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Autologe Knochentransplantate gelten als Goldstandard
zum Zweck der Knochengeweberegeneration aufgrund
ihrer osteogenen, osteoinduktiven und osteokonduktiven

Potenz."? Die Gewinnung von Eigenknochen ist jedoch mit
Schwierigkeiten verbunden, da haufig ein weiterer operativer Ein-
griff an einer anderen Lokalisation als dem spateren Implantations-
ort notig ist.2 Die Entnahme ist daher oftmals mit Nebenwirkungen
und moglichen Infektionen verbunden.># Zudem ist die Menge an
zu gewinnendem autologen Knochengewebe vielmals zu gering,
um die Defekt- bzw. Implantationsstelle fullen zu kénnen. Als Alter-
native zum Eigenknochentransplantat oder auch zur Volumen-
erhéhung stehen dem Kliniker mittlerweile diverse Knochenersatz-
materialien zur Verflgung, welche auf allogenem oder xenogenem
Gewebe basieren oder synthetischen Ursprungs sind."?

Dr. Mike Barbeck
[Infos zum Autor]
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Zwar unterstitzen alle Materialklas-
sen die Knochengewebeheilung bzw.
den Knochengewebeaufbau vornehm-
lich Uber den Prozess der Osteokon-
duktion, aber insbesondere allogenen
Materialien wird die hdchste regenera-
tive Kapazitat zugeschrieben. Dies liegt
daran, dass humanes Spendergewebe
als Basis zu deren Herstellung dient
und dieses die héchste Ahnlichkeit mit
dem Zielgewebe des Empféngerorga-
nismus aufweist.>®
Um die Eigenschaften und die damit
verbundene Sicherheit dieser Materia-
lien richtig zu bewerten, ist es essen-

Allograft

Puros Allograft, Tutoplast® Spongiosa Block

DIZG-Knochenblocke™
C+TBA-Knochenbldcke, maxgraft®'14

TBF-Knochenbldcke®

ziell, allogene Knochenersatzmaterialien
nach deren Prozessierung zu beurteilen.
So kénnen Allografts grob in physisch
und physikochemisch prozessierte Ma-
terialien unterteilt werden.” Zu den phy-
sisch prozessierten Allografts gehéren
global weit verbreitete Materialien wie
der fresh-frozen bone und cryopreser-
ved bone, bei denen die zellulare Sub-
stanz vollstandig enthalten bleibt.®° Die
entnommenen Transplantate werden
hier lediglich tiefgefroren (circa -20°C)
und evtl. bestrahlt (fresh frozen) bzw.
mit Kryoprotektiva wie etwa DMSO
oder Glycerol versetzt und bei circa

-196°C gelagert (cryopreserved). Bei
beiden Verfahren konnten lebensfahige
Zellen nachgewiesen werden, was im
Falle des Kryokonservierungsverfah-
rens sogar ausdriickliches Ziel ist.81°
In Deutschland hingegen durchlaufen
alle zugelassenen Alloimplantate eine
chemische Dezellularisierung, wobei
verschiedene Prozesse bzw. Chemika-
lien eingesetzt werden (Tab. 1).

Die Trocknung, welche eine stabile
Lagerung des Gewebes bei Raumtem-
peratur ermoglicht, erfolgt dabei ent-
weder mittels Evaporation von Aceton
(Puros Allograft, Tutoplast® Spongiosa

Eingesetzte Chemikalien

Wasserstoffperoxid, NaOH, Ethanol, Aceton

Peressigsaure-Ethanol

Diethylether, Ethanol, Wasserstoffperoxid

Ethanol, Chloroform, Wasserstoffperoxid, Natriumhypochlorit

Tab. 1: Auflistung von Chemikalien zur Dezellularisierung der bekanntesten in Deutschland erhaltlichen allogenen Knochenbldcke.
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Block), vergleichbar in der Literatur mit
solvent-dehydrated bone allografts
(SDBA), oder durch Gefriertrocknung
(alle anderen Anbieter), haufig bezeich-
net als freeze-dried bone allografts
(FDBA).'1” Als Sammelbegriff wird zu-
meist mineralized bone allograft (MBA)
verwendet.'®

Schlussendlich ist es das Ziel dieser
Aufreinigungsprozesse, ein Knochen-
ersatzmaterial zu generieren, welches
vor allem als osteokonduktiv wirkende
Ger(ststruktur und mit optimalen phy-
sikochemischen  Eigenschaften eine
optimale Knochengewebeheilung er-
mdglicht, ohne immunogen wirksame
Bestandteile zu enthalten.

Sicherheitsaspekte
von allogenen KEM

In der Vergangenheit sorgten Berichte
von Infektionstibertragungen und im-
munologischen Reaktionen als Folge
der Applikation von Knochentransplan-
taten fiir Aufsehen und stellten damit
deren Sicherheit infrage.”” Wahrend
diese Bedenken flr unprozessierte
oder lediglich physisch behandelte
Knochenmaterialien ihre Berechtigung
finden, kann bei den physikochemisch
prozessierten Allografts nach aktuellen
Erkenntnissen lediglich ein hypothe-
tisches Restrisiko  bestehen.?22!  So
wurde die Ubertragung von Infektions-
krankheiten bisher nur bei der Ver-
wendung von Allografts aufgezeigt,
welche nicht oder nicht korrekt phy-
sikochemisch behandelt wurden.?23
Jedoch wurde seit der Einfihrung des
sogenannten Nucleic Acid Tests (NAT),
einem hochst sensitiven und spezifi-
schen Test zum Nachweis selbst kleins-
ter Mengen an Erbinformationen von
Pathogenen, im Jahre 2004 von keiner
Infektionstibertragung durch die Trans-
plantation von humanem Knochen
berichtet.?

Vereinzelte Fallberichte, in welchen eine
Allosensibilisierung von Empfangemn
humaner Knochentransplantate pu-
bliziert wurde, beziehen sich praktisch
ausschlieBlich auf Eingriffe, welche mit
frischem oder frischem, gefrorenem
Knochen durchgefihrt wurden.?-%
Einzig und allein Friedlaender und Kol-
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Abb. 1: Aufnahme eines maxgraft®-Knochenblocks mit deutlich sichtbarer trabekularer Struktur. —
Abb. 2: Histologische Aufnahme eines Schnittpraparats des maxgraft®-Knochenblocks mit deutlich
sichtbarer lamellarer Grundstruktur (Sterne) und keinerlei Anzeichen von verbliebenen Zellen (Pfeile;
Sirius-Farbung, 400-fache VergroBerung). — Abb. 3: Elektronenmikroskopische Aufnahme der
Grundstruktur des maxgraft®-Knochenblocks. Der herausragende Erhalt der lamelléren Grundstruktur
(Sterne) bei gleichzeitiger kompletter Aufreinigung sowohl der Havers-Kanéle (blauer Pfeil) als auch
der Osteozytenlakunen (rote Pfeile) ist gut zu erkennen (schwarze Einfarbung = aufarbeitungsbedingte
Farbung, d.h. eigentliche Leerflachen; 1.250-fache VergroBerung).

legen haben eine Allosensibilisierung
durch die Transplantation von ge-
friergetrockneten  muskuloskelettalen
Allografts in der orthopadischen An-
wendung gezeigt, welche jedoch
keine klinischen  Auswirkungen zur
Folge hatte.”’ Hierbei sollte aufer-
dem beriicksichtigt werden, dass der
Aufbereitungsprozess sowie die Qua-
litdtsstandards des in dieser Studie
einbezogenen Materials nicht den Pro-
zessen anderer Allografts entsprachen.
Zudem wurden in dem berichteten Fall
erheblich  gréBere  Gewebevolumina
im Vergleich zu Knochenblocken zum
Zwecke der dentalen Applikation ver-
wendet. Es ist ferner ersichtlich, dass
kleinere  Knochenfragmente deutlich
besser von den in der Aufbereitung
verwendeten Lésungen durchdrungen
werden kénnen und somit eine gro-
Bere Effizienz der Dezellularisierungs-

prozesse gewahrleistet ist, sodass das
Risiko einer immunologischen Reak-
tion nahezu ausgeschlossen werden
kann.®2 Insgesamt konnten damit
im Rahmen der dentalen Anwendung
von prozessierten allogenen Knochen-
blocken nach bisherigen Erkenntnissen
keine spenderspezifischen Antikorper
in Empfangern nachgewiesen werden.
Zusatzlich wurde gezeigt, dass selbst
ein sogenanntes HLA-Mismatch keinen
Einfluss auf die Einheilung von Kno-
chentransplantaten hat.2%3

Aufbereitung von
Knochenbldcken

Die Prozesskette von der Gewinnung
des Ursprungsgewebes bis hin zur
Aufbereitung soll im Folgenden am
Beispiel eines Allografts (maxgraft®,
botiss biomaterials GmbH, Straumann
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Abb. 4 und 5: Wachstumsverhalten von osteoblastéren MG-63-Zellen sowie primdren humanen Osteoblasten auf dem allogenen Knochenersatzmaterial
maxgraft® (Calcein-Farbung; 100-fache VergroBerung).

GmbH), welches durch den Allotec®-
Prozess behandelt wird, unter beson-
derer Berlicksichtigung der Sicher-
heitsaspekte verdeutlicht werden.
Vor der nasschemischen Behandlung
findet bereits ein mehrstufiger Selek-
tionsprozess statt, welcher ideale
Materialqualitdt und héchste Sicher-
heitsstandards gewahrleistet. Dieser
Prozess beginnt mit der Bewertung
der Femurkopfe durch den behandeln-
den orthopadischen Chirurgen, wel-
cher mithilfe von CT-Aufnahmen noch
vor der Extraktion eine erste klinische
Bewertung vornimmt. Dabei wird die
Knochenqualitat beurteilt, um eventu-
elle kompromittierende Eigenschaften
wie Knochenlasionen zu erkennen und
somit friihzeitig eine Knochenspende
auszuschlieBen.' GleichermafBen wird
vor der Entnahme mithilfe einer mi-
nutiésen Anamnese sowie serologi-
schen Testungen des Spenderblutes,
welche dem Ausschluss bestehender
HIV 1/2-, HBV-, HCV- und Syphilis-
Infektionen dient, das Risiko fiir die
Ubertragung von Infektionen deutlich
gesenkt.?0 Nur bei Erfiillung all dieser
Sicherheitsparameter wird das Ge-
webe fiir die Entnahme und folgende
Prozessierung freigegeben.

In den GMP-konformen Reinrdumen
der C+TBA werden die Femurkopfe
anschlieBend  physikochemisch  pro-
zessiert, um das sterile Endprodukt,
humanes mineralisiertes Kollagen, zu
erhalten. Hierfir werden zunachst Ge-
weberlickstande manuell entfernt und
das Knochengewebe in Partikel, Blécke
und Ringe aufgeteilt. Danach wird das
Knochenmaterial zur Entfernung von

Gewebe- bzw. Zellkomponenten mit-
tels eines Ultraschallbads behandelt,
um das Spendergewebe besser auf die
im Anschluss folgende Anwendung der
zur weiteren Dezellularisierung dienen-

den Chemikalien (Tab. 1) vorzuberei-
ten. Zu diesem Prozessschritt gehdren
alternierende Spulvorgange mit Ethanol
und Diethylether sowie die oxidative
Behandlung mit Wasserstoffperoxid.
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bung; 400-fache VergroBerung).

Abb. 6: Exzellente kndcherne Einheilung eines maxgraft®-Knochen-
blocks (MG) mit neu gebildetem Knochengewebe (K) an den Material-
oberflachen, BG = Bindegewebe (H.E.-Farbung; 100-fache Vergré-
Berung). — Abb. 7: Osteoblastensaum (Pfeile) sowie Osteoidbildung
(Sterne) an der Oberflache eines maxgraft®-Knochenblocks (MG),
BG = Bindegewebe (Toluidin-Farbung; 400-fache VergroBerung). —
Abb. 8: Abbau der knéchernen Matrix des maxgraft®-Knochenblocks
(MG) durch Osteoklasten (Pfeilspitze), BG = Bindegewebe (H.E.-Far-

Wahrend Ethanol und Diethylether
die Denaturierung von nicht kollage-
nen Proteinen sowie die Eliminierung
von verbleibenden Bakterien und eine
Virusinaktivierung bewirken, werden
durch die Anwendung von Wasserstoff-
peroxid zusatzlich verbleibende DNS-
Fragmente zerstort.?>34 Insgesamt wird
auf diesem Wege nicht nur das Risiko
einer Infektionstibertragung, sondemn
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auch einer immunologischen Re-
aktion vollstandig eliminiert. Um
schlieBlich die durch den Auf-
reinigungsprozess entstandenen
Flssigkeitsreste aus dem behan-
delten Knochengewebe zu ent-
fernen, unterlduft dieses im Fol-
genden einer Gefriertrocknung.
Die Gefriertrocknung ist ein be-
sonders schonendes Verfahren,
durch welches die native Struk-
tur des Knochenblocks erhalten
wird (Abb. 1-3). Zuletzt erfolgt
die Endsterilisation des Knochen-
materials mittels niedrig dosier-
ter Gammabestrahlung, um eine
eventuelle Kontamination durch
Mikroorganismen ausschlieBen
zu kénnen 3%
Zusammenfassend  kann  auf
Grundlage dieser Prozessierung
geschlussfolgert werden, dass
gleichermaBen die Wahrschein-
lichkeit einer Infektionsibertra-
gung wie die einer Allosensibi-
lisierung durch diese chemisch
prozessierten und  gefrierge-
trockneten Allografts nicht gege-
ben sein kann. Obwohl vereinzelt
Zellbestandteile innerhalb  der
Knochenmatrix nachgewiesen
werden konnten, gibt es keiner-
lei Hinweise auf klinische Aus-
wirkungen dieser Ergebnisse.20:293637
So wurde in den letzten zwanzig Jah-
ren bei millionenfacher Anwendung
dieses Knochenersatzmaterials weder
die Ubertragung einer einzigen Infek-
tion noch ein einziger Fall publiziert, der
eine Problematik bei der Spende oder
dem Empfangen weiterer Organe und
Gewebe eines Empfangers von dezellu-
larisierten Allografts dokumentiert.

Knochengeweberegeneration
mithilfe von allogenen KEM

Allogene Knochenersatzmaterialien
eignen sich insbesondere auf Grundlage
der physikochemischen Ahnlichkeit der
Knochenmatrix zu dem zu ersetzenden
Knochengewebe fir den Einsatz im
Rahmen der Knochengeweberegene-
ration. So haben In-vitro-Versuche die
hervorragende Eignung der Knochen-
blocke als Substrat fiir das osteoblas-
tare Wachstum nachgewiesen (Abb. 4
und 5). Dadurch konnten die optimalen
osteokonduktiven Eigenschaften des
hier beschriebenen Allografts im Zell-
versuch nachgewiesen werden.

Auch durch klinische Studien inklusive
histologischer Nachuntersuchungen
konnte das problemlose und optimale
Einheilverhalten dieser Knochenbldcke
nachgewiesen werden (Abb. 6-8).
So konnte gezeigt werden, dass sich
das allogene Knochenersatzmaterial
ohne inflammatorische Auffalligkeiten
innerhalb der Implantationsareale de-
tektieren lieB, wobei das Material neu
eingewachsenem Knochengewebe auch
innerhalb des Organismus als hervor-
ragende Wachstumsgrundlage dient
(Abb. 6 und 7). Des Weiteren konnte der
Remodeling-Prozess und der Material-
abbau ohne inflammatorische Auffallig-
keiten nachgewiesen werden (Abb. 8).
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