Im folgenden Ubersichtsreferat
geben die Autoren einen
Uberblick Uber die unterschied-
lichen Phasen der Implantat-
einheilung — von der mechani-
schen Primérstabilitat bis hin
zur funktionellen Osseo-
integration. Im Anschluss daran
werden exemplarisch unter-
schiedliche zellexperimentelle
Versuchsansatze vorgestellt,
welche den Stellenwert von
Osteoblastenkulturen als
Biokompatibilitétstests unter-
streichen. Die Zusammen-
fUhrung der einzelnen Ergeb-
nisse liefert einen guten
Uberblick Uber die Qualitat der
Implantatoberflache und unter-
streicht den Stellenwert dieses
préklinischen Forschungs-
zweiges.
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Osteoblastenkulturen zur Charakterisierung der Biokompatibilitat
moderner Implantatoberflachen

Implantateinheilung
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Hermann Gotz?2, Wilfried Wagner?!, Heinz Duschner?, Mainz

ine erfolgreiche Osseo-

integration ist ein wich-

tiger Parameter des
Langzeiterfolges dentaler en-
ossaler Implantate und hangt
direkt mit deren Oberflachen-
beschaffenheit zusammen.
Zahlreiche Modifikationen der
Implantatoberflache haben so-
mit eine Verbesserung der
Biokompatibilitat im Sinne der
primaren Zellantwort zum
Ziel. Die Durchfiihrung geziel-
ter Zellexperimente in vitro er-
laubt uns heute, schon prakli-
nisch wichtige Informationen
uber die unterschiedlichen
Implantatoberflachen zu ge-
winnen und gewdhrleistet so-
mit erste Abschatzungen be-
zlglich des zu erwartenden
Einheilverhaltens im mensch-
lichen Kiefer.

Die Insertion enossaler Titan-
implantate ist heute eine weit
verbreitete und wissenschaft-
lich fundierte Therapieoption
bei der kaufunktionellen Re-
habilitation teilweise bzw.
vollstandig zahnloser Kiefer
und dient zur Fixierung kie-
ferorthopdadischer Apparatu-
ren und Epithesen. Viele
Langzeitstudien belegen eine
hohe Erfolgsrate insbesonde-
re fur Insertionen dentaler Im-
plantate in Kieferregionen mit
guter mechanischer Knochen-
qualitat, wie zum Beispiel die
interforaminale Region des
Unterkiefers [13]. Dies fiihrte
zu stetiger Erweiterung der
Implantat-Indikation auf Re-
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Abb. 1 Schematische Darstellung der zeitlichen und
zelluldren Vorgdnge am Implantat-Knochen-Interface

(modifiziert nach [24])

Abb. 2 Ausschnitt der
Knochenkontaktfldche eines
funktionell im Unterkiefer
eingeheilten SLA-Implan-
tates (Straumann GmbH,
Freiburg). Humane Histolo-
gie, das Implantat musste im
Rahmen einer Tumor-
resektion entfernt werden.

gionen mit unginstigerer me-
chanischer Knochenqualitat
(z.B. Oberkiefer-Seitenzahn-
gebiet, Knochenaugmenta-
tionen) sowie zur Etablierung
immer offensiverer Implanta-
tions-, Einheil- und Belas-
tungsstrategien wie Sofortim-
plantation, Sofortversorgung
oder Sofortbelastung. Diese
erweiterten Anwendungs-
spektren gehen naturgemaft

mit einem erhohten Implan-
tat-Verlustrisiko einher [12,
28] und stellen somit maxi-
male Anforderungen an Im-
plantat(makro-)design und
(Mikro-) Oberflachenstruktu-
rierung der verwendeten Im-
plantate.

Die direkt nach erfolgter Im-
plantatinsertion objektivierba-
re Primadrstabilitdat ist eine
Funktion aus mechanischer
Knochenqualitat, Implantat
(schrauben-)geometrie und
Eindrehmoment [19, 20]. Eine
ausreichend hohe Primadrstabi-
litat ist zwingende Vorausset-
zung fiir Versorgungsstrate-
gien im Sinne von Sofort- oder
Fruhbelastung und bedeutsam
fur das langfristige Ziel einer
jeden Implantation, ndmlich ei-
ner schnell eintretenden und
anhaltenden Sekundarstabili-
tat bzw. Osseointegration, un-
ter welcher der funktionelle
Verbund zwischen Implantat-
koérper und umgebenden Kno-
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Abb. 3a Ankylos
plus-Oberfldche:
korundgestrahlt, ther-
misches Atzverfahren
(1500-fach vergroéBert,
Friadent GmbH,

chengewebe verstanden wird.
Ein erfolgreiches Implantat-
einheilen setzt jedoch eine
hohe Biokompatibilitat der
Implantatoberflache voraus,
welche Schauplatz der im Fol-
genden beschriebenen biolo-
gischen Prozesse ist:

Direkt nach erfolgter Implan-
tatinsertion besteht die initia-
le, transiente organische Ma-
trix um und auf der Implantat-
oberflache aus Blutbestandtei-
len wie roten Blutkorperchen,
Fibrin, Albumin und Throm-
bozyten, ahnlich der Situation
in einem Bruchspalt. Untersu-
chungen belegen, dass unter-
schiedlich modifizierte Im-
plantatoberflachen sowohl
Fibrinadsoption als auch
Thrombozytenaktivierung und
-aggregation unterschiedlich
stark férdern [11, 15, 18, 22].
So findet sich auf rauen (z.B.
gedtzt oder gestrahlt) Implan-
tatoberflachen nach zirka 30
Minuten in deutlich héhere
Thrombozytenaktivierung als

Mannheim).

Abb. 3b OsseoSpeed-Oberfliche: gestrahlt
mit Titandioxid-Partikeln, fluorid-modifiziert
(1500-fach vergroBert, Astra Tech

GmbH, Elz).

Verlauf der Implantatstabilitat

Implantatstabilitat

w— Primarstabilitat
— Sekundarstabilitat
s Gesamistabilitat

Zeit nach Implantation

Abb. 3 Der resorptionsbedingte Riickgang der Primadr-
stabilitat wird erst nach einiger Zeit durch die zunehmende
Sekunddrstabilitdt ausgeglichen, was sich in einem vortiber-
gehenden Riickgang der Gesamtstabilitit duBlert (modifiziert

nach [10]

auf relativ glatten Oberflachen
[23]. In der nun folgenden, so
genannten Inflammationspha-
se erfolgt die Einwanderung
von Entziindungszellen wie
Monozyten. Auch diese Vor-
gange werden durch raue Im-
plantatoberflachen begunstigt
[26]. Die bei den oben ge-

Abb. 3¢ SLActive-Oberfliche: sandgestrahlt,
gedtzt; hydroxylierte Oberfldche, konditio-
niert unter Stickstoffatmosphdre (1500-fach

nannten Vorgangen freige-
setzten Zytokine fihren zur
Chemoattraktion und zur Ein-
wanderung von potenten os-
teoblastaren Vorlauferzellen
durch dieses periimplantare
.Gerinnsel”. Dieser Prozess
dauert Tage. Nach einer er-
folgreichen Adhdsion osteo-
blastarer (Vorlaufer-) Zellen
auf der Implantatoberflache,
gefolgt von Ausdifferenzie-
rung in reife Osteoblasten,
kommt es schlussendlich zur
Bildung von Knochenmatrix
und zum erwinschten festen
Verbund zwischen Implantat
und umgebenden Knochen
[9]. Es folgt nun ein lebens-
langes Knochenremodelling
als Antwort auf die funktio-
nelle (Kau-)Belastung des Im-
plantates und den physiologi-
schen Knochenumbau [27]
(Abb. 1 und 2).

vergroBert, Straumann GmbH, Freiburg).
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Rekrutierung (Proliferation) und Migration
osteogener Zellen zur Implantatoberfliche

Zellattachement
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definitive Osseointegration
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Abb. 5 Untersuchungen zur osteoblastdren Proliferation,
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Tiermodell

Migration, Adhdsion und Differenzierung sind klassische
Domdnen des Zellexperimentes, wahrend Osseointegration
und Remodelling im Tiermodell analysiert werden

Diesen Ausfiihrungen lasst
sich entnehmen, dass Im-
plantateinheilung nicht erst
mit dem Erscheinen von os-
teoblastdaren Zellen auf der
Implantatoberflache beginnt,
sondern schon durch die ers-
te Interaktion mit den oben
erwahnten Komponenten und
Substraten mafBigeblich be-
einflusst wird. Die Weichen
fur eine erfolgreiche Implan-
tateinheilung werden dem-
nach schon vor der Adhasion
der ersten osteoblastdren Zel-
le gestellt. Modifikationen der
Implantatoberflachen verfol-
gen somit das Ziel der Be-

schleunigung dieser initialen
biologischen Kaskaden, um
die ,vulnerable Phase"” zwi-
schen initialer Primarstabili-
tat und definitiver Osseointe-
gration (Sekundarstabilitat)
moglichst kurz zu halten
(Abb. 3). Eine ideale, die Os-
seointegration fordernde Im-
plantatoberfldache sollte dem-
nach die Adsorption von Blut-
komponenten (Fibrin) und
weiteren Liganden wie zum
Beispiel Proteine der extra-
zellularen Matrix (Fibronek-
tin, Kollagen) vermitteln und
somit Voraussetzungen fir ei-
ne suffiziente Adhdasion und
Ausdifferenzierung osteoge-
netischer Zellen schaffen [6,
9, 14]. Zahlreiche experimen-
telle Ansatze befassen sich

Abb. 6 Vom Implantat zur Scheibe

mit einer Steigerung der Im-
plantatbiokompatibilitat, sei
es durch Modifikationen der
Titanmikrostruktur [5, 16, 30],
durch chemische Modifizie-
rungen (Fluoridapplikation)
[8] oder durch Beschichten
mit funktionellen Proteinli-
ganden bzw. Zytokinen wie
Kollagen oder bone morpho-
genetic protein [17, 25]. Ein
weiterer Ansatz besteht in der
Steigerung der Oberflachen-
energie bzw. Hydrophilitat
der Implantatoberfldache, was

Abb. 7

Nach Uberfiihrung

der Implantatscheiben
in geeignete
Kultivierungsplatten (a)
erfolgt die Zugabe von
Ndhrmedium (b, c)

und die Kultivierung im
Brutschrank (d)
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wiederum in einer gesteiger-
ten Proteinadsorption resul-
tiert [7, 29]. Die Abbildungen
4a bis 4c zeigen exemplarisch
unterschiedliche Modifikatio-
nen der Titanoberflachen
kommerzieller, dentaler Im-
plantate (rasterelektronenmi-
kroskopische Aufnahmen,
1500-fache VergroBerung).
Etablierte und von unserem
Zentrum routinemaBig durch-
gefiihrte Untersuchungsme-
thoden zur Charakterisierung
von Implantatoberflachen
sind neben Bestimmungen
der Implantatoberflachento-
pographie mit Erhebung von
Rauhigkeitsparametern [2, 3]
insbesondere auch die Er-
mittlung der chemischen
Oberflachenzusammenset-
zung als Anhalt fur die zu er-
wartende Biokompatibilitat
und Proteinadsorptionsfahig-
keit.

Es wird hiermit deutlich, dass
moderne Implantat(grundla-
gen)forschung nicht mit dem
Erheben klinischer Parameter
wie Implantatfestigkeit (RFA-
Messungen, Periotest) und
Implantatiiberleben oder der
Auswertung tierexperimen-
teller Daten beginnt, sondern
zu einem betrachtlichen Teil
durch préaklinische Forschung
abgedeckt werden kann und

sollte. Letztendlich kénnten
dann ethisch und klinisch an-
spruchsvolle Tiermodelle der
zielgerichteten Bestatigung
praklinisch optimierter Ei-
genschaften vorbehalten blei-
ben. Die gezielte Durchfih-
rung von Zellexperimenten

Abb. 8 Zellvisualisierung bzw. laborchemische Untersuchungs-
methoden gewdhrleisten unterschiedliche Informationen liber
den Zellzustand auf der Implantatoberfliche

bildet hierbei nach erfolgter
Oberflachencharakterisie-
rung einen heute nicht mehr
wegzudenkenden Bestandteil
dieser Grundlagenforschung.

Moéglichkeiten und Grenzen
der Zellexperimente

Wie aus den bereits erfolgten
Ausfihrungen ersichtlich,
sind die Einheilvorgdange di-
rekt an der Implantatoberfla-
che vielfaltiger und komple-
xer Natur und im nattrlichen,

100 prmg

Abb. 9 und 10 Elektronenmikroskopische und immunhistochemische (Aktin-Zytoskelett)
Darstellungen osteoblastdrer Zellen

dreidimensionalen Milieu ex-
trem schwierig, wenn nicht
gar unmoglich nachzuvollzie-
hen. Die Reduzierung auf ver-
einfachte und reproduzierba-
re Versuchsbedingungen in
vitro erlaubt uns hierbei die
gezielte Veranderung einzel-

ner, definierter Parameter
(z.B. Implantatoberflachen-Ei-
genschaften) und ermoglicht
genaue Untersuchungen be-
stimmter osteoblastadrer Zell-
parameter wie Proliferation,
Migration oder Differenzie-
rung (siehe unten). Ein wei-
terer Vorteil gegentber Tier-
experimenten und klinischen
Studien liegt in der Méglich-
keit einer kontinuierlichen
Beobachtung individueller
Zellen (z.B. Videomikrosko-
pie), so dass dynamische Zel-
lattribute wie Migration und
Proliferation viel besser do-
kumentiert werden konnen.
Es leuchtet jedoch ein, dass
sich die im Labor gewonne-
nen Erkenntnisse nur bedingt
auf die in vivo Situation tber-
tragen lassen. Dennoch ge-
wahrleisten geeignete Zel-
lexperimente heute unver-
zichtbare Einblicke in die
frihen Interaktionen zwi-
schen osteoblastdarer Zelle
und Implantatoberfldche,
wahrend sich spéatere Vor-
gange im Rahmen des Kno-
chenremodelling eher im
Tiermodell beurteilen lassen
(Abb. 5). Zusammenfassend
kann man sagen, dass sowohl
in vivo- als auch in vitro- Mo-
delle charakteristische Vor-
und Nachteile aufweisen, die
es bei der Zielsetzung, Aus-
wertung und Diskussion der
Untersuchung zu berticksich-
tigen gilt.

Titanscheiben als Modell

Es hat sich durchgesetzt, an-
stelle der Originalimplantate
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auf flache Scheiben als Mo-
delloberflachen zurtckzu-
greifen. Dies bietet den Vor-
teil der Reduktion der kom-
plexen Schraubengeometrie
auf eine (mehr oder weniger)
zweidimensionale Flache, na-
turlich unter Erhalt der wich-
tigen Oberflachenmerkmale
wie Beschichtung, Rauhigkeit
oder auch so genannter ,Mi-
crogrooves” (Abb. 6). Dieser
Ansatz gewahrleistet neben
einer besseren Reproduzier-
barkeit und Vereinfachung
der Versuchsbedingungen vor
allem auch Kostenersparnis.
Neben der Untersuchung
kommerzieller Implantat-
oberflachen - hierbei werden
die Scheiben in der Regel von
der jeweiligen Implantatfirma
zur Verfliigung gestellt — bietet
sich zudem die Moglichkeit,
eigene Modelloberflachen zu
designen und zu testen.

Kultivierung

der Modelloberflachen
Nach erfolgter Oberflachen-
charakterisierung werden die
Implantatscheiben mit einer
definierten Anzahl osteoblas-
tarer Zellen besiedelt. Die
Verwendung geeigneter Nahr-
medien sowie konstante Brut-
schrankbedingen (Tempera-
tur, Luftfeuchtigkeit, pCOy)
gewabhrleisten optimale Wachs-
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tumsbedingungen fir die Zel-
len (Abb. 7).

Die folgenden Ausfiihrungen
geben nun einen Uberblick
uber gangige zellexperimen-
telle Versuchsansdatze. Allen
gemeinsam ist, dass man os-
teoblastare Zellen unter-
schiedlichen Ursprunges auf
die zu untersuchenden Ober-
flachen kultiviert und nach de-
finierten Zeitintervallen (z.B.
nach 24h, 48h, 72h, 7d, 14d,
21d) spezielle Zelleigenschaf-
ten gezielt qualitativ und quan-
titativ bestimmt. Hierbei ste-
hen die zelluldaren Parameter
der Zellmigration und -adha-
sion, der Zellproliferation so-
wie der Zelldifferenzierung
und -produktion im Mittel-
punkt des Interesses. Bei der
Erfassung dieser Zelleigen-

schaften kommen neben
unterschiedlichen Visualisie-
rungsmethoden vor allem la-
borchemische Untersuchungs-
methoden zur Anwendung
(Abb. 8). Die Visualisierung der
Zellen erfolgt hierbei auf dem
jeweiligen Untergrund, labor-
chemischen Untersuchungs-
methoden (z.B. PCR, ELISA)
setzen in der Regel ein Ablo-
sen der Zellen bzw. ein Abpi-
pettieren des Mediums vo-
raus.

Methoden zur
Zellvisualisierung
Betrachtungen der Zellmor-
phologie auf unterschiedli-
chen Implantatoberflachen
geben wertvolle Riickschliis-
se Uber die Zell-Implantat-In-
teraktionen. Klassische Beob-

unreifer Osteoprogenitor

- Proliferation
- Migration
- Differenzierung | @

reifer Osteoblast

ferenzierungsmarker”

Implantat-
einheilung

Abb. 11

Das Confocal Laser
Scanning Microscope
(CLSM, a) erlaubt durch die
Verwendung geeigneter
Eintauchobjektive (b) die
Beobachtung lebender
vitalgefdrbter Zellen mit
synchroner Darstellung der
Implantatoberfliche (c)

Abb. 12

Die quantitative
Bestimmung klassischer
osteoblastdrer Differenzie-
rungsmarker wie Kollagen
oder Osteokalzin gibt
Riickschliisse tiber den
Reifegrad der Zelle und
somit tiber die Fdhigkeit
zur Knochenneubildung auf
der Implantatoberfliche
(modifiziert nach [4])
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achtungsmethoden auf der
Basis der Durchlichtmikro-
skopie sind aufgrund der so-
liden, lichtundurchlassigen
Implantatscheiben nicht an-
wendbar, so dass gangige Vi-
sualisierungsmethoden auf
der Elektronenmikroskopie
(Abb. 9) oder Immunfluores-
zenz (Abb. 10) basieren. Im-
munohistochemische Farbe-
methoden erlauben hierbei
die gezielte Anfarbung inte-
ressanter zellularer Struktu-
ren wie z.B. das Aktin-Zytos-
kelett (Abb. 8) oder fokale Ad-
héasionen. Mogliche Nachteile
dieser Verfahren sind mehr
oder weniger komplexe Fi-
xierungs- und Farbeschritte
mit der Gefahr von Verande-
rungen der Oberflachenultra-
struktur bzw. der Zellmorpho-
logie. Die Zellen sind fixiert
und devital und entziehen sich
somit dem Monitoring dyna-
mischer Zellattribute wie Ad-
hasion und Migration. Eine
Methode zur kontinuierlichen
Darstellung vitaler Zellen auf
soliden Oberflachen ohne den
Nachteil aufbereitungsbe-
dingter Artefakte ist die Ver-
wendung von so genannten
Vitalfarbstoffen. Experimen-
telle Ansatze im Rahmen der
Confocal Laser Scanning Mi-
croscopy (CLSM) bieten die
Moglichkeit von Lebendbeob-
achtungen osteoblastarer Zel-
len mit synchroner Darstellung
des jeweiligen Untergrundes
(Abb. 11a-c). Zellkompatible
Implantatoberflachen resultie-
ren in spindelférmigen, zell-
fortsatzreichen osteoblastaren
Zellmorphologien, wahrend
weniger biokompatible Unter-
grinde eher rundliche Zell-
formationen hervorrufen [16,
21, 31].

Laborchemische
Untersuchungsmethoden
Wahrend unreife, osteoblas-
tdare Vorlauferzellen insbe-
sondere zur Zellproliferation
und Zellmigration befahigt
sind, liegt die Hauptaufgabe
reifer, ausdifferenzierter Os-
teoblasten in der Bildung neu-
er Knochenmatrix. Die quan-
titative Bestimmung klassi-
scher Markerproteine wie
zum Beispiel Kollagen, alka-
lische Phosphatase oder Os-

teokalzin sowie von Zytoki-
nen wie zum Beispiel Prosta-
glandin E2 oder transforming
growth factor beta 1 erlaubt
konkrete Aussagen uber den
Reifegrad der Zellpopulation
und somit Uber die Fahigkeit
der jeweiligen Oberfldche, Kno-
chenneubildung zu férdern.
Die Expression des Proteins
Osteokalzin korreliert hierbei
mit der Osteoid-Neusynthese
(Abb. 12). Die Differenzie-
rungsmarker und Zytokine las-
sen sich auf unterschiedlichen
intra- und extrazelluldaren Ni-
veaus bestimmen. So messen
Methoden, die auf der poly-
merase chain reaction (PCR)
basieren, die RNA (Vorlaufer)-
Level der jeweiligen Proteine
und kénnen zudem Aufschluss
uber wichtige intrazellulare
Signalkaskaden geben , wah-
rend zum Beispiel die quanti-
tative Immunhistochemie in-
trazellulare oder membran-
standige Proteine bestimmen
kann. Die Durchfihrung ei-
nes enzyme-linked immuno-
sorbent assay (ELISA) des
Uberstandes bietet wiederum
die Moglichkeit, von der Zel-
le freigesetzte Marker und
Zytokine zu ermitteln.

Die Durchsicht der aktuellen
Fachliteratur bietet im Ge-
gensatz zu dem einheitlich
berichteten in vitro -Einfluss
von Oberflachenrauhigkeit
auf die Interaktion mit Blutbe-
standteilen (s.o0.) zur Interaktion
mit osteoblastdren Zellen auf-
fallend divergente Ergebnisse.
In einigen Untersuchungen zei-
gen raue Implantatoberflachen
eine deutliche Forderung der
Zelldifferenzierung, wahrend
bei anderen Autoren glatte
Oberflachen die besten Resul-
tate aufzeigen. Kritisch ist hier-
bei zu bemerken, dass sich das
Verhalten osteoblastarer Zellen
unterschiedlicher Herkunft
(human, Ratte), Entnahmestel-
len (Calvaria, Becken) und
Reifegrade auf Titan deutlich
unterscheidet. Abgesehen da-
von konnen Unterschiede in
den Kultivierungsmodalitdaten
und in den Messzeitpunkten
eine Erklarung fir diese Di-
vergenzen bieten, was den
Stellenwert der Kenntnis des
Versuchsprotokolls bei der
kritischen Ergebnisinterpre-

tation unterstreicht. Tenden-
ziell wurde jedoch eine ,mitt-
lere Rauhigkeit” fir eine
erfolgreiche Interaktion zwi-
schen Osteoblast und Im-
plantatoberflache hervorge-
hoben [1].

Schlussfolgerungen

Zusammenfassend lasst sich
feststellen, dass erfolgreiches
Implantateinheilen ein multi-
faktorielles Geschehen ist, wel-
ches neben patientenimma-
nenten Faktoren (Knochen-
qualitat) und unterschiedlichen
Behandlungsoptionen (Ein-
heil-, Belastungsregime) vor al-
lem auch optimale Implantat-
eigenschaften voraussetzt.
Hierbei nimmt die Biokompa-
tibilitat bzw. Zellkompatibilitéat
diverser Oberflachenmodifi-
kationen eine ganz heraus-
ragende Position ein. Die in
diesem Beitrag vorgestellten
zellexperimentellen Untersu-
chungsmethoden zur praklini-
schen Charakterisierung und
Testung der Implantatober-
flachen erganzen sich hierbei
sinnvoll und bieten somit ei-
ne solide und unentbehrliche
Basis fiir Tierexperimente
bzw. schlussendlich auch fir
den klinischen Langzeiterfolg
des Implantates. |

Korrespondenzadresse:

Dr. med. Marcus O. Klein',
PD Dr. med. Dr. med. dent.
Bilal Al-Nawas', Ana Bijelic?,
Nora Wérsdorfer?,

Dipl. Phys. Hermann Gotz2,
Univ.-Prof. Dr. med. Dr. med.
dent. Wilfried Wagner?,
Univ.-Prof. Dr. rer. nat. et med.
dent. habil. Heinz Duschner?

Zentrum flr zahnarztliche

Verbundforschung

T Klinik fur Mund-, Kiefer- und
Gesichtschirurgie

2 Angewandte Struktur- und
Mikroanalytik

Johannes Gutenberg-

Universitat Mainz

Fachbereich Medizin

Augustusplatz 2

55131 Mainz

E-Mail:

klein@mkg.klinik.uni-mainz.de

© dental-praxis, XXIll, Heft 9/10-2006



iIssenschaft & Praxis

Implantat- M
einheilung

© dental-praxis, XXIll, Heft 9/10-2006




