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Histologische Untersuchung einer neuen
extrazellularen Matrixmembran zur
gesteuerten Knochenregeneration: Eine
experimentelle Studie an Kaninchen

Adel Al-Asfour, DDS'/Pentti Tengvall, PhD?
Lars Andersson, DDS, PhD, Dr. odont.?
Christer Dahlin, DDS, PhD, Dr. odont.*

In dieser Studie wurde eine gesteuerte Knochenregeneration an 18 erwachsenen
weiBen Neuseeland-Kaninchen vorgenommen. Dabei wurden die histologische
Durchfiihrbarkeit und die biologischen Auswirkungen der TiOs-Imprégnierung
einer extrazellularen Matrixmembran (ECM-Membran) untersucht. In unbezahn-
ten Oberkieferbereichen der Kaninchen wurden bilateral Knochendefekte
erzeugt und mit demineralisiertem gefriergetrocknetem Knochen (DFDB)
aufgefiillt. Die ECM-Membran wurde randomisiert mit einer kochsalzhaltigen
Lésung mit 3 mg TiO,-Partikeln vorbehandelt. Auf der kontralateralen Seite
diente eine Standard-ECM-Membran als Kontrolle. Die Einheilphasen betrugen
zwei, vier und acht Wochen. AnschlieBend wurden die Bereiche histologisch und
histomorphometrisch analysiert. Folgende Parameter wurden untersucht: (1)
Bereich mit Entziindungszellen neben der ECM-Membran, (2) in die ECM-Memb-
ran eingewachsene Zellen und (3) TiO,-Partikel in der ECM-Barrieremembran.
Insgesamt traten in beiden Gruppen keine unerwiinschten Reaktionen auf die
ECM-Membranen auf. Die TiO-Partikel waren auch nach achtwéchiger Einhei-
lung noch histologisch in der ECM-Membran nachweisbar, wodurch diese gut zu
erkennen war. Die histomorphometrische Analyse erbrachte eine geringe Anzahl
von Entziindungszellen an der ECM-Oberflache bei ausreichendem Erhalt und
Integration der Barriere. Die Imprégnierung einer ECM-Membran mit kontrastge-
benden TiOy-Partikeln ist in In-vivo-Modellen sehr hilfreich fiir den Nachweis
dhnlicher biologischer Materialien. (Int J Par Rest Zahnheilkd 2013;33:169-175.)
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In den vergangenen Jahren wurden
bei der gesteuerten Knochenrege-
neration (GBR) zahlreiche Memb-
ranen erfolgreich eingesetzt. Diese
bestehen aus nicht resorbierbaren
Materialien, wie expandiertem Poly-
tetrafluorethylen (e-PTFE), oder sind
bioresorbierbar, wie Membranen aus
Dura mater, Polylaktat, Polyglykolat
und Polyurethan'. Ein als Barriere
verwendetes Material soll vor allem
das Wachstum und die Expression
bestimmter osteogener Zellen for-
dern und das Einwachsen von Weich-
gewebsanteilen verhindern. Fir das
Membranmaterial sind daher seine
strukturelle Integritdt und seine Bio-
kompatibilitat besonders wichtig.
Zunachst waren e-PTFE-Barriere-
membranen der Goldstandard bei
der GBR? ™. Nachteile bei der Ver-
wendung dieses Materials waren je-
doch der erforderliche Zweiteingriff
zur Materialentfernung und das héhe-
re Expositionsrisiko wéhrend der Hei-
lung, das Schaden an den Geweben
hervorrufen konnte®®. Daher wurden
biologisch abbaubare Membranen
entwickelt’. In klinischen und In-vivo-
Studien wurden zahlreiche derartige
Membranen untersucht®'!. Auf-
grund der guten Ergebnisse und der
geringen Komplikationsrate sind re-
sorbierbare Membranen inzwischen
in den meisten klinischen Situationen
das Material der Wahl. Vor Kurzem
erbrachte eine neue Membran aus in-
takter extrazellulédrer Matrix (ECM) aus
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Abb. 1

der Submukosa des Schweinediinn-
darms vielversprechende klinische
und experimentelle Ergebnisse'?"°.
Die ECM-Membran soll als biologi-
sches Geriist die Reparatur der be-
schadigten und erkrankten Gewebe
und Organe mit strukturell und funk-
tionell dhnlichem Gewebe férdern.
Da die ECM-Membranen jedoch in
der Struktur und dem Ursprung die-
sen Geweben ahnlich sind, wird die
histologische Analyse des Heilungs-
prozesses bei ihrer Verwendung er-
schwert. Da ECM biologischen Ur-
sprungs ist, farbt es fast genauso an
wie das lokale Wirtsgewebe. In der
hier vorgestellten Studie wurde die
Verwendung einer ECM-Membran
bei GBR-Verfahren in einem experi-
mentellen Tiermodell morphologisch
untersucht.

Material und Methode

Tiere und Anésthesie

Fur diese Studie wurden 18 erwach-
sene (alter als sieben Monate) weif3e
Neuseeland-Kaninchen verwendet.

Experimenteller Defekt im Oberkiefer eines Kaninchens.

Abb. 2 Mit einer kochsalzhaltigen Lésung mit TiO-Partikeln vor-

behandelte ECM-Membran. DM = DynaMatrix.

Die Tiere wurden in speziellen, ge-
eigneten Rdumen gehalten, hatten
Wasser zur freien Verfligung und er-
hielten Standard-Laborfutter.

Praoperativ erhielten die Tiere ei-
ne Allgemeinanasthesie nach Stan-
dardprotokoll.

Die Lokalanasthesie erfolgte mit
1 ml 2,0 % Lidocainlésung mit Ad-
renalinzusatz. Postoperativ erhielten
die Tiere drei Tage lang einmalig
intramuskular Antibiotika (Penicillin
2250000 IE/5 ml, 0,1 kg Korperge-
wicht, LEO Pharma) und Analgetika
(0,05 mg/kg Temgesic, Reckitt und
Colman). Das Protokoll fir Tierver-
suche des Animal Research Centre,
Health Sciences Center, Kuwait Uni-
versity, Kuwait City, Kuwait, wurde
strikt befolgt.

Chirurgisches Vorgehen

Als Test- und Kontrollstellen wurden
bilateral die unbezahnten Bereiche
zwischen den oberen Schneidezah-
nen und Molaren ausgewéhlt. Der
Knochen wurde mit 10 cm langen
Inzisionen zwischen der bukkalen

und palatinalen Mukosa freigelegt,
Mukoperiostlappen abgehoben und
mit einem Rundbohrer unter Koch-
salzsplilung Defekte mit einer GréBe
von 5 x 8 x 3 mm angelegt (Abb. 1).
Die Defekte wurden mit DFDB in ei-
nem thermoplastischen Carrier (Dy-
naBlast, Keystone Dental) aufgefiillt.

AnschlieBend wurde der Defekt
mit einer ECM-Membran (DynaMat-
rix, Keystone Dental) abgedeckt, die
randomisiert mit einer Kochsalzlo-
sung mit 3 mg Titandioxidpartikeln
(TiOy) (Sigma-Aldrich) vorbehandelt
wurde (Abb. 2). Als Kontrolle dien-
te eine Standard-ECM-Membran
auf der kontralateralen Seite. Die
Wunden wurden mit resorbierbaren
5-0-Faden (Vicryl, Johnson & John-
son) verschlossen.

Nach zwei, vier bzw. acht Wochen
wurden die Tiere euthanasiert. Die
experimentellen Bereiche wurden
entnommen und fir 24 Stunden in
einen Cacodylatpuffer (0,1 mol/l;
ph = 7,4) mit Paraformaldehyd 2,5 %
und Glutaraldehyd 0,1 % gegeben.
Alle Proben wurden unmittelbar nach
der Entnahme radiologisch unter-
sucht.
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Verarbeitung und Untersuchung
der Gewebe

Die Proben wurden mit Ethylendi-
amintetraessigsdure (15 %) fur zwei
Wochen dekalzifiziert und der Erfolg
radiologisch bestatigt. Nach Dehyd-
rierung in einer aufsteigenden Alko-
holreihe wurden die Proben in Par-
affin eingebettet, geschnitten (3 bis
5 pm) und mit Hédmatoxylin-Eosin und
modifiziertem Anilinblau nach Mallo-
ry angefarbt.

Lichtmikroskopie und
Histomorphometrie

Die lichtmikroskopischen Untersu-
chungen erfolgten mit einem Leitz-
Aristoplan-Lichtmikroskop  (Leitz
Wetzlar) und die histomorphometri-
schen Analysen mit einem Leitz Mi-
crovid (Leitz Microvid), das mit dem
Mikroskop und einem Computer ver-
bunden war. Die Messungen wurden
mit einem geeigneten Objektiv und
einem 2,5-fachen Zoom direkt im
Okular des Lichtmikroskops durchge-
fihrt'®.

Durch ein in das Okular gesetz-
tes Raster wurde eine Region of In-
terest (ROI) festgelegt. Sie enthielt
die Barrieremembran und das sie
umgebende Gewebe. Insgesamt
wurden finf ROIs definiert. Fir jeden
Bereich wurde die umgebende Bin-
degewebskapsel und die Anzahl der
Entziindungszellen berechnet und
anschlieBend jeweils als Mittelwert
fur jeden Bereich und jeden Defekt
angegeben (anhand der drei Schnitte
aus jedem Defekt).

Statistische Auswertung

Die statistische Signifikanz wurde mit
dem Student-Newman-Keuls-Vari-
anztest mithilfe der Nullhypothese

untersucht. Eine statistische Signifi-
kanz bestand bei P < 0,05.

Ergebnis

Alle Tiere erholten sich wéhrend der
festgelegten Einheilzeiten gut von
der Operation. Es waren weder si-
gnifikante Gewichtsabnahmen und
oder postoperative Infektionen zu
verzeichnen. Keines der Tiere war
wéhrend der Heilungsphase verhal-
tensauffallig.

Histologie

Allgemeine Befunde

Typische histologische Schnitte des
Oberkiefers enthielten die mediale/
inferiore Knochenwand, den zen-
tralen Schneidezahn superior des
Schnitts und den experimentellen
Bereich. Die ECM-Membranen la-
gen auf der Oberflache des lateralen
Knochens und des experimentellen
Defekts. Die nicht vorbehandelten
ECM-Membranen lieBen sich nur
schwer vom angrenzenden Gewebe
unterschieden. Es fanden sich keine
offensichtlichen Zeichen einer loka-
len Entziindungsreaktion oder asso-
ziierter unerwiinschter Effekte auf die
Nachbargewebe. In der frihen Hei-
lungsphase war eine Vaskularisierung
mit Einwachsen und Reifung von
GefaBen aller Arten von Arteriolen,
Venolen und Kapillaren in der Bar-
rieremembran zu erkennen (Abb. 3
bis 5). AuBerdem waren die Defekte
vollsténdig mit den DFDB-Partikeln
aufgefillt. Die Heilung ging mit einer
unterschiedlich starken Knochenneu-
bildung und Osteoblastensdumen
an den Partikeln mit nachfolgender
Bildung von Geflechtknochen und
zunehmender Mineralisierung einher.

Beobachtungen nach zwei
Wochen

Zu diesem Zeitpunkt der_Heilung
fanden sich an der ECM-Membran
nahezu keine Entziindungszellen und
keine Zeichen einer Degradation. In
der Barrieremembran waren einige
kleine Kapillaren zu erkennen. In den
Defekten fanden sich erste Osteo-
blasten und eine Osteoidbildung an
den Wanden.

Beobachtungen nach vier Wochen
Nach vier Wochen bestand eine stér-
kere osteogene Aktivitat. Der neuge-
bildete Knochen bedeckte groBere
Bereiche, und die Rdume zwischen
den DFDB-Partikeln waren durch Ge-
flechtknochen Uberbriickt. Die ECM-
Membran war auch weiterhin gut in-
tegriert mit vermehrter Neovaskulari-
sierung durch Kapillaren, Arteriolen
und Venolen (Abb. 4). Das umgeben-
de Bindegewebe enthielt keine Ent-
ziindungszellen, sondern eine relativ
dichte Lage aus Kollagenfasern. Die
TiO2-Partikel waren auch weiterhin in
der ECM-Membran vorhanden und
nicht in die umgebenden Gewebe
gewandert.

Beobachtungen nach acht Wochen
Nach acht Wochen war der Kno-
chen in den Defekten reifer. Es war
ein aktiver Knochenumbau zu erken-
nen. Durch die Reorganisation des
Knochens entstand allmahlich eine
einheitlichere Markhdhle mit umge-
bendem Lamellenknochen, sodass
die urspriingliche Knochenkontur
wiederhergestellt wurde. Auch die
ECM-Membran war vollstéandig in die
Nachbargewebe integriert und nur
noch durch die TiOp-Impragnierung
zu erkennen (Abb. 3 und 5). Es fan-
den sich weiterhin keine Hinweise auf
eine Degradierung oder Migration
der TiO»-Partikel.
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Abb. 4 Lichtmikroskopische Ansicht einer ECM-Membran ohne
TiO2-Partikel nach achtwéchiger Heilung. Die Barriere ist gut integ-
riert und weist keine entziindliche Reaktion auf. Die Ahnlichkeit des
Membranmaterials mit dem angrenzenden Gewebe ist erkennbar.

Abb. 3 Schleifprdparat nach vierwéchiger Heilung mit gut integ-
rierter ECM-Membran. Zu erkennen sind eingesprosste Kapillaren

und Venolen sowie die TiO»-Partikel als dunkle Flecke.in der Mem-
bran. Es gibt keine entziindliche Gewebsreaktion. DM'=:DynaMat-
rix-Membran; CT = Bindegewebe.

o O s Car? S B i
Abb. 5 Histologisches Préparat einer TiO-impréagnierten Memb-
ran (achtwéchige Heilung) mit der ROI der morphometrischen Ana-
lyse. DM = DynaMatrix-Membran; CT = Bindegewebe; ROl = Regi-
on of Interest.

DM = DynaMatrix-Membran; CT = Bindegewebe.

Morphometrische Analyse

Die morphometrischen Messungen
ergaben eine geringe Anzahl von
Entziindungszellen an der Barriere-
membran. Es fand sich kein signi-
fikanter Unterschied zwischen den
TiOo-imprégnierten Membranen und
den (unbehandelten) Kontrollmemb-
ranen. Auch wahrend der jeweiligen
Heilungsphasen ergaben sich keine
statistisch signifikanten Unterschiede
(Tabelle 1 bis 3).

Diskussion

Bei einer GBR eingesetzte Barriere-
membranen mussen bestimmte Kri-
terien erfiillen, wie Biokompatibilitat,
Zellokklusion, Platzerhalt, Adaption,
einfache Anwendung und Integrati-
on in das Gewebe. Gerade die letzte
Eigenschaft ist entscheidend fiir eine
frihe Integration der Gewebe'’. In
der vorliegenden Studie wurde eine
ECM-Barrieremembran mit und ohne
kontrastgebende TiOj-Partikel ver-
wendet. Das Material wurde so aus
der Submukosa des Diinndarms von

Schweinen hergestellt, dass die Inte-
gritdt und die natirlich exprimierten
Molekile der extrazellularen Matrix,
wie die Kollagene (Typen |, llI, IV und
VI), Glykosaminoglykane und ver-
schiedene Wachstumsfaktoren, erhal-
ten blieben' '8 Vor Kurzem wurde
mit gutem Ergebnis untersucht, ob
ECM-Membranen in der Mundhdhle
zum Erhalt der befestigten keratini-
sierten Gingiva und von Transplan-
taten bei GBR-Verfahren geeignet
sind'>'?. In der vorliegenden Studie
wurden die ECM-Membranen rasch
integriert und |6sten kaum entziind-
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IE 1 R Gewebsreaktionen um die TiO,-
impragnierten ECM-Membranen
nach 2 Wochen

IELEERE Gewebsreaktionen um die ECM-
Membranen nach 2 Wochen

ECM 1 2 3 4 5 6 ECM 1 2 3 4 5 6
Mittlere Dicke 1,8 1,5 423 1,1 3,3 0,9 Mittlere Dicke 1,9 1,7 0,8 23 1,6 1,5
(um) (um)

Mittlere Zellzahl 13 <5 <5 <5 <5 <5 Mittlere Zellzahl <5 1 <5 <5 7 <5
(Entziindungs- (Entzindungs-
zellen) zellen)

IEL | PE Gewebsreaktionen um die ECM- 1IE = P Gewebsreaktionen um die TiO,-
Membranen nach 4 Wochen impragnierten ECM-Membranen
nach 4 Wochen

ECM 1 2 3 4 5 6 ECM 1 2 3 4 5 6
Mittlere Dicke 1,8 1,5 4,2 1,1 3,3 0,9 Mittlere Dicke 1,9 1,7 08 23 1,6 1,5
(um) (um)

Mittlere Zellzahl <5 <5 6 6 <5 <5 Mittlere Zellzahl <5 11 7 <5 <5 <5
(Entziindungs- (Entziindungs-
zellen) zellen)

1E 1k W Gewebsreaktionen um die TiO,-
impragnierten ECM-Membranen
nach 8 Wochen

1E] 1|k Gewebsreaktionen um die ECM-
Membranen nach 8 Wochen

ECM 1 2 3 4 5 6 ECM 1 2 3 4 5 6

Mittlere Dicke (um) 16 1,5 12 1,1 03 09 Mittlere Dicke (um) 12 15 07 22 13 1.2

Mittlere Zellzahl <5 <5 6 6 <5 <5 Mittlere Zellzahl <5 8 <5 <5 6 <5
(Entziindungs- (Entziindungs-
zellen) zellen)
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liche Reaktionen aus. Bemerkenswert
war, dass das Material vom Nach-
bargewebe leicht unterschieden
werden konnte, wenn es mit TiO»-
Partikeln imprégniert worden war.
Durch seinen biologischen Ursprung
farbt die Membran histologisch mit
H&matoxylin-Eosin und Toluidinblau
genauso an wie das umgebende
Bindegewebe. Histomorphometrisch
ergaben sich keine unerwiinschten
Effekte der TiO,-Partikel. Die ECM-
Membran fihrte im Vergleich zu
autogenen Gingivatransplantaten
zu einem vorhersagbaren Ergebnis
bezliglich der Breite der keratini-
sierten Gingiva. In einer aktuellen
Studie von Kim et al."” wurde die
ECM-Membran in Kombination mit
demineralisierter Knochenmatrix fir
den Alveolarkammerhalt untersucht.
Die klinischen und histologischen
Ergebnisse waren zufriedenstellend.
Nach sechsmonatiger Heilung wur-
den Hart- und Weichgewebsproben
entnommen und dabei keine Uber-
reste der Membranen gefunden.
Dies widerspricht den Ergebnissen
der vorliegenden Studie, was jedoch
daran liegen kénnte, dass die ECM-
Membranen in den histologischen
Schnitten aufgrund der groBen Ahn-
lichkeit mit den Nachbargeweben
nur schwer nachzuweisen waren. Das
vorgestellte Modell wurde bereits
zur Untersuchung der Regeneration
von Defekten mit und ohne Platzie-
rung einer Barrieremembran verwen-
det?®. Normalerweise heilt ein Defekt
spontan innerhalb von vier Wochen,
allerdings mit einer persistierenden
bukkalen Konkavitdt des Oberkie-
fers?"??_In der vorliegenden Studie
wurde das experimentelle Modell zur
Untersuchung der Morphologie und
Funktion der ECM-Membran verwen-
det. AuBerdem wurde ermittelt, ob
eine Imprégnierung der Membran
mit TiO,-Partikeln, die als Marker die-
nen, vertraglich ist. TiOy wirkt sich im
Kontakt mit den Nachbargeweben

nachweislich antiphlogistisch aus?3.

In dieser Studie fanden sich keine ne-
gativen Auswirkungen im Sinne einer
Entziindung oder gestdrten Gewebs-
organisation. Eine mit kontrastge-
benden TiOo-Partikeln imprégnierte
ECM-Membran kann dazu dienen,
diese Membran in In-vivo-Modellen
von ahnlichen Materialien abzugren-
zen. Die ECM-Membran ohne TiO»-
Partikel hatte fast keine entziindliche
Wirkung.

Schlussfolgerungen

Histologisch war das Transplantatma-
terial in den experimentellen Defek-
ten durch die ECM-Membranen gut
erhalten und ausgezeichnet integ-
riert. Aufgrund dieser Eigenschaften
ist die ECM-Membran fur die GBR
und Weichgewebsaugmentation ge-
eignet.
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