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Articles published in this section have been reviewed by three members of the Editorial Review Board

Histologischer Vergleich
unterschiedlicher Biopolymere
im enossalen Defekt

Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden tierexperimentellen Untersuchung an
Géttinger Miniaturschweinen war es, das resorbierbare Bio-
polymer Ethisorb vergleichend mit dessen hydrolytisch ange-
dauter Modifikation Ethisorb Rapid hinsichtlich der Degrada-
tions- bzw. knéchernen Substitutionseigenschaften zu unter-
suchen. Dazu wurden die beiden Biopolymere mit bzw. ohne
Spongiosazusétze vergleichend mit Leerdefekten in Tibiame-
taphysen von Géttinger Miniaturschweinen implantiert. Nach
Ablauf der postimplantéren Einheilungszeiten von sechs, 12,
26 und 52 Wochen erfolgte die Tétung der Tiere mit nachfol-
gender Anfertigung von unentkalkten Knochentrenndiinnschliff-
préparaten und deren histomorphometrischer und -morpho-
logischer Analyse.

Insgesamt nahm mit Zunahme der postimplantédren Einhei-
lungszeit die Trabekeldichte kontinuierlich ab. Die Implanta-
tion vom langsam degradierbaren, jedoch beschleunigt re-
sorbierbaren Ethisorb fiihrte im Vergleich zu Ethisorb Rapid
und dem Leerdefekt histomorphometrisch zu statistisch signi-
fikant héheren Trabekeldichten (Tuckey-Test, p=<0,05) und
histomorphologisch zu einer optimierten Knochenregenera-
tion. Dagegen war Ethisorb Rapid beschleunigt degradierbar,
aber verzégert resorbierbar. Polarisationsmikroskopisch war
der Nachweis von Ethisorb bis zur 12. und von Ethisorb Rapid
bis zur 26. Woche postimplantar méglich. Ethisorb war ein
geeignetes Trdgermaterial flir autogene Spongiosachips im
critical-size-defect der Tibia, sodass eine multilokulare, d. h.
polytope Knochenregeneration mit héheren Trabekeldichten
erzielt werden konnte.
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Einleitung

Zum Niveauausgleich kleinflachiger Kontinuitétsliicken des
Schédeldachs bieten sich generell autogene Knochentransplan-
tate an, die jedoch aufgrund von zahlreichen Nachteilen, z.B.
Notwendigkeit zum Zweiteingriff und knocherne Transplantat-
resorptionen, die Suche nach alternativen Versorgungsmoglich-
keiten beschleunigten (PROLO et al. 1984, GERLACH 2000). Als
Alternative wird daher die Entwicklung von Knochensubstituten



unterschiedlichen Ursprungs, verschiedener Zusammensetzung,
Gefligestruktur und Loslichkeit vorangetrieben, die zunehmend
an Bedeutung gewinnen (MERTEN et al. 2003, SCHLEGEL et al.
2004, THORWARTH el al. 2004a u. b, NITSCH et al. 2005). Daher ist
eine Einteilung in Knochenersatz- (KEM) und Knochenaufbau-
materialien (KAM) sinnvoll (MERTEN et al. 2003): Osteokonduk-
tive KEM werden nach der Implantation kndchern integriert und
geringfiigig resorbiert, sodass im weiteren Heilungsverlauf ein
funktioneller Fremdkorper in situ verbleibt, d.h. dass dieser auf-
grund einesVolumen- und Formerhalts eine langerfristige Platz-
halterfunktion einnimmt (MERTEN et al. 2003). Dagegen werden
die in den Knochendefekt eingebrachten osteokonduktiven
KAM vom regenerierenden Knochen substituiert, sodass eine
biofunktionelle Adaptation sowie eine topographisch-anato-
mische Restitutio ad integrum resultiert. Als KAM stehen u.a. re-
sorbierbare Biopolymere wie das in der vorliegenden Untersu-
chung verwendete synthetische Biopolymer Ethisorb (Ethisorb®,
Fa. Ethicon, Norderstedt), ein filamentoses, dreidimensionales
synthetisches Composite-Implantat (Verhaltnis Polyglactin 910:
Poly-p-dioxanon (PDS) = 7:1) auf der Grundlage von Polyglac-
tin 910 (Verhaltnis Polyglycolid: Polylactid = 9:1) und PDS, zur
Verfligung. Aufgrund der differierenden Schmelzpunkte beider
Biopolymere wird PDS bei seinem Schmelzpunkt von 100 °C auf
Polyglactin, das bei 200 °C schmilzt, aufgeschmolzen, sodass eine
punktuelle Verklebung beider Biopolymere resultiert (Abb. 1a).
Nach der Definition von VERT et al. 1992 werden resorbierbare
Polymere in-vivo enzymatisch bzw. nicht-enzymatisch degra-
diert, d.h. fragmentiert und resorbiert, wobei die entstehenden
Abbauprodukte u.a. abhédngig von der Molekiilgrésse renal
filtriert bzw. tiber physiologische Zyklen, wie z.B. den Zitrat-
Zyklus, weitergehend metabolisiert werden (VERT et al. 1992,
KRONENTHAL 1975). Zusétzlich beinhaltet die Resorption die voll-
standige Elimination des initial kérperfremden Materials (VERT
etal. 1992). Die Resorptionszeiten der Co-Polymere von Ethisorb
werden fiir Polyglactin 910 (Vicryl®) mit 56 Tagen und von PDS
mit 180 Tagen angegeben (JANK et al. 2003, BUCHEL et al. 2005).
Der Abbau des Biopolymers erfolgt neben der Hydrolyse tiber
eine parallel ablaufende durch Histiozyten geprdagte Gewebe-
reaktion (MERTEN et al. 1997). Die hierbei anfallenden Polymer-
Ausgangssubstanzen, wie z.B. Glycolid und Lactid, kénnen
direkt mit dem Urin ausgeschieden oder in den Zitronensdure-
zyklus eingeschleust und dabei unter Energiegewinn zu Wasser
und Kohlenstoffdioxid verstoffwechselt werden (BRANDT et al.
1984, AMECKE et al. 1992).

Ethisorb findet vielfdltige Anwendungen, u.a. zur Knochen-
defektfiillung im spongitsen Lager (MERTEN et al. 1997), zum
Duraverschluss bzw. -ersatz und zur Auffiillung von Bohrloch-
defekten (BARBOLT et al. 2001, FILIPPI et al. 2000, SEIDL et al. 2000,
VERHEGGEN et al. 1997), als Tragermaterial fiir diverse Zellen
(FrOSCH et al. 2005, GROGER et al. 2003, SCHIMMING & SCHMELZ-
EISEN 2004, SCHMELZEISEN et al. 2002) sowie zur Nachblutungs-
prophylaxe in Zahnalveolen aufgrund der blutkoagel-stabili-
sierenden Wirkung (MERTEN et al. 2004). Ziel der vorliegenden
Untersuchung war es, Ethisorb vergleichend mit Ethisorb Rapid,
einer Ethisorb-Modifikation, hinsichtlich der Degradations- bzw.
knochernen Substitutionseigenschaften zu untersuchen.

Material und Methode

An insgesamt 20 Gottinger Miniaturschweinen (Tierversuchs-
Genehmigungsnummer: X 330a-72241.123-2(44-6/96), Minis-
terium flir Landwirtschaft und Forsten, Kiel) wurde unter asep-
tischen Kautelen beidseits an der pars medialis der proximalen

Unterschiedliche Biopolymere im enossalen Defekt

Tibiametaphyse (Ngesar: = 40) jeweils ein critical-size-defect (CSD,
Volumen: 3 ml) prapariert. Dieser wird per definitionem zeitlebens
nicht knochern durchbaut (ScHMITZ & HOLLINGER 1986). Zusétz-
lich wurde ein Kortikalisdeckel (Dimension: 10X20 mm), dessen
Periost vollstandig entfernt wurde, préapariert. Anschliessend
erfolgte die Spongiosa-Entnahme, die Elektrokoagulation der
A. nutricia sowie die Kiirettage und Spiilung der resultierenden
flinfwandigen Tibiamarkhohle, die aus den drei regenerations-
schwachen kortikalen sowie zwei regenerationsstarken medul-
laren Anteilen bestand. Als Implantationsmaterialien, die wand-
standig und kompressionsfrei eingebracht wurden, dienten
(jeweils zwei Defekte/Standzeit) das nur zu experimentellen
Zwecken hergestellte Ethisorb Rapid, eine hydrolytisch ange-
daute Ethisorb-Modifikation (Abb. 1b) bzw. Ethisorb Rapid in
Kombination mit autogenen Spongiosachips sowie Ethisorb bzw.
Ethisorb in Kombination mit autogenen Spongiosachips sowie
zur Kontrolle Leerdefekte (Tab. I). Hierbei wurden die bei der
Kiirettage des Tibiamarkraums anfallenden autogenen Spon-
giosachips mit den entsprechenden Biopolymeren im Verhiltnis
1:1 gemischt und orthotop replantiert. Nach Abschluss der
Implantation wurde der Kortikalisdeckel ebenfalls orthotop re-

N i S
SN olvglactina10 Pt
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] |

) _,-' _:ﬁ".i( 2 = : &
N s A

L R A 4 4 =
bb. 1 a) Ethisorb imponiert als eine filamentére Matrix mit
makropordser, schwammartiger Struktur (Rasterelektronen-
mikroskopie, Vergr. 19X); b) Ethisorb Rapid mit mikrofilamen-
tarer Rauigkeit und hieraus resultierender Oberflachenver-
grésserung der biopolymeren Fasern (Rasterelektronen-
mikroskopie, Vergr. 1500 X).
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Tab.| Probenverteilung

Einheilungs-
zeit

6 Wochen 12 Wochen 26 Wochen 52 Wochen
Material

Leerdefekt n=2 n=2 n=2 n=2
Ethisorb Rapid n=2 n=2 n=2 n=2
Ethisorb Rapid

mit autogener n=2 n=2 n=2 n=2
Spongiosa

Ethisorb n=2 n=2 n=2 n=2
Ethisorb mit

autogener n=2 n=2 n=2 n=2
Spongiosa

plantiert und mit einer Osteosyntheseplatte (nach Luhr) stabili-
siert, wobei die Osteosyntheseschrauben zusétzlich eine repro-
duzierbare postoperative sowie radiologische Defektlokalisierung
ermdglichten. Im Anschluss erfolgte der schichtweise Wundver-
schluss der Haut mit Monocryl-Einzelknopfnaht der Stérke 2-0.
Um die Dynamik der Osteoidbildung zu erfassen, wurde post-
operativ in entsprechenden Zeitintervallen eine polychrome
Sequenzmarkierung durchgefiihrt. Im Anschluss an die Tétung
der Miniaturschweine nach sechs, 12, 26 und 52 Wochen wurden

Tab. Il

drei oder vier unentkalkte Knochentrenndiinnschliff-Praparate
aus der Mitte der jeweiligen Defektzentren angefertigt, wobei die
Knochenregeneration histomorphometrisch hinsichtlich der Tra-
bekeldichte (Anzahl Knochentrabekel/Markraumflache) sowie
histomorphologisch hinsichtlich der Knochenregeneration und
des Biopolymerabbaus beurteilt wurde. Dabei erfolgte die his-
tomorphometrische Auswertung (RECKER 1983) der Knochen-
diinnschliffprédparate mittels eines Durchlichtmikroskops. Die
generierten individuellen Bilddaten wurden tiber eine Digitalka-
mera, die mit dem Mikroskop verbunden war, direkt in einen
PC-Rechner tibertragen. Daraufhin erfolgte die Bildbearbeitung
und -analyse mit der Software KS 300 (Zeiss, Gottingen). Die
histomorphometrisch ermittelten Mittelwerte der drei bis vier
Knochendiinnschliffpraparate eines Defekts wurden zu einem
Mittelwert verrechnet. Unterschiedliche Gewebestrukturen eines
Praparats wurden anhand ihrer typischen Charakteristika iden-
tifiziert (z.B. Osteone des Knochens) und farblich selektiv mar-
kiert, sodass eine Berechnung des Fldacheninhalts moglich war.
Zusétzlich wurde zur Beurteilung der Mikroarchitektur der Kno-
chenregenerate, des semiquantitativen Biopolymerabbaus sowie
des Biopolymerabbaus in Zusammenhang mit inflammatori-
schen Reaktionen eine Score-Einteilung vorgenommen. Der Stich-
probenumfang war bewusst auf 20 Tiere reduziert worden. Eine
statistische Auswertung war nur moglich, da dhnliche Behand-
lungsgruppen zusammengefasst wurden (Tab. II).

Multipler t-Test (p=<0,05) fiir den Vergleich der Trabekeldichte (Anzahl Knochentrabekel/Markraumfléche [%]) der

Gruppe 1 (Leerdefekt), Gruppe 2 (Ethisorb Rapid und Ethisorb Rapid mit autogenen Spongiosachips) sowie Gruppe 3 (Ethisorb
und Ethisorb mit autogenen Spongiosachips); ns: nicht signifikant; *: signifikant

Material Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
Wochen |6 12 |26 (52 12 |26 (52 |6 12 |26 |52
6 ns |* * ns [ns |ns |* ns [ns |ns |ns
- 12 ns |* ns |ns |ns [ns |ns |ns |ns [ns
S
o 26 ns [ns |ns |ns |ns [* * ns |ns
2
© 52 ns [ns [ns |ns [|* * ns |[ns
6 ns |[ns [|* ns [ns |ns |ns
o~ 12 ns |ns |[ns |ns |[ns |ns
(O]
o
o 26 ns |ns |ns [ns |ns
2
O 52 * * ns ns
6 ns |[ns [|*
o) 12 ns *
S
o 26 ns
)
—
O 52
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Tab.lll  Mittelwerte des prozentualen Anteils Knochentrabe-
kel/Markraumfléache (& Trabekeldichte) zu den vier Standzeiten
sechs, 12, 26 und 52 Wochen

Einheilungs-
zeit

6 Wochen 12 Wochen 26 Wochen 52 Wochen
Material

Leerdefekt 17,3 11,13 11,04 6,92
Ethisorb Rapid 16,67 14,69 9,58 9,11
Ethisorb Rapid

mit autogener 17 16,27 16,02 14,42
Spongiosa

Ethisorb 21,05 20,49 16,15 16,12
Ethisorb mit 21,64 21,04 17,45 16,5
Spongiosa

Resultate

Histomorphometrie

Insgesamt nahm mit Zunahme der postimplantdren Einhei-
lungszeit von sechs bis 52 Wochen der prozentuale Anteil der
Knochentrabekel/Markraumflache, d.h. die Trabekeldichte fiir
die jeweils untersuchten Defektfiillmaterialien im Rahmen der
Knochenremodellation kontinuierlich ab, jedoch fiir die einzel-
nen, implantierten Biopolymere auf unterschiedlichem Niveau
(Tab. III). Sechs Wochen postimplantar resultierten fiir den Leer-
defekt, Ethisorb Rapid und fiir Ethisorb Rapid in Kombination
mit autogenen Spongiosachips vergleichbare Trabekeldichten
von 17,3%, 16,67% und 17%, die sich mit Fortschreiten der
Knochenregeneration bis 52 Wochen postimplantér kontinuier-
lich auf 6,92%, 9,11% und 14,42% verringerten. Dagegen waren
sechs Wochen postimplantédr mit Ethisorb bzw. Ethisorb in Kom-
bination mit autogenen Spongiosachips deutlich hohere Trabe-
keldichten von 21,05% bzw. 21,64% zu erzielen, die sich im
Verlauf der Knochenregeneration bis 52 Wochen postimplantér
auf 16,12% und 16,5% reduzierten.

Durch Bildung von Gruppen mit demselben Biopolymer, aber
ungeachtet der Verwendung von autogenen Spongiosachips
(Gruppe 1: Leerdefekt; Gruppe 2: Ethisorb Rapid und Ethisorb
Rapid mit autogenen Spongiosachips; Gruppe 3: Ethisorb und
Ethisorb mit autogenen Spongiosachips) resultierten beim paar-
weisen Vergleich (Tuckey-Test, p <0,05) folgende Differenzen
zwischen den Gruppen: Gruppe 1 versus Gruppe 2 (p =0,05),
Gruppe 1 versus Gruppe 3 (p<0,05), Gruppe 2 versus Gruppe 3
(p=0,05).

Die Gruppe 2 (Mittelwert: 15,2 + Standardabweichung: 4,28%)
wies gegeniiber der Gruppe 1 (11,9+4,713%) eine erhohte Tra-
bekeldichte auf, die sich jedoch statistisch nicht signifikant un-
terschied, d. h. in dieser Untersuchung keine Vorteile hinsichtlich
der Trabekeldichte ergab. Dagegen bewirkte dieVerwendung von
Ethisorb sowie von Ethisorb mit autogenen Spongiosachips
(Gruppe 3, 20,4 +3,851%) eine statistisch signifikant hohere Tra-
bekeldichte sowohl im Vergleich zur Gruppe 1 als auch zur
Gruppe 2.

Der multiple t-Test ermoglichte weitergehende Aussagen sowohl
innerhalb der jeweiligen Gruppe als auch zwischen den Gruppen
(Tab. II, p=<0,05). Wéhrend mit zunehmender postimplantérer
Einheilungszeit in Gruppe 1 die Trabekeldichte statistisch signifi-
kant abnahm, resultierten in Gruppe 2 «stabile» Trabekeldichten
bis zur 26. Woche, die erst ab der 52. Woche statistisch signifikant
geringere Dichten im Vergleich zur sechsten Woche aufwies. In

Unterschiedliche Biopolymere im enossalen Defekt

Tab. IV Mikroarchitektur der Knochenregenerate (Score) zu
den vier Standzeiten sechs, 12, 26 und 52 Wochen

Standzeit

6 Wochen 12 Wochen 26 Wochen 52 Wochen

Material

Leerdefekt 1 2 2 2
Ethisorb Rapid 1 2 2 2
Ethisorb Rapid

mit autogener 1 1 2 2
Spongiosa

Ethisorb 3 3 3 2
Ethisorb mit

autogener 3 3 3 2
Spongiosa

Score: siehe Text

Gruppe 3 konnte im Vergleich zu den beiden anderen Gruppen
eine auf hoherem Niveau generierte Trabekeldichte erzielt werden,
wobei bis 26 Wochen postoperativ keine statistisch signifikanten
Differenzen nachweisbar waren. Statistisch signifikant hohere
Trabekeldichten konnten fiir die 6. und 12. postimplantédre Woche
im Vergleich zum 52-Wochen-Wert ermittelt werden.

Neben diesen histomorphometrischen Befunden ist fiir die In-
terpretation der Knochenregeneration die Histomorphologie des
jeweiligen Defektareals zu berticksichtigen, die im Folgenden
beschrieben wird.

Mikroarchitektur der Knochenregenerate

Hierbei wurde eine Score-Einteilung vorgenommen (Tab. IV,
Score 1: Randstandige Knochenregeneration mit zentralem
Restdefekt, Score 2: Rarefizierte kncherne Defektdurchbauung,
Score 3:Vollstandige trabekuldre Defektdurchbauung). Durch die
Implantation von Ethisorb sowie dessen Kombination mit auto-
genen Spongiosachips konnte bis 26 Wochen postimplantar
bereits eine vollstandige trabekuldre Defektdurchbauung erzielt
werden (Abb. 2, Score 3), die sich erst nach 52 Wochen den phy-

===,

Periast

Score 2:
Score 1:

Rarefizierte
knécherne
Defektdurchbauung %

Randstindige '}
Knochenregene- %
ration mit
zentralem
Restdefekt

Pesiost

Score 3

Volistindige
trabekulire
Defektdurchbauung O

Abb.2 Schematische Darstellung der differenten, histomor-
phologisch nachweisbaren Reossifikationsmuster im Tibia-
markraumdefekt. Bei identischer histomorphometrischer
(quantitativ) Trabekeldichte (z. B. 60%) kann ein histomorpho-
logisch (qualitativ) differentes Knochenregenerationsmuster
resultieren (Score 1-3).
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siologischen Gegebenheiten der Remodellationsdynamik an-
passte und sich somit ein rarefiziertes Knochenregenerations-
muster ausbildete (Score 2). Dagegen fithrten der Leerdefekt und
Ethisorb Rapid sechs Wochen postimplantidr zu einer randstan-
digen Knochenregenration (Score 1), wobei von 12 Wochen bis
52 Wochen eine rarefizierte trabekuldre Defektdurchbauung
resultierte (Score 2). Die Implantation von Ethisorb Rapid mit
autogenen Spongiosachips fiihrte nach sechs bzw. 12 Wochen
zu einer randstindigen Knochenregeneration mit zentralem
Restdefekt (Score 1), der erst ab der 26. Woche eine rarefizierte
trabekuldre Defektdurchbauung aufwies (Score 2). Damit lag mit
zunehmender Heilungsdauer bis 52 Wochen postoperativ und
einem hiermit verbundenen biologischen Altern des Tieres re-
modellationsbedingt fiir alle untersuchten Defektkonstellationen
eine rarefizierte trabekulédre Defektdurchbauung vor, wobei eine
chondrale Knochenheilung aber nicht nachweisbar war.

Semiquantitative Beurteilung des Biopolymerabbaus

Hierzu wurde eine Score-Einteilung vorgenommen (Tab.V, Eva-
luationskriterien: Biopolymernachweis, d.h. degradierter (frag-
mentierter), aber noch nicht resorbierter Biopolymeranteil/Mark-
raumdefektflache (%): Score 0: 0%, Score 1: 1-25%, Score 2:
26-50%, Score 3: 51-75%, Score 4: 76-100%). Der zum Zeitpunkt
der Implantation fiir alle Biopolymervarianten polarisationsmik-
roskopisch gegebene 100%ige Biopolymernachweis (Score 4)
reduzierte sich fiir die jeweiligen biopolymeren Implantations-
materialien im weiteren postoperativen Verlauf auf unterschied-
lichem Niveau: Sowohl fiir Ethisorb und Ethisorb in Kombina-
tion mit autogenen Spongiosachips als auch fiir Ethisorb Rapid
und Ethisorb Rapid in Kombination mit autogenen Spongio-
sachips waren deren Polymerbestandteile aufgrund der fortge-
schrittenen Resorption nach sechs bzw. 12 Wochen semiquanti-
tativ nur noch zu ca. 26-50% (Score 2) sowie zu 1-25% (Score 1)
nachweisbar. Nach 26 Wochen war das langsam degradierbare,
d.h. langsam fragmentierbare, sowohl solitér als auch in Kom-
bination mit autogenen Spongiosachips implantierte Ethisorb be-
reits vollstandig degradiert und zelluldr metabolisiert (Score 0).
Im Gegensatz hierzu war Ethisorb Rapid und die Kombination
von Ethisorb Rapid mit autogenen Spongiosachips mit einem
Biopolymerrestanteil bis zu 25% (Score 1) weiterhin nach 26 Wo-
chen nachweisbar, wobei nach 52 Wochen hier ebenfalls keine
Biopolymerreste mehr detektierbar waren (Score 0). Uberra-
schenderweise wies das per definitionem als beschleunigt abbau-
bar eingestufte Defektfiillmaterial Ethisorb Rapid einen verzo-
gerten Resorptionsmechanismus auf, indem auch nach halb-
jahrlicher Liegedauer doppelbrechende Biopolymerreste spo-

Tab.V Semiquantitative Beurteilung der dynamischen Bio-
polymerdegradation in den Tibiamarkraumdefekten

Standzeit

Implantation 6 Wo 12Wo 26Wo 52Wo
Material
Ethisorb Rapid 4 2 1 1 0
Ethisorb Rapid
mit autogener 4 2 1 1 0
Spongiosa
Ethisorb 4 2 1 0 0
Ethisorb mit
autogener 4 2 1 0 0
Spongiosa
Score: siehe Text
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Tab.VI Biopolymerabbau mit begleitender inflammatori-
scher Zellreaktion

Standzeit

6 Wochen 12 Wochen 26 Wochen 52 Wochen
Material
Ethisorb Rapid 2 2 2 0
Ethisorb Rapid

mit autogener 2 2 2 0
Spongiosa

Ethisorb 1 1 0 0
Ethisorb mit

autogener 1 1 0 0
Spongiosa

Score: siehe Text

radisch polarisationsmikroskopisch nachweisbar waren. Als
mogliche Ursache dieses interessanten histomorphologischen
Ergebnisses konnte eine Uberlastung der zelluliren, phago-
zytaren Kapazitdten (ein- und mehrkernige Riesenzellen, Gra-
nulozyten, Schaumzellen) vermutet werden.

Semiquantitative Beurteilung des Biopolymerabbaus -
Zusammenhang mit inflammatorischen Reaktionen

Hierzu wurde ebenfalls eine Score-Einteilung vorgenommen
(Tab. VI, Score 0: vollstindige Polymerdegradation ohne Nach-
weis entziindlicher Zellreaktionen, Score 1: mit begleitenden,
geringen inflammatorischen Zellreaktionen (akute granulozytére
Reaktion mit vereinzeltem Nachweis von Riesenzellen) Score 2:
mit begleitenden, ausgeprégten inflammatorischen Zellreaktio-
nen (akute granulozytédre Zellreaktion mit tiberwiegend chro-
nisch lympho-plasmazelluldrer Zellreaktion und phagozytarer
Abbaureaktion des Biopolymers). Fiir Ethisorb sowie fiir die
Kombination von Ethisorb mit autogenen Spongiosachips resul-
tierte nach sechs bzw. 12 Wochen postimplantér eine Biopoly-
merdegradation, d.h. Biopolymerfragmentation, mit einer die
Biopolymerreste umgebenden begleitenden, geringen inflam-
matorischen Zellreaktion (Score 1) mit einer akuten granulozyta-
ren Reaktion mit vereinzeltem Nachweis von Riesenzellen. Diese
war nach 26 Wochen nicht mehr nachweisbar, da Ethisorb analog
derTab.V vollstindig degradiert und resorbiert war (Score 0). Im
Gegensatz hierzu rief die beschleunigt degradierbare Biopoly-
mervariante Ethisorb Rapid bzw. die Kombination von Ethisorb
Rapid mit autogenen Spongiosachips eine die Biopolymerreste
umgebende, begleitende ausgepragte inflammatorische Zellreak-
tion bis zur postimplantdren Einheilungszeit von 26 Wochen
hervor (Score 2). Hierbei war neben einer akuten granulozytdren
Reaktion zusdtzlich ab der 12. Woche postimplantar eine lym-
pho-plasmazelluldre, chronische Reaktion mit einer phago-
zytdren Abbaureaktion (Riesenzellen und Schaumzellen) des
Biopolymers nachweisbar. Erst nach 52 Wochen war fiir das
protrahiert resorbierbare Ethisorb Rapid eine vollstindige Bio-
polymerdegradation sowie -resorption nachweisbar (Score 0).

Histomorphologie

Fiir den Leerdefekt war nur eine von der Innenkortikalis ausge-
hende, ungerichtete Knochenregeneration nachweisbar (Abb. 3).
Sowohl fiir Ethisorb Rapid (Abb. 4) als auch fiir dessen Kombi-
nation mit autogenen Spongiosachips resultierte durch die ra-
sche Biopolymerdegradation ein vermutlich entstehendes saures
Milieu mit Mikropartikeln, das neben den o.g. Entziindungsreak-
tionen zu einem bereits nach sechs Wochen, frithzeitigen, for-



Neotrabekelim
Markraum

Abb.3 Leerdefekt, sechs Wochen: zentripetale Reossifika-
tion ausgehend von den vitalen endostalen Lagerrdndern
(siehe Pfeile). Die friihe, reparative autochthone Osteoneo-
genese ist erkennbar an den vitalen endostalen kortikalen
Innenwénden (Calcein-Markierung). Nach 4 Wochen finden
sich bereits im Zentrum Neotrabekel, wie dies durch die Oxy-
tetrazyklin-Markierungen objektiviert werden kann (Fluores-
zenzmikroskopie, Blauanregung, ungeférbt, Vergr. 4X).

Ethisorb
Rapid

enossaler Defektrand —»

Abb.4  Ethisorb Rapid, sechs Wochen: sporadischer Nach-
weis von Ethisorb-Rapid-Filamenten (Polarisationsmikrosko-
pie, ungefarbt, Vergr. 10x).

cierten Verlust der dreidimensionalen Leitschienenfunktion
fiihrte. Hierdurch bedingt zeigten sich nur sporadische Revitali-
sierungen der transplantierten autogenen Spongiosachips, die
auf die erste postimplantdre Woche terminiert werden konnten.
12 bzw. 26 Wochen postimplantar wurde die zentrale Kunststoft-
resorption durch die in unmittelbarer Nahe zum Defektrand von
den in den Knochendefekt aus dem Endost einwachsenden
Gefdssneubildungen unterstiitzt, die Riesenzellen via Blutstrom
zur Biopolymerresorption heranfiihrten (Abb. 5). Im Gegensatz
hierzu war bei der Implantation von Ethisorb sowie dessen
Kombination mit autogenen Spongiosachips bereits nach sechs
bzw. 12 Wochen eine von den seitlichen endostalen Defektran-
dern ausgehende zentripetale Knochenneubildung nachweisbar,
die das Biopolymergeriist des Ethisorb im Sinne einer Osteokon-
duktion bei geringer, begleitender inflammatorischer Reaktion
benutzte. Durch die vital transplantierten autogenen Spongio-
sachips konnte zusatzlich eine multilokuldre, d.h. eine polytope
Knochenregeneration erreicht werden (Abb. 6). Die verlangsamte
Biopolymerdegradation von Ethisorb ermdglichte im Gegensatz
zu Ethisorb Rapid eine langerfristige Leitschienenfunktion bis
12 Wochen postimplantér fiir eine zentripetale Reossifikation.

Unterschiedliche Biopolymere im enossalen Defekt
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Abb.5  Ethisorb mit autogenen Spongiosachips, 12 Wochen:
zellulére Phagozytose mittels Makrophagen von Biopolymer-
partikeln (Polarisationsmikroskopie, ungefarbt, Vergr. 10X).

.
.

Neotrabekelgerla—b ;

Abb.6  Ethisorb mit autogenen Spongiosachips, 52 Wochen:
Neotrabekelgeriist ohne Nachweis von Biopolymerresten
(Polarisationsmikroskopie, ungefarbt, Vergr. 10X).

Diskussion

Das langsam degradierbare, d.h. langsam fragmentierbare, aber
schnell resorbierbare Ethisorb rief im Vergleich zum schnell de-
gradierbaren, aber verzogert resorbierbaren Ethisorb Rapid his-
tomorphometrisch nachweisbar grossere Trabekeldichten hervor.
Nach 26 Wochen waren keine Biopolymerreste von Ethisorb
mehr nachweisbar, wohingegen Filamente von Ethisorb Rapid
bis 26 Wochen postimplantir nachweisbar waren (Tab. V). Es
zeigte sich im Gegensatz zum Leerdefekt, dass durch eine De-
fektftillung mittels osteokonduktivem Biopolymer des ersatzstar-
ken Tibiamarkraumdefekts aufgrund des tridirektionalen Kno-
chenregenerationsmusters grossere Trabekeldichten erzielbar
waren. Zusatzlich tiben die bei der Degradation der Biopolymere
entstehenden Aminosauren, wie z.B. Glycin und Serin (HOLLINGER
1983), eine osteostimulative Wirkung auf den Lagerknochen
sowie auf die autogenen Spongiosachips aus. Letztere zeigten in
Kombination mit Biopolymeren osteokonduktive und -induktive
Eigenschaften, da sie frithzeitig eine multilokuldre Knochenre-
generation ermoglichten. Hierbei erzielte die Implantation von
Ethisorb und Ethisorb mit autogenen Spongiosachips statistisch
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signifikant hohere Trabekeldichten im Vergleich zum Leerdefekt
sowie Ethisorb Rapid und Ethisorb Rapid mit autogenen Spon-
giosachips (Tuckey-Test, p <0,05).

Die hierfiir erforderlichen Wachstumsfaktoren wie Bone Morpho-
genetic Proteins (BMP) und Glykosaminoglykane werden aus
dem transplantdren ungeformten interzellularen Gertist freige-
setzt (KUBLER 1998), die auch tiber den Zelltod hinaus wirksam
bleiben (ZiLcH 1980). Den durch die Neovaskularisation des
tierexperimentellen Defektes herangefithrten pluripotenten
mesenchymalen Stammzellen wird hiermit die Moglichkeit einer
osteogenen Differenzierung und schnelleren Proliferation ge-
geben (CAPLAN 1991, FoITzik & MERTEN 1999). Folglich ist eine,
dieser optimierten Knochenregeneration angepasste, degrada-
tionsstabile Mindestfunktionszeit des Tragermaterials (MERTEN
et al. 2003) von 12 Wochen, wie hier fiir Ethisorb nachgewiesen,
erforderlich. Hierbei kam besonders, wie die histomorphomet-
rischen Messungen belegen, den ersten sechs postimplantaren
Wochen eine grosse Bedeutung zu, wobei hier korrespondierend
zur Zunahme der Knochenregeneration eine kalkulierte Degra-
dation des Trdgermaterials Ethisorb ablief. Durch die nach der
Implantation von Ethisorb Rapid ablaufende, gesteigerte Poly-
merdegradation bei gleichzeitig protrahierter Resorption kam es
im Vergleich zu der konstanteren Polymerdegradation und -re-
sorption bei Ethisorb vermutlich zu einer pH-Wert-Verschiebung
in den sauren Bereich, sodass die Knochenregeneration ver-
gleichsweise reduziert war. Daher sollte Ethisorb Rapid aufgrund
einer Polymerpersistenz bis zur 26. Woche sowie begleitenden,
vermehrten periimplantdren inflammatorischen Reaktionen zu-
riickhaltende Anwendung finden.

Ein critical-size-defect (CSD) heilt zeitlebens spontan nicht
knochern, sondern bindegewebig aus (SCHMITZ & HOLLINGER
1986). Das in dieser Untersuchung im ersatzstarken Lager der
Tibiametaphyse gewihlte Volumen von 3 ml/Markraumdefekt
war durch eine zusitzliche Entfernung des Periostes am Korti-
kalisdeckel ein ausreichend dimensionierter, d. h. die o.g. Krite-
rien erfillender CSD, da der Leerdefekt nach sechs Wochen ei-
nen zentralen Restdefekt sowie nach 12, 26 und 52 Wochen ein
rarefiziertes knochernes Regenerationsmuster aufwies (Tab. IV).
Demgegeniiber konnte durch die Implantation von Biopoly-
meren sowie deren Kombinationen mit autogenen Spongiosa-
chips eine vollstindige knécherne Defektdurchbauung erzielt
werden.

Bei Ubertragung dieser Ergebnisse auf den Menschen kénnte
dies bedeuten, dass durch Biopolymer-Implantation in Zahn-
alveolen, neben einer hierbei erzielbaren hdmostyptischen Wir-
kung (MERTEN et al. 2004), eine zusétzlich gesteigerte Knochen-
regeneration zu einer postulierten, moglicherweise frithzeitigeren
Versorgung der Kieferknochen mit dentalen Implantaten fiihren
konnte (AL-NAwAS et al. 2006). Abschliessend liess sich zeigen,
dass die Ergebnisse bei alleiniger Betrachtung der Histomor-
phometrie keine Riickschliisse auf das histomorphologische
Erscheinungsbild erlauben, sodass letzteres grundsétzlich bei
einer Bewertung der Knochenregeneration hinzugezogen wer-
den sollte.

Schlussfolgerung

Ethisorb ist als resorbierbares Biopolymer fiir die Implantation
in ersatzstarke Tibiamarkraumdefekte geeignet. Hierbei resultiert
neben einer von den Defektrdndern ausgehenden tridirektio-
nalen Knochenregeneration durch Beimischung von autogenen
Spongiosachips zusétzlich eine multilokuldre Knochenregene-
ration. Die Degradationsprodukte des Biopolymers wirken osteo-
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stimulativ mit im Vergleich zum Leerdefekt und Ethisorb Rapid
sowie Ethisorb Rapid mit autogenen Spongiosachips generierten
statistisch signifikant hoheren Trabekeldichten. Ethisorb weist
als Tragermaterial fiir autogene Spongiosachips eine degrada-
tionsstabile Mindestfunktionszeit von 12 Wochen auf. Zur voll-
standigen Beurteilung der Knochenregeneration sollte neben den
rein histomorphometrischen Daten zusatzlich das histomorpho-
logische Bild hinzugezogen werden.

Summary

Nitsch A, Merten H A, Verheggen R: Histological comparison
of different biopolymers in osseous defects (in German).
Schweiz Monatsschr Zahnmed 117: 720-727 (2007)

The goal of this animal study in Goettingen minipigs was to
compare Ethisorb with its modification Ethisorb Rapid where the
hydrolytic degradation process has started, with respect to deg-
radation and bony substitution qualitites. For comparison, both
biopolymers were implanted with and without addition of au-
togenic spongiosa chips in comparison with blank defects in
metaphysis of the tibia. The animals were killed after six, 12, 26
and 52 weeks. Undecalcified bone cuts were obtained and sub-
jected to a histomorphometric and histomorphological analy-
sis.

All in all, with increasing time after implantation a continuous
decrease of the density of trabecula could be observed. In com-
parison to Ethisorb Rapid and blank defects, the implantation of
the slowly degrading but quickly resorbing Ethisorb led to sta-
tistically significantly higher densities of trabecula (Tuckey Test,
p=0.05) and to best bone regeneration. In contrast to this,
Ethisorb Rapid could be degraded more quickly but resorbed
more slowly. In the polarizing microscope, Ethisorb could still be
detected after 12 weeks of implantation. Ethisorb Rapid could
still be detected after 26 weeks of implantation. To conclude,
Ethisorb proved to be a suitable scaffold for autogenic spongiosa-
chips in critical-size defects of the tibia so that a multiloculated
bone regeneration could be obtained.

Résumé

Le but de cette expérimentation animale, réalisée sur des cochons
«miniatures» (Gottingen), était de comparer la performance du
biopolymere ETHISORB avec sa forme modifiée, 'ETHISORB
RAPIDE, pour laquelle le processus de dégradation hydrolytique
a déja été initié. Pour faire cette comparaison, les deux bio-poly-
meres ont été implantés avec ou sans addition de particules d’os
spongieux autogene au niveau de la métaphyse du tibia. Des
défauts non-comblés ont été utilisés comme controle. Apres six,
12, 26 et 52 semaines, les animaux ont été sacrifiés et des coupes
non-décalcifiées ont été analysées par techniques histomorpho-
logique et histomorphométrique.

De maniere générale, une diminution continue de la densité des
trabécules osseuses a été observée en fonction du temps écoulé
apres I'implantation. En comparaison a 'ETHISORB RAPIDE et
aux défauts contrdle, I'implantation d’'ETHISORB a dégradation
lente mais se résorbant rapidement, a abouti a une densité plus
importante des trabécules en histomorphométrie (test de Tuckey,
p=0,005) et a une meilleure régénération osseuse histomor-
phologique. Au microscope polarisant, 'ETHISORB est encore
détectable 12 semaines apres son implantation, tandis que
I"ETHISORB RAPIDE peut encore étre détecté apres 26 semai-
nes. En conclusion, 'ETHISORB démontre étre une matrice fa-
vorable pour l'utilisation de particules osseuses spongieuses dans



des défauts de taille critique du tibia et permet d’obtenir une
régénération osseuse multi-loculaire.
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