von 1 ml auf Zellkulturobjekt-
trdger ausgesat und mit 4% Formaldehyd 45 Sekunden lang fixiert.
3. ALP- Farbung
e Nach Zusatz der Farbelbésung und 15-20 mindtiger Inkubation unter
Lichtschutz erfolgt die histochemische Reaktion; danach dreimaliges
Waschen mit Aqua dest.
e Gegenfarbung der Zellkerne erfolgt fir 5 Minuten mit 6% Hamatoxilin;
danach erfolgt eine letzte kurze Spilung mit Aqua dest,
e Im Lichtmikroskop stellt sich dies im Zytroplasma ALP-positiver Zellen als
diffuser, blauer Niederschlag dar
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4.5.4 Bestimmung der Osteoklastengenese mittels tartrate resistent acid phosphatase
(TRAP)- Farbung

Die TRAP als wichtiger Osteoklasten-Marker wird angewandt, um Osteoklasten von
anderen Zellen, TRAP-negativen Zellen, zu unterscheiden. Eine Zelle mit drei oder

mehr Zellkernen wird als ein TRAP- positiver Osteoklast gewertet.

1. Versuchsanordnung

e Wie bei der ALP- Farbung werden die Kulturen auf Deckglasern in 6-

Well-Mikrotiterplatten pro Substanzkonzentration erstellt.

2. Zellfixierung
e Spulung der Deckglaser mit PBS
e Fixierung der Zellen mit 10 %iger Formaldehydlésung fir 4 Minuten
e Nochmaliges Waschen mit PBS

e Lagerung der Platten bei 4 Grad Celsius

3. Féarbung
e Vorinkubation der Zellen mit TRAP-Puffer bei 37 °C
¢ Behandlung mit Aceton/Ethanol (1:1) fur ca. 30 Sekunden

e Farbung der Zellen mit Farbelésung bei 37 C fur ca. 5-10 Minuten. Spu-
lung mit aqua dest.

4. Auswertung

e Die gefarbten Osteoklasten, mit mindestens drei Zellkernen, werden dar-
gestellt.

4.5.5 Kollagenfarbung mit Picro-Siriusrot (PSR) nach Puchtler

Kollagen Typ | ist ein wesentlicher Bestandteil der Knochenmatrix, auf3erdem in Haut,
Faszien und Sehnengewebe auffindbar. Mit Hilfe der PSR Féarbung nach Puchtler kann

man die Synthese von Kollagen Typ | und damit indirekt die Kultivierung neuer Kno-
chenzellen nachweisen.
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1. Herstellung der Farbel6sung

Picro-Siriusrot (PSR): 0,1% Sirius Rot in gesattigter Pikrinsaure
(Morphisto, Deutschland))

Coelestineblau-L6sung: 2,5g Ammoniumeisen-lll-sulfat werden tber Nacht
in 50ml Aqua dest. geldst; 0,25 g Coelestineblau wird zugegeben, fur 30
Minuten gekocht und anschlieBend filtriert, zum Schluss werden 7 mi
Glycin hinzugegeben

2. Vorbereitung der Knochenspéane

Die Fixierung der Knochenspane erfolgt fir 10 Minuten in 70 %igem Etha-

nol

3. Durchfihrung der Farbung

Praparate werden fur 7 Minuten lang in Coelestineblau gefarbt
Anschliel3end kurz in 1% HCL getaucht

Zum Blauen werden die Zellen in Aqua dest. gespult und gereinigt

Nach der Spulung werden die Praparate 1 Stunde lang in Picro-Sirius-
Rot-Lésung gelegt und anschlieend 3 mal je 2 Minuten in absoluten Al-
kohol gereinigt und entwassert.

Am Ende werden die Zellen 3 mal je 5 Minuten in Tissue Clear (Sakura
Finetek, Germany), ein Xylolersatz zur Entparaffinierung der Objekttrager

gewaschen

4. Lichtmikroskop

Unter polarisiertem Licht erscheint dicht gepacktes Kollagen Typ I rot und
die Zellkerne blau
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5 Ergebnisse

5.1 Morphologie der Bohrspane

Abbildung 12: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Bohrspanen

ohne Wasserkuhlung (A,B) mit 30, bzw.150-facher Originalvergréerung (B) und
Bohrspane mit Wasserkiihlung (C,D) mit 75 bzw. 150-facher Originalvergréf3erung
nach 28 Tagen.

Abbildung 12 zeigt rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Knochenspanen
nach Kultivierung, die jeweils mit Wasserkihlung (Abbildung 12 A und B) und ohne
Wasserkuhlung (Abbildung 12 C und D) gebohrt wurden. In der vergrof3erten Aufnahme
in Abbildung 12 B zeigt sich eine Uberlagerung faseriger Strukturen, bei denen es sich

maoglicherweise um eine vermehrte Ablagerung von Kollagenfasern handelt. Abbildung
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12 D hingegen weist keinerlei derartige Strukturen auf, sondern zeigt eine relativ glatte
Oberflachenbeschaffenheit. Diese morphologischen Untersuchungen deuten darauf hin,
dass wasserkihlungsfreie (ungespulte) Bohrungen einen positiven Effekt auf die Rege-

neration der Knochenspane bewirken.

5.2 Osteoblastennachweis in kultivierten Bohrspéanen

Um Osteoblasten in den kultivierten Bohrspanen nachzuweisen, wurden Farbungen von
alkalischer Phosphatase (ALP-Farbung) durchgefiihrt. Die Ergebnisse zeigen in einem
Grol3teil der Kulturen eine positive Farbung (Abbildung 13). In wenigen Féallen war je-
doch kein Osteoblastennachweis moglich (Abbildung 14).

Abbildung 13: Nachweis von Osteoblastenaktivitat (1)
Bei beiden Entnahmemethoden zeigt sich nach Kultivierung der Knochenspéane
eine positive ALP Farbung (BC linke Spalte, BS rechte Spalte)
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Abbildung 14: Nachweis von Osteoblastenaktivitat (2)

Unter dem Lichtmikroskop, sowie unter dem Rasterelektronenmikroskop konn-
ten keine ausgewachsenen Zellen beobachtet werden (BC linke Spalte, BS
rechte Spalte). Es konnten keine Osteoblasten nachgewiesen werden (ALP
negativ)

5.3 Vitalitdtsmessung in kultivierten Bohrspanen

Um nachzuweisen, mit welcher der durchgefuhrten Methoden (BC versus BS) eine ver-
besserte Knochenregeneration erfolgt, wurde in Osteoblasten-positiven Kulturen eine
Vitalitditsmessung durchgefuhrt.

Die Vitalitatsmessung mit WST- 1 (Roche, Deutschland) ergab, dass bei kultivierten
Knochenspanen, welche durch den Bone Collector (BC) entnommen worden waren

deutlich weniger vitale Zellen vorhanden sind. Im Vergleich dazu erscheinen Knochen-
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spane vitaler, die durch Einmal-Patientenbohrer (BS) entnommen wurden. In Abbildung
15 wurde die Vitalitat der Knochenspéne von BS auf 100% gesetzt. Im Vergleich dazu
zeigt BC circa 9% Vitalitat.
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Abbildung 15: Vitalitatsmessung der Knochenspéane

Der WST-1-Assay zeigt die durchschnittliche Mitochondrien-
aktivitat (Vitalitdtsmessung) der kultivierten Knochenspane nach
Entnahme durch BC versus BS (n=10).

5.4 Vitalitatsuntersuchung der Proben nach Chlorhexidin Behandlung

Um zu analysieren, wie die Mundspillésung Chlorhexidin (CHX) auf die Vitalitat der
entnommenen Bohrspane wirkt, wurden jeweils vier randomisierte Proben vor der Kulti-
vierung fur max. 15 Sekunden mit einer 0,12 %tigen CHX-Spulung behandelt. Die Be-
handlung fuhrt laut dieser Messung zu einem fast kompletten Vitalitatsverlust der Kno-
chenspéane. Alle vier Proben, die mit Chlorhexidinlésung durchgespilt wurden, zeigen
gegenuber den Kontrollproben (ohne Chlorhexidin, auf 100% gesetzt) nur eine sehr ge-
ring messbare Mitochondrienaktivitat in Hohe von circa 8% (Abbildung 16). Auch die
lichtmikroskopische Untersuchung der CHX behandelten Spane zeigt nach Kultivierung
keine lebenden Zellen (Abbildung 17).
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Abbildung 16: Vitalititsmessung der mit CHX behandelten Knochenspéne
Die Vitalitdtsmessung mit Hilfe von WST-1 zeigt eine deutlich geringere
Aktivitat in CHX behandelter Spongiosa (n=4)

Abbildung 17: Lichtmikroskopische Aufnahmen der mit CHX behandelten Bohrspéane.
Nach der Behandlung der Proben mit 0,12 %iger Chlorhexidin- Losung und anschlie-
Render Kultivierung sind keine ausgewachsenen Zellen im Lichtmikroskop erkennbar.
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5.5 Histologische Verteilung von Kollagen Typ 1

Da die Synthese von Kollagen Typ | einen indirekten Nachweis fur die Kultivierung neu-
er Knochenzellen darstellt, wurde zusatzlich eine Kollagen-spezifische Farbung nach
Puchtler durchgefihrt. Bei der Bestimmung der histologischen Verteilung von Kollagen
durch die PSR nach Puchtler konnte kein aussagekraftiges Ergebnis ermittelt werden.
Sowohl in BS, als auch in BC konnte in insgesamt 20 Gesamtproben lediglich eine ge-
ringe Menge positiver Kollagenfarbung ermittelt werden (Abbildung 18). In der Mehrheit
der Gesamtproben konnte nach der Kultivierung der Knochenspane (BC versus BS)
keine Kollagenfarbung der ausgewachsenen Zellen ermittelt werden. Der Zelltyp war
nicht eindeutig bestimmbar (Abbildung 19). Es kénnte sich um Gewebezellen, wie z.B.
Fibroblasten, Osteoblasten oder um mesenchymale Stammzellen handeln.

Abbildung 18: histologische Analyse der Kollagen-Verteilung (1)
Die PSR nach Puchtler zeigt positive Kollagen Farbung bei beiden Varianten der Knochen-
entnahme (BC linke Spalte und BS rechte Spalte). Die wei3en Pfeile zeigen auf Kollagen

Typ I.
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Abbildung 19: histologische Analyse der Kollagen-Verteilung (2)

Die PSR nach Puchtler zeigt keine eindeutige Kollagenfarbung nach Entnahme
durch Bone Collector oder durch Trockenbohrung; daher konnte der Zelltyp nicht
ermittelt werden; die Spane weisen optisch keinen Unterschied auf (BC linke Spalte
und BS rechte Spalte)

5.6 Ergebnisse der TRAP Féarbung

Da Osteoklasten ein wichtiger Marker fur Knochenresorption und Remodelling sind,
wurde eine tartrate resistant acid phosphatase ( TRAP-) Farbung durchgefiihrt. Diese
Farbung ist ein indirekter Nachweis fir Osteoklastenaktivitdt. Es wurden in keiner der
20 kultivierten Gesamtproben TRAP positive Zellen gefunden (Abbildung 5.9).

Lichtmikroskopisch zeigen BS und BC Kulturen keinen Unterschied. Es ist keine spezi-
fische TRAP- positive Farbung belegbar. Damit liegt kein Nachweis fir
Osteoklastenaktivitat vor.
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Abbildung 20: TRAP- Farbung unter dem Rasterelektronenmikroskop

Im REM ist optisch kein Unterschied der Knochenzellen erkennbar (linke
Spalte BC; rechte Spalte BS). Es ist keine spezifische TRAP- Farbung
nachweisbar.
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6 Diskussion
Aus den erhobenen Befunden ergibt sich folgendes Gesamtbild.

Einerseits konnten wir mit rasterelektronenmikrospischen Aufnahmen zeigen, dass
wasserkihlungsfreie Bohrspane im Vergleich zu den mit Wasserkiihlung geernteten
Knochenspanen vermehrte Ablagerung von Kollagenfasern aufweisen. Das lasst die
Vermutung zu, dass wasserspulungsfreie Bohrungen einen positiven Effekt auf die
Knochenregeneration ausiiben. Zudem ergab die Vitalititsmessung mittels WST- 1 Cell
Proliferation Assay (Roche, Deutschland) in Osteoblasten positiven Kulturen, dass Kno-
chenspéane, welche durch den Bone Collector (BC) entnommen wurden, wenige vitale
Zellen hervorbrachten. Das deckt sich mit den Ergebnissen der Arbeitsgruppe von
Graziani, die nur bei der Halfte aller mit Filtern gesammelten Knochenspane vitales Ma-
terial beobachten konnten. Diesen Umstand fihrte man zum einen auf die bakterielle
Kontamination und zum anderen auf die Zellzerstérung aufgrund lokaler Uberhitzung

des Knochens zurtick (Graziani, Cei et al. 2007).

Im Vergleich dazu erscheinen Knochenspéne vitaler, die durch Einmal-Patientenbohrer
(BS) entnommen wurden. Andererseits konnte bei der kollagenspezifischen Farbung
nach Puchtler kein eindeutiges Ergebnis der Kollagen-Typ I-Produktion ermittelt wer-
den. Der beobachtete Zelltyp war in beiden Féllen nicht eindeutig bestimmbar. Es kénn-
te sich um Gewebezellen, wie z. B. Fibroblasten, Osteoblasten oder um mesenchymale
Stammzellen handeln. Auch die TRAP- Farbung lieferte im Vergleich kein eindeutig
aussagekraftiges Resultat. Die Schwierigkeit besteht darin, die entnommenen Kno-
chenspéane bzw. Knochenzellen in einem geeigneten Medium so zu kultivieren, dass
neue Knochenzellen auswachsen kdnnen, ohne dass unerwiinschte Parameter, wie
Bakterien, Pilzsporen, Viren, die Ergebnisse verfalschen (siehe Punkt 6.1). Zwar hat
sich im Bereich der oralen Chirurgie die Verwendung von intraoral gewonnenem Kno-
chenmaterial bewahrt, nur stehen immer noch einige Punkte zur Diskussion. Die Kon-
tamination der Knochenspane mit Bakterien und Speichel, sowie die potentielle lokale
Uberhitzung des Knochens beim Praparieren des Implantatlagers stellen immer noch
ein grolR3es Problem dar. In der hier vorgelegten Studie konnte also nicht eindeutig ge-
zeigt werden, welche der zwei Methoden der Knochengewinnung (BC versus BS) prafe-

riert werden sollte. Beide Methoden scheinen ihre Berechtigung zu besitzen.
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6.1 Effektivitat einer praoperativen Chlorhexidin- Spilung zur Vorbeugung der
bakteriellen Kontamination von Knochenspanen

Um zu analysieren, wie die Mundspillésung Chlorhexidin (CHX) auf die Vitalitat der
entnommenen Bohrspane wirkt, wurden jeweils vier randomisierte Proben (BC versus
BS) vor der Kultivierung mit einer 0,12 %tigen CHX-Spulung behandelt. Die Behandlung
fuhrte laut dieser Messung zu einem fast kompletten Vitalitdtsverlust der Knochenspéa-
ne. Alle vier Proben (egal ob es sich um mit oder ohne Wasserkihlung gewonnene
Bohrspane handelte), die mit Chlorhexidinlésung durchgespltilt wurden, zeigten gegen-
Uber den Kontrollproben nur eine sehr gering messbare Mitochondrienaktivitat. Auch die
lichtmikroskopische Untersuchung der mit Chlorhexidin behandelten Spane zeigte nach

Kultivierung keine lebenden Zellen.

Die praoperative Chlorhexidin- Spulung wird aufgrund ihrer antibakteriellen Wirkung in
verschiedenen Bereichen der Zahnmedizin sehr oft eingesetzt. Bereits in den 70er Jah-
ren konnten Schiott et al in einer Versuchsreihe mit Studenten zeigen, dass eine zwei-
malige Spulung mit 0,2 %iger Chlorhexidinlosung pro Tag eine deutliche Reduktion der
Bakterien in der Mundflora bewirkt. Ab dem 5. Tag konnte eine 95 %ige Reduktion der
Bakterienkolonie gegeniber der Kontrollgruppe gemessen werden. Zuséatzlich wurde
die Hypothese aufgestellt, dass durch die Spulung mit Chlorhexidin zusatzlich die
Plaqueentstehung gehemmt werde (Schiott, Loe et al. 1970). Lambert und Arbeitskolle-
gen untersuchten die praoperative Wirkung von 0,12% Chlorhexidinlosung vor
Implantatinsertion und beobachteten, dass die Komplikationsrate bei der Einheilung des
Knochens nach Implantatinsertion stark gesenkt werden konnte (Lambert, Morris et al.
1997). Kuttenberger et al konnten im Jahre 2005 bei der Implantation von mit einem
Kollektor gewonnen Knochenmaterial nachweisen, dass dieses in 34 von 39 Proben
bakteriell kontaminiert war. Nach einmaliger Spulung des Knochenkollektors mit einer
1 %igen Chlorhexidinldsung konnte eine signifikante Reduktion der bakteriellen Konta-
mination gezeigt werden (Kuttenberger, Hardt et al. 2005). Young et al konnten 2001
und 2002 mit einem strikten Absaugprotokoll, bei dem mit zwei Saugvorrichtungen je-
weils Knochenspane separat vom Speichel geerntet werden zeigen, dass die bakterielle
Kontamination stark gesenkt, aber niemals ausgeschlossen werden kann (Young,
Korachi et al. 2002). Ahnliche Ergebnisse legten Glaser et al im Jahre 2004 vor (Glaser,
Hodel et al. 2004). In allen 50 Proben konnten sie trotz striktem Absaugprotokoll nach
aerober und anaerober Inkubation Bakterienkolonien nachweisen. Auch Kuirkctu und
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seine Arbeitsgruppe konnten in ihrer Studie mit 25 Probanden zeigen, dass eine prao-
perative Spulung mit 0,2 %iger Chlorhexidinlosung die Bakterienzahl der Mundflora re-
duziert, aber sie berichteten im Gegensatz zu Young et al , dass trotz strikten Absaug-
protokoll keine Effektivitat der Spilung gegenuber Anaerobiern und gegeniber dem
fakultativ anaeroben Streptococcus salivarius beobachtet wurde (Kurkcu, Oz et al.
2005). Tezulas et al. behaupteten sogar im Jahre 2008, dass zwar ein striktes Absaug-
protokoll, eine praoperative Chlorhexidin- Spilung und eine Antibiotikaprophylaxe zur
Bakterienreduzierung eingesetzt werden kénnen, aber dennoch keine der Methoden in
der Lage ist, eine Dekontamination der gesammelten Knochenspéane zu erreichen oder
das Risiko einer Infektion auszuschlieRen (Tezulas and Dilek 2008). Bis heute liegen
keine gesicherten Quellen vor, welche Auswirkungen eine Chlorhexidinlésung auf den
Knochen direkt hat. Es wurde nicht gezielt untersucht, welchen Einfluss die CHX- Spu-
lung auf die Vitalitat der Knochenspane besitzt. Lee et al. prasentierten 2010 ihre Er-
gebnisse, die sie bei der Untersuchung von Osteoblasten festgestellt hatten. lhre Ver-
suchsreihe beschaftigte sich mit dem zytotoxischen Effekt, den CHX auf Osteoblasten
ausiubt. Dabei stellten sie fest, dass CHX das Zellwachstum, die Proliferation und die
Kollagensynthese inhibiert. Auf3erdem soll CHX ein signifikantes Potenzial fur
periapikale Toxizitat aufweisen (Lee, Hu et al. 2010).

Zusammenfassend kann man sagen, das Chlorhexidin bereits im Jahre 1970 von Lde
und Schiétt fur seine unspezifische antimikrobielle Wirksamkeit, vor allem fir den
plaguehemmenden Effekt bekannt wurde (Loe and Schiott 1970; Schiott, Loe et al.
1970). Es zeigt eine bakteriostatische und bakterizide Wirkung gegen grampositive Bak-
terien (Jhamb, Nikhil et al.; Young, Korachi et al. 2002) und bakterizide Wirkung gegen
einige gramnegativen Spezies in h6heren Konzentration ab 0,2 % (Hellwig, Klimek et al.
2003). Zum Wirkspektrum gehoéren auch einige Viren (Park and Park 1989; Bernstein,
Schiff et al. 1990; Baqui, Kelley et al. 2001), sowie auch Pilze wie Candida albicans (Ol-
sen 1975; Tobgi, Samaranayake et al. 1987). In einigen wenigen In-vitro Studien konn-
ten aber auch zytotoxische Eigenschaften des Chlorhexidins gegeniber Osteoblasten,
Endothel- Zellen sowie Fibroblasten gezeigt werden (Pucher and Daniel 1992;
Giannelli, Chellini et al. 2008; Lee, Hu et al. 2010). Dieses aber wurde in vivo bisher

nicht belegt.
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Unsere Ergebnisse lassen die Hypothese vermuten, dass Chlorhexidin zwar die bakte-
rielle Kontamination senkt, aber Knochenspéne nach Chlorhexidin-Kontakt avital wer-

den kénnen (siehe Ergebnisse).

6.2 Uberhitzung des Knochens

Ein weiteres Problem stellt die lokale Hitzeentwicklung beim Aufbereiten des
Implantatlagers dar. Zum einen ist eine moglichst schonende Aufbereitung des
Implantatbettes erforderlich, um eine Osseointegration des spateren Implantats zu ge-
wabhrleisten, zum anderen sollten die Bohrspane schonend gesammelt werden. Es gibt
viele Studien, die die Uberhitzung des Knochens genauer untersucht haben. So konn-
ten Lundskog et al im Jahre 1972 schon feststellen, dass eine Hitzenekrose von der
Temperatur und der Einwirkzeit abhéngig ist. Ergebnisse der Untersuchungen dieser
Arbeitsgruppe zeigten, dass eine Temperaturerhhung des Knochens auf Gber 60 °C
fur eine kurze Zeit schon zu bleibenden Schaden fuhrt (Lundskog 1972). Resultate wei-
terer Studien von Matthews et al und Bonfield et al im Jahre 1972 belegen, dass ab ei-
ne Temperatur von Uber 56 Grad Celsius zur Schadigung des Knochen kommt, da bei
dieser Temperatur die alkalische Phosphatase und Kollagen Typ | denaturiert (Bonfield
1968; Matthews 1972). Nach den Studien von Eriksson und Arbeitskollegen in den Jah-
ren 1982-1984 , der sogenannten bone growth chamber konnte wiederum gezeigt wer-
den, dass ab einer physiologischen Temperaturgrenze von 47 Grad Celsius tber die
Dauer von 1 Minute eine Verschlechterung der Knochenregeneration auftreten kann. In
den Versuchen wurde mittels einer vitalmikroskopischen Technik Kaninchen ein Titan-
implantat in die proximale Tibiametaphyse eingepflanzt, das Uber fixierte Glasstabchen
die Beobachtung eines, in einen Hohlraum eingewachsenen Knochenareals in vivo er-
laubte. Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe zeigten, dass bei einer Erhitzung des Kno-
chens auf 47 °C fur 1 Minute eine Knochenresorption von 10 % und fur 5 Minuten sogar
von 30 % auftrat. (Eriksson, Albrektsson et al. 1982; Eriksson and Albrektsson 1983;
Eriksson and Albrektsson 1984). Diese Versuche bezogen sich immer auf Bohrungen
mit entsprechender Wasserkuhlung. Die Hypothese, dass der Knochen bei ungekihlten
niedertourigen Bohrungen nicht geschadigt wird und der Vorteil besteht, dass die resul-
tierenden Knochenspéane so gering wie moglich mit Speichel und Bakterien kontaminiert
werden, wurde bis dato noch unzureichend untersucht. Die Qualitat der Knochenspéane

ist abhangig von der Bohrmethode, der Geschwindigkeit, dem Kraftaufwand beim Auf-
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bereiten des Implantalagers und von der Art bzw. dem Vorhandensein des Kuhlsys-
tems. Das war die Schlussfolgerung von Jeong et al. nach Bohrversuchen am Rinder-
knochen. Es wurden 2 Gruppen A und B gebildet. Dabei wurden in der Gruppe A Boh-
rungen mit 1500 rpm und in Gruppe B Bohrungen mit 800 rpm durchgefuhrt. Als Ergeb-
nis wurde festgehalten, dass es zum einen keinen Unterschied in der Form bzw. Gréi3e
der gesammelten Knochenspane gegeben hat, zum anderen wiesen die Proben keinen
Unterschied in der Qualitat in Bezug auf Vitalitat, bzw. Nekrose auf (Jeong, Kim et al.
2009). Kim et al 2010 fuhrten in vitro niedrigtourige Bohrungen an Schweinerippen mit
50 rpm ohne Wasserkiihlung durch mit dem Ergebnis, dass keine lokale Uberhitzung
des Knochens festgestellt werden konnte und damit keine Nekrosen bzw. Denaturie-
rungen ersichtlich wurden (Kim, Yoo et al.). Auch Wahlmann und Detsch konnten im
Jahre 2008 in unveroffentlichten Vorversuchen an der Schweinehifte zeigen, dass
niedrigtourige Bohrungen ohne Wasserkihlung, vitale Bohrspane hervorbringen
(Wahlmann and Detsch 2008). Reichert und Wahlmann présentierten im Sommer 2008
beim ,Implantologischen Nachmittag“ des Zahnarztlichen Bezirksverbandes Oberpfalz
am Universitatsklinikum Regensburg in einem gemeinsamen Vortrag erste Studiener-
gebnisse lber den Nachweis von Osteoblasten aus Knochenspénen unterschiedlicher
Gewinnungsmethoden (Reichert, Wahlmann et al. 2008).

Unsere vorgelegte Studie ist die erste in vivo Studie, die mit niedrigtouriger Bohrung
gesammelten Knochenspane auf Vitalitdt untersucht. Deshalb ist ein Vergleich mit an-
deren Studien in dieser Hinsicht nicht mdglich. Wir konnten zwar zeigen, dass kih-
lungsfreie Bohrungen vermehrte Ablagerung von kollagenfaserigen Strukturen aufweist
und deutlich héhere Anteile an vitalen Zellen im Vergleich zu mit Bone Collectoren ge-
wonnen Knochenspane besitzen. Die Problematik, dass eine grof3e Anzahl von Proben
aus beiden Gruppen kein Zellwachstum und somit kein Anzeichen der Vitalitat nach 28-
tagiger Kultivierung aufwiesen, lasst aber keine eindeutige Aussage formulieren. Diese
Tatsache konnte man, wie bereits erwahnt, zum einem auf die bakterielle oder Pilz-
Kontamination, zum anderen auf die lokale Uberhitzung des Knochenbettes zurtickfiih-
ren. Es kdnnte aber auch, und das ist wahrscheinlicher, bedeuten, dass es nicht gelun-
gen ist, die Knochenzellen anzuziichten bzw. vorhandene Vitalitat in allen Proben nach-
zuweisen. Die einzige Hypothese, die diese Arbeit erlaubt ist, dass durch niedrigtourige

Trockenbohrung entnommene Knochenspane &ahnlich gut verwendbar sind, wie die
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durch den Bone Collector gefilterten bei konventionellem Bohrprotokoll. Beide
Entnahmetechniken sind somit fir die Knochengewinnung geeignet.

7 Zusammenfassung

Ziel dieser Studie ist die vergleichende Untersuchung zur Gewinnung vom partikulierten
Knochen im Rahmen von enossalen Implantationen. Dabei soll die Wertigkeit (Vitalitat,
Kollagen | Synthese, ALP- Aktivitat) des bei beiden durchgefihrten Methoden anfallen-
den Bohrspane verglichen werden. Die bei der Implantatbettaufbereitung anfallenden
Bohrspane werden gewonnen und evaluiert. Einerseits geschieht dies hochtourig mit
den Originalfrasern unter Kihlung durch isotonische Losung und mit Hilfe des Kno-
chenkollektors (BONE TRAP®, Fa. ASTRA). Zum anderen wird das Material durch di-
rekte Knochenspansammlung mit einem Einmalbohrer wahrend niedertouriger Frasung
bei 300 rpm ohne Wasserkiihlung gewonnen. Zu diesem Zweck wird das aufgefangene
Knochenmehl gewogen, in eine Nahrldsung verbracht, beurteilt und in einer Zellkultur
behandelt. Die Vitalitat des aufgefangenen Knochens, die fur die klinische Anwendung
bedeutsam erscheint, wird anhand verschiedener Parameter nach vier Wochen
Anzlchtung in der Zellkultur bestimmt. Es konnte gezeigt werden, dass die Bohrspéane
bezuglich Vitalitat und Differenzierung bei beiden Gewinnungsmethoden gleichwertig zu
betrachten sind. Bei der Kultivierung der Knochenspane wurde auch die Problematik
ersichtlich, dass trotz prophylaktisch getroffener MalRnahmen (z.B. Antiobiotikazusatz
im Nahrmedium) unerwiinschte Faktoren (Bakterien, Pilzsporen Blutzellen), die Ergeb-
nisse beeinflussen kénnen. Gegenstand einer weiteren Untersuchung ist es, die Wir-
kung von Chlorhexidin hinsichtlich der Vitalitdt der Knochenspéne zu erfassen. Die Eva-
luation der Bohrspane nach Chlorhexidinbehandlung lasst uns die Vermutung aufstel-
len, dass zwar durch CHX die Kontamination der Knochenzellen mit Bakterien reduziert

wird, aber die Knochenzellen dadurch avital werden kénnen.
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Anhang

8 Randomisierungsliste

Randomliste 1

Nr. Therapie fiir das Implantat auf der linken Seite Datum der Randomisation Unterschrift

1 Implantatbohrer mit Wasserkiihlung 120

2 Implantatbohrer mit Wasserkiihlung ] ]20

3 Implantatbohrer mit Wasserkiihlung |l _120

4 Einmalbohrer ohne Wasserk(ihlung 120

5 Implantatbohrer mit Wasserkiihlung 120

6 Implantatbohrer mit Wasserkiihlung 120 __

7 Einmalbohrer ohne Wasserkiihlung |l _120___

8 Einmalbohrer ohne Wasserk(ihlung 120

9 Implantatbohrer mit Wasserkiihlung 120

10 Einmalbohrer ohne Wasserk(ihlung 120 __
Randomliste 2

Nr. Therapie fiir das Implantat auf der linken Seite Datum der Randomisation Unterschrift

1 Einmalbohrer ohne Wasserkiihlung mit Chlorhexidin |l 120___

2 Einmalbohrer ohne Wasserkiihlung mit Chlorhexidin |l 120_

3 Einmalbohrer ohne Wasserkiihlung mit Chlorhexidin |l 120_ __

4 Implantathohrer mit Wasserkiihlung mit Chlorhexidin |l 120_

Vi
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