Biokompatibilitdt und Biodegradation einer nativen, porkinen Perikardmembran.
Ergebnisse einer in-vitro/in-vivo Untersuchung.
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Das Prinzip der gesteuerten Gewebe- und
Knochenregeneration ist seit vielen Jahren zur Behandlung
von Knochen- und Parodontaldefekten etabliert. Als
Barrieren zur Abschirmung des Weichgewebes und Epithels
haben sich neben nicht resorbierbaren Materialien vor
allem native und quervernetzte Kollagene durchgesetzt, die
sich  zum Teil jedoch deutlich hinsichtlich ihrer
Barrierefunktion und Biokompatibilitat unterscheiden. Ziel
der vorliegenden Pilotstudie war die in-vitro und in-vivo
Untersuchung einer neuartigen nativen Kollagenmembran,
welche aus porkinem Perikard gewonnen wird.

Drei unterschiedliche native Kollagenmembranen (Jason®
Kollagenmembran [JM], botiss dental GmbH, Berlin, Bio
Gide® [BG], Geistlich Biomaterials, Wolhusen, Schweiz und
Tutodent® [TD], Zimmer Dental, Freiburg] wurden mit
1*10* SaOs-2 Osteoblast-like Zellen inkubiert und nach 2
Stunden, 3 und 7 Tagen die Proliferation der Zellen auf der
Oberflache bestimmt. Im Falle von JM und BG erfolgten
zudem eine Beurteilung des morphologischen Aufbaus im
Rasterelektronenmikroskop ~ und  eine  histologische
Untersuchung der Biodegradation 4, 8, 12 und 24 Wochen
nach lateraler Augmentation im Hundemodell.

In-vitro zeigte sich eine deutliche Proliferation der Zellen
auf JM und TD, welche derjenigen auf BG signifikant
Uberlegen war (P < 0,05, ANOVA). Rasterelektronen-
mikroskopisch  war bei JM ein interkonnektives
Porensystem erkennbar, wahrend BG eher einen faserigen
Aufbau zeigte. Beide Membranen waren an der Oberflache
von einer zellokklusiven, kompakteren Schicht bedeckt. In-
vivo wurden beide Membranen reizlos in das umliegende
Gewebe integriert. Dabei zeigte sich eine deutliche
Biodegradation innerhalb von vier bis acht Wochen bei BG.
Die Resorption von JM fand mafgeblich innerhalb der
ersten acht bis zwdlf Wochen statt.

Es konnte geschlussfolgert werden, dass alle untersuchten
Membranen eine hohe Biokompatibilitat aufweisen. JM und
BG werden entzuindungsfrei innerhalb von 8 (BG) bzw. 12
Wochen (JM) resorbiert.
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EINLEITUNG

Die orale Rehabilitation mit implantatgetragenem
Zahnersatz setzt ein addquates Knochen- und
Weichgewebslager voraus, um eine hohe
Einheilwahrscheinlichkeit, aber auch eine ausreichende
Langzeitstabilitat zu gewahrleisten. Dem stehen vor allem

die dimensionalen Hartsubstanzverluste nach
Zahnextraktion und  der entziindlich  bedingte
Knochenabbau im  Rahmen von  marginalen
Parodontitiden gegeniiber [1, 2]. Neben autogenen
Knochentransplantaten hat sich zur Augmentation von
Knochendefekten die Verwendung von Knochenersatz-
materialien etabliert, welche osteokonduktiv in die
regenerierende Knochenmatrix eingebaut werden [3]. Um
die Regeneration des Defektraumes bzw. augmentierten
Materials zu verbessern, kann das Augmentat gegen das
umgebene Bindegewebe durch Einlagerung von
Membranen im Sinne der gesteuerten
Knochenregeneration abgeschirmt werden [4, 5].
Hierdurch wird eine bindegewebige Organisation des
Augmentationsmaterials vermieden und ein verbesserter
kndcherner Umbau ohne starken VVolumenverlust erzielt.
Als Membranmaterial bietet sich vor allem Kollagen an,
da es eine hohe Biokompatibilitdt zeigt, vom Korper
resorbiert  wird und ein  Zweiteingriff  zur
Membranentfernung entfallt [6].

Betrachtet man die Summe der derzeit auf dem Markt
erhéltlichen Kollagenmembranen, so unterscheiden sie
sich vor allem hinsichtlich ihres Ursprungsgewebes und
der Nativitdt bzw. Art der Quervernetzung. Als
Spendergewebe etabliert sind vor allem bovines und
porkines Kollagen Typ I und I1. Dieses unterliegt je nach
Ursprungsgewebe jedoch einer schnellen Resorption [7].
Eine  resorptionsverzégernde  Quervernetzung  der
Kollagenfibrillen kann die Resorptionsdauer verlangern,
ist jedoch mit einer schlechteren Gewebsintegration und
BlutgefaRinvasion vergesellschaftet. Zudem wurde ein
vermehrtes Auftreten von Entzlindungszellen nach
Implantation quervernetzter Kollagene beobachtet [8].
Membranen aus Perikardgewebe weisen aufgrund ihres
sehr kompakten Ursprungs bereits rein physikalisch eine
gewisse Resorptionsstabilitat auf. Andererseits zeigen sie
eine nur sehr verzégerte Penetration von BlutgefaRen [9],
welche die Knochenregeneration im Sinne einer
transmembranaren Angiogenese unterstiitzen konnte.

Ziel der vorliegenden Untersuchung war die
experimentelle Bewertung einer neuartigen porkinen
Perikardmembran, welche aufgrund ihrer nativen Struktur
eine hohe Biokompatibilitdt aufweisen, wegen ihres
kompakten Ursprungsgewebes jedoch nur langsam
resorbiert werden und dennoch eine schnelle
transmembrandre Angiogenese ermdglichen soll.



MATERIAL UND METHODEN

Je vierundzwanzig ausgestanzte Proben (Durchmesser 5,5
mm) dreier unterschiedlicher nativer Kollagenmembranen
(Jason® Kollagenmembran [JM], botiss dental GmbH,
Berlin; Bio Gide® [BG], Geistlich Biomaterials,
Wolhusen, Schweiz und Tutodent [TD], Zimmer Dental,
Freiburg] wurden fiir 5 min in PBS rehydriert und in 96-
Well non-binding Zellkultursysteme eingebracht. Die
Fixierung am Wellboden erfolgte mittels steriler PMMA.-
Ringe. AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit 1*10*
Sa0s-2 Osteoblast-like Zellen in DMEM (Dulbeccos
Modified Eagles Medium, Cambrex Bio Science,
Vervies, Belgien), 10 % FKS (Fetales Kalberserum,
Gibco, Life Technologies GmbH, Karlsruhe) und 1 %
Penicillin/Streptomycin (Gibco, Life Technologies
GmbH, Karlsruhe) inkubiert. Die Kultivierung erfolgte
standardisiert bei 5 %-iger CO,-Konzentration, gesattigter
Luftfeuchtigkeit und 37 Grad Celsius im Brutschrank. Ein
Mediumwechsel erfolgte am dritten Tag des Sieben-
Tage-Ansatzes. Nach zwei Stunden, drei und sieben
Tagen Kulturdauer wurde die LDH-Konzentration im
Well iiber einen speziellen LDH-Assay (CytoTox 96°
non-radioactive cytotoxicity assay, Promega, Mannheim)
photometrisch bestimmt und die entsprechende Zellzahl
anhand einer Standardkurve errechnet. Zur statistischen
Analyse der Daten diente das Statistikprogramm SPSS.
Das Signifikanzniveau wurde auf p<0,05 festgelegt.

Im Falle von JM und BG erfolgte zusétzlich zur
Zellkultur eine Beurteilung des morphologischen
Aufbaus. Hierfir wurden die Membranen mit einer
Schere zerkleinert, auf einen Kohletrager aufgebracht und
mittels eines Low Voltage Cool Sputter Coater mit Gold
einer Schichtdicke von 30 nm bedampft. AnschlieRend
erfolgte die Beurteilung der Oberflachenmorphologie
unter Verwendung eines Rasterelektronenmikroskopes
(Zeiss DSM 950).

Drei Monate nach Zahnextraktion und Defektsetzung im
seitlichen anterioren Oberkiefer wurde bei vier Hunden in
Intubationsnarkose beidseits nach krestaler
Schnittfiihrung ein Mukoperiostlappen gebildet und 0,5
ccm  eines  xenogenen  Knochenersatzmaterials  der
GranulatgroRe 0,5 — 1 mm lateral auf den Kieferkamm
aufgebracht. Die Augmentate wurden mit JM oder BG
(Jason® Kollagen Membran, botiss) im Sinne der
gesteuerten  Knochenregeneration abgedeckt. Dabei
erfolgte die Rehydrierung von JM vor Applikation, BG
wurde erst nach Applikation mit steriler NaCl rehydriert.
Der Lappen wurde nach Periostschlitzung readaptiert und
der Zugang mittels resorbierbarer Naht (PGA Resorba®,
Resorba, Nirnberg) speicheldicht verschlossen. Nach 4,
8, 12 und 24 Wochen wurden die entsprechenden
Kieferabschnitte zur weiteren histologischen
Aufarbeitung enthommen. Die Gewebe wurden in
Formalin fixiert, in einer aufsteigenden Alkoholreihe
entwéssert und hartgewebshistologisch aufbereitet [10].
Die Beurteilung der histologischen Schnitte erfolgte nach
Toluidinblaufarbung unter einem Durchlichtmikroskop
(BX50, Olympus, Hamburg, Deutschland) in Verbindung

mit einem Videoaufsatz (SIS Color View2, Soft Imaging
System GmbH, Munster, Deutschland). Zur Auswertung
wurde eine spezielle Software (SIS analySIS Auto
Software 3.2, Soft Imaging System GmbH, Munster,
Deutschland) verwendet.

ERGEBNISSE

Die Ergebnisse der in-vitro Untersuchungen sind in Abb.
1 dargestellt. Nach 2 Stunden zeigte JM signifikant
héhere Werte als TD und BG (P<0,05). Nach 3 Tagen
wies TD die signifikant hdchsten Werte auf (P<0,05),
wahrend bei JM und BG ein initialer Abfall der
Messwerte feststellbar war. Nach einer maximalen
Inkubationszeit von 7 Tagen waren JM und TD der BG-
Gruppe signifikant Gberlegen (P<0,05, ANOVA).

In der rasterelektronenmikroskopischen Analyse zeigten
sich deutliche Unterschiede hinsichtlich der Makro- und
Mikromorphologie von BG und JM. JM wies eher ein
interkonnektierendes Porensystem auf, welches (ber ein
dichtes Netzwerk an dreidimensionalen Kollagenstrangen
miteinander in Verbindung stand (Abb. 2a, b). BG zeigte
sich vornehmlich aus einzelnen Kollagenstrangen
aufgebaut, welche sich bei htherer VergréfRerung in viele
schmale Einzelfibrillen differenzieren lieBen (Abb. 2c, d).
BG zeigte einen bimodalen Aufbau mit glatter Oberseite
und deutlich rauerer Unterfliche. Bei JM war ein
vergleichbarer Aufbau in geringerer Ausprédgung zu
beobachten.

In-vivo zeigten beide Membranen nach vierwdchiger
Heilungsperiode eine gute Gewebsintegration. In die
Zwischenraume der Membrankdrper waren vereinzelt
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Abb. 1: Zellzahl auf unterschiedlichen Kollagenmembranen nach
den jeweiligen Inkubationszeiten

Tabelle 1: Anzahl, Mittelwerte und Standardabw. der Zellzahlen/Well

Time N M TD BG

2 Stunden 8 835+ 50 422 £191 484 + 203
3 Tage 8 444 + 191 769 + 307 82+37
7 Tage 8 3147 £1301 2910 + 1273 707 £ 706




Abb. 2¢: REM von BG, Originalvergrbﬁeruﬁg OOx

Blutgefalie eingewachsen. Eine Entziindungsreaktion lief3
sich nicht fest stellen (Abb. 3a, b). Im direkten Vergleich
erschienen die Kollagenanteile von JM besser abgrenzbar
(Abb. 3a), wahrend das Kollagen von BG schon initial
resorbiert erschien (Abb. 3b). Nach 8 Wochen war BG
anndhernd vollstdndig abgebaut und durch ein
kollagenfaserreiches Bindegewebe mit Blutgefalen
ersetzt. JM lieR sich bei Zunahme der BlutgefaRdichte
noch deutlich identifizieren, wiederum ohne Nachweis
von Entziindungszellen (Abb. 3c). Nach 12 Wochen
erschien auch JM weitestgehend resorbiert. An seine
Stelle war ein kollagenfaserreiches Periost auf neu
gebildetem Knochengewebe getreten. Nur noch vereinzelt
waren eher wolkige, faserreiche Strukturen als Uberreste
des Xenokollagens nachweisbar (Abb. 3d). Nach 24
Wochen lieRen sich bei abgeschlossener
Knochenregeneration weder Anteile von JM, noch von
BG nachweisen.

Diskussion

Der in-vitro Anteil dieser Untersuchung wurde
durchgefiihrt, um die Zellanlagerung und Proliferation
von SaOs-2-osteoblastendhnlichen Zellen zu untersuchen.
Das Biomaterial Kollagen hat sich in der VVergangenheit
als sehr geeignetes Material fiir chirurgische Eingriffe

etabliert. Es konnte in einer Vielzahl von Studien gezeigt
werden, dass Kollagene eine aktive Rolle bei der
Aktivierung der Blutgerinnung und damit in der
Entstehung des fir die Wundheilung wichtigen
Blutkoagulums  spielen. Zudem hat es eine
chemotaktische Wirkung auf PDL-Fibrobasten und
Gingivafibroblasten und liefert eine der Haupt-
komponenten des parodontalen Halteapparates [11-14].
Tatsachlich war eine signifikante Proliferation auf allen
drei getesteten Kollagenen ersichtlich, wenngleich sich
das initiale Attachment der Zellen bei JM besser
gestaltete als bei BG und TD. Der zunéchst beobachtete
Abfall der Zellzahl auf JM und BG ist am ehesten durch
eine Selektion der Zellen im Rahmen der initialen
Zellproliferation zu erklaren. Zudem decken sich die
Ergebnisse mit anderen Studien, die ebenfalls eine gute
Anlagerung und Proliferation von Osteoblasten vor allem
auf nicht quervernetzten Membranen beobachten konnten
[15-18]. Eine Vernetzung mit Glutaraldehyd hingegen
zeigte eine Verringerung der Membran Biokompatibilitét
bis hin zu zytotoxischen Effekten [18-20]. Wenngleich
die SaOs-2-Zellen keine primare Osteoblastenzelllinie
sind, sondern aus einem Osteosarkom isoliert wurden,
haben verschiedene Arbeiten sie als Zelllinie mit sehr
knochenzelldhnlichen Eigenschaften charakterisiert [21,
22].
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Abb. 3a: JM nach 4 Wochen Heilungsperi

Abb. 3c: JM nach 8 Wochen Heilungsperiode,_-\-/?ergr. 200x

Die in-vivo Anteile der vorliegenen Arbeit hatten zum
Ziel, die Biodegradation, Gewebeintegration, zellulare
Reaktion und Vaskularisierung zu untersuchen. Es zeigte
sich eine vergleichbare  Gewebeintegration und
Vaskularisierung von JM und BG, ohne dass
zellentzlindliche Vorgéange identifiziert werden konnten.
Fir BG wurde eine sehr eingeschrénkte Barrierefunktion
mit initialer Resorption bereits nach 4 Wochen
Heilungsperiode fest gestellt. Diese Beobachtung deckt
sich mit einer anderen Tierstudie, in der BG in
chirurgisch gebildete Taschen bei Hunden implantiert
wurde [23]. Die Autoren beschrieben eine mittelmaRige
bis starke Biodegradation von BG innerhalb von vier bis
acht Wochen. Nach subkutaner Implantation in Ratten
lieR sich eine Resorption innerhalb der ersten 4 Wochen
fest stellen, wéhrend eine ebenfalls native porkine
Perikardmembran eine deutlich langere Barrierefunktion
aufrecht erhielt [8] .

Die beobachtete kurze Barrierefunktion steht in gewissem
Widerspruch zu dem urspringlich beschriebenen GTR-
Prinzip der Einlage einer mechanischen Barriere zur
Fernhaltung unerwiinschter Zelltypen [4, 5]. Auf der
anderen Seite erlaubt die rasche Vaskularisierung und
Biodegradation einer offenporigen Membran eine
schnelle Wiederherstellung der Erndhrungsfunktion von
Seiten des aufliegenden Periostes. Dies konnte einen
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Abb. 3b: BG nach 4 Wochen Heilungsperiode, Vergr. 200x
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Abb. 3d: JM nach 12 Wochen Heilungsperiode, Vergr. 400x

Vorteil fur die Hartgewebsheilung nach GTR- und GBR-
Eingriffen  darstellen  [24]. In  verschiedenen
histologischen Studien wurde nachgewiesen, dass auch
die Anwendung von BG in Verbindung mit pordsen
Knochenersatzmaterialien zu einer kndchernen oder auch
parodontalen Regeneration mit Ausbildung neuer
Sharpey’scher Fasern fihrt [25, 26] und eine
Knochenregeneration trotz schneller Biodegradation
unterstitzt [27, 28].

Kommt es zu einer Exposition zur Mundhohle, so wird
der Abbau von Kollagenmembranen stark beschleunigt.
[29]. Hierbei sollen vor allem Kkollagenasebildende
parodontopathogene Keime beteiligt sein [18]. Dabei
wurde fiir eine enzymatisch stabilisierte Membran eine
sekunddren Epithelialisierung des exponierten Areals
vom Randbereich und ein sekundéarer Wundverschluss
mit unmittelbar unterliegender kndcherner Regeneration
beobachtet [30, 31].

Quervernetztes Kollagen zeigt eine im Vergleich zu BG
deutlich verléngerte Biodegradationszeit [8, 32-34]. Auf
der anderen Seite geht diese reduzierte Resorption mit
einer Verringerung der Gewebeintegration einher. Zudem
war bei chemisch quervernetzten Membranen ein deutlich
entziindlicher ~ Abbau  mit  Einwanderung  von
mehrkernigen Riesenzellen zu beobachten [8]. Die
Interaktion  der  Entzindungszellen  schrankt die



Anlagerung und Proliferation von Fibroblasten ein und
kompromittiert tiber eine verringerte Kollagenproduktion
die Festigkeit des Gewebeverbundes [35]. Allerdings
konnte histologisch auch gezeigt werden, dass sowohl die
Anwendung von BM als auch von BG in-vivo bei
periimplantdren Dehiszenzen zu einer verbesserten
Knochenregeneration fihrt [36]. Auch in einer grof}
angelegten  Vergleichsstudie  zur  periimplantéren
Dehiszenzdefektaugmentation zeigte sich far
verschiedene Membranen letztlich immer eine kntcherne
Regeneration der Augmentate [37].

In der vorliegenden Arbeit zeigten BG und JM eine
vergleichbare, friihzeitige Angiogenese. Dabei ist
anzumerken, dass eine solche transmembranare
Blutgefalipenetration den Anschluss der Blutgefale des
Wundgebietes zum gebildeten Mukoperiostlappen erlaubt
und die  Geweberegeneration bei oral- und
parodontalchirurgischen Eingriffen positiv beeinflussen
konnte [38]. Diese Hypothese wird durch die Grundlagen
der Knochenentstehung unterstiitzt. Es wurde berichtet,
dass sich osteogenetische Zellen aus undifferenzierten
mesenchymalen Progenitorzellen aus dem
Knochenmarkstroma und aus Perizyten kleinerer
Blutgefale des Bindegewebes entwickeln kénnen [39-
41]. Zudem besteht eine enge raumliche und zeitliche
Verbindung zwischen der Neubildung von BlutgefaRen
und extraskelettaler Knochenneubildung [42]. So wird
aus klinischer Sicht in verschiedenen Studien die
Perforation der unterliegenden kompakten
Knochenstruktur bei GTR/GBR-Eingriffen empfohlen
[43, 44]. Die Er6ffnung der Knochenmarkrdume soll tiber
eine beschleunigte Vaskularisation eine verbesserte
Knochenregeneration ermdglichen. Andere Studien lielen
diese Beobachtung jedoch nicht bestatigen [45].

SCHLUSSFOLGERUNG

Es lasst sich schlussfolgern, dass JM, BG und TD eine
Proliferation von Zellen auf ihrer Oberflache unterstitzen
und sich somit durch eine hohe Biokompatibilitat
auszeichnen. Wahrend die faserig aufgebaute BG-
Membran entziindungsfrei innerhalb von vier bis acht
Wochen degradiert wird, liel sich eine Resorptionsdauer
der interkonnektiv-porigen JM bei gleicher Gewebs-
integration und BlutgefaRinvasion innerhalb von acht bis
zwolf Wochen fest stellen.
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