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Zusammenfassung

Fir den klinischen Einsatz als synthetischer Kno-
chenersatz wurde ein injizierbarer Brushite-
(chronOS™-Inject) und Hydroxylapatit-(Bio-
bon®) Zement hinsichtlich ihrer praktischen
Handhabung, Resorptionsfihigkeit, Knochenneu-
bildung und Biokompatibilitit in einem Bohrloch-
modell bei 10 Schafen wihrend eines Zeitraumes
von 2, 4,8, 16 und 24 Wochen miteinander ver-
glichen. Die Zemente wurden in Bohrl6cher
(© 8x13 mm) im proximalen und distalen Hume-
rus sowie im Femur eingefiillt und die Proben
anschliessend makroskopisch, radiologisch und
mikroskopisch,
ausgewertet. Die Zementfliche bei chronOS™-
Inject nahm nach 2 bis zu 24 Wochen kontinuier-
lich ab, gleich wie die Fliche der Granula. Umge-
kehrt nahm die Knochenneubildung von 2 bis zu
24 Wochen laufend zu. Bei Biobon® nahm die
Zementfliche zwischen 2 und 24 Wochen deutlich
weniger schnell ab und umgekehrt auch die
Knochenneubildung weniger schnell zu. Beide
Zemente wurden im Ro&hrenknochen integriert.
chronOS™-Inject zeigte gute Biokompatibilitit
und wurde innerhalb von 24 Wochen fast vollstin-

inklusive  histomorphometrisch

dig durch neuen Knochen ersetzt. Biobon® wurde
weniger schnell abgebaut und anfinglich konnte
eine leichte Entziindung und Knochenresorption
im benachbarten Knochen beobachtet werden.

Schliisselworter: Brushite, Hydroxylapatit, Kalziumphos-
phat-Zemente

Einleitung

Nicht-keramische kalziumphosphathaltige, injizier-
bare Knochenzemente werden als attraktive Alter-
native zu vorgeformten Keramiken als synthetischen
Knochenersatz fiir Rohrenknochen vorgeschlagen
und wurden experimentell und klinisch bereits er-
folgreich verwendet (Sarkar et al.,2001; Linhart et al.,
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Investigation about the clinical use of brushite-
and hydroxylapatite-cement in sheep

For future clinical use as synthetic bone replace-
ment, an injectable brushite-(chronOS™-Inject)
and hydroxylapatite-(Biobon®) cement were com-
pared in a drill hole model in 10 sheep over time at
2,4,6,8,16 and 24 weeks. Results were compared
regarding their practical use, biocompatibiliy,
resorption mechanism and subsequent new bone
formation. The cements were filled into drill holes
(@ 8x13mm) of the proximal and distal humerus,
and femur and the samples evaluated macroscopi-
cally, radiologically and microscopically including
histomorphometrical quantification of percentages
of new bone, fibrous tissue and remnants of ce-
ments. The cement area decreased continuously
from 2 to 24 weeks with chronOS™-Inject, as well
as the area of granules. Inversely, the subsequent
new bone formation increased from 2—24 weeks
accordingly. With Biobon® the cement area
decreased slower between 2 and 24 weeks, and
the new bone formation was less. Both cements
were well integrated into the bone in long bones.
chronOS™-Inject demonstrated good biocom-
patibility and was almost completely replaced
through bone within 24 weeks. Biobon®  was
resorbed considerably slower and initially a slight
inflammatory reaction including bone resorption
was observed within the adjacent host bone.

Keywords: brushite, hydroxylapatite, calciumphosphate-
cements

2003; Apelt et al., 2004). Sie werden eingeteilt in
Apatit- und Brushite- Kalziumphosphat- Zemente
(CPC) und entstehen durch Mischen eines Kalzium-
Phosphat- Pulvers mit einer wissrigen Komponente
(z.B. Natriumchlorid Losung). Der Apatit-Zement
hat entweder ein mikrokristallines Hydroxylapatit
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Einsatz von Brushite- und Hydroxylapatit-Zement beim Schaf

(PHA) (z.B. Biobon®) oder ein Karbonatapatit (z.B.
Norian SRS®) als Endprodukt zur Folge (Bohner,
2000), wiahrend das Ergebnis beim Brushite- Zement
nach der Aushirtung aus einem Dikalziumphosphat-
dihydrat (DCPD) besteht. Dabei haben in wvivo
Studien beim Schat gezeigt, dass sich DCPD {iber die
Zeit entweder in PHA umwandelt oder abgebaut
(Constantz et al., 1998; Bohner et al.,2003) und durch
neuen Knochen ersetzt wird (Munting et al., 1993).

PHA weist eine relativ lange Abbindzeit auf, die
jedoch durch weniger Fliissigkeitszugabe oder durch
Zusitze wie z.B. Phosphorsiure oder PHA-Partikel
verkiirzt werden kann (Bohner, 2000). Der DCPD-
Zement hirtet innerhalb von 30-60 Sekunden aus.
Allerdings kann die Aushdrtungszeit durch Zusitze
von Pyrophosphat oder Sulfationen beliebig ver-
lingert werden (Mirtchi et al., 1989; Bohner, 1996).
Der pH-Wert spielt beim Ausfillen und Hirten eine
bedeutende Rolle. Die DCPD-Zementpaste bendtigt
einen pH-Wert unter 6 (Bryant und Elliott, 1994),
wihrenddessen die PHA-Zementpaste bei einem
pH-Wert von 7 ausfillt (Bohner, 2000). Nach dem
Aushirten stellt sich das Saure-Base-Gleichgewicht
ein (Bohner et al., 1997). Beide Zemente sind bio-
kompatibel, wobei der PHA-Zement, wenn er nicht
richtig aushirtet (Miyamoto et al., 1995), und der
DCPD-Zement bei Anwendung grosser Mengen
Zementpaste (Flautre et al.,, 1999a) Entziindungs-
reaktionen hervorrufen kann. Dabei wandelt sich
DCPD in PHA um und Siure wird freigesetzt. Die
Umwandlung in PHA kann jedoch durch Zugabe
von Magnesium-lonen verzogert oder verhindert
werden (Bohner und Matter, 1999).

Die mechanischen Eigenschaften des PHA- und
DCPD- Zementes nehmen mit dem Zeitpunkt des
Aushirtens stetig zu (Miyamoto et al., 1995), wobei
der DCPD-Zement eine geringere Zug- und Druck-
festigkeit als der PHA-Zement besitzt (Charriere et
al., 2001). Die Zug- und Druckfestigkeit des DCPD-
Zementes nimmt vom Zeitpunkt des Aushirtens ab
und erst mit dem Knochenwachstum wieder zu
(Ikenaga et al., 1998).Wird DCPD alleine als Zement-
matrix verwendet, kann die Abbaurate zu schnell sein.
Die Bildung von hauptsichlich unreifem Geflecht-
knochen kann die Folge sein. Als Losung fiir dieses
Problem erwies sich die Zugabe von 3-TCP-Granula
als gutes Gertist zur Knochenverankerung und An-
regung zur Bildung von lamellirem Knochen (Ohura
et al., 1996). Im Gegensatz dazu wird der PHA-Ze-
ment deutlich langsamer resorbiert (Charriere et al.,
2001; Sarkar et al., 2001). Das Ziel dieser Studie war
es einen DCPD-Zement durchsetzt mit 3-TCP-Gra-
nula mit einem PHA-Knochenzement hinsichtlich
der chirurgischen Handhabung, Resorptionsfihig-
keit, sowie der Biokompatibilitit und Knochenersatz
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im Gewebe zu verschiedenen Zeitpunkten zu ver-
gleichen.

Tiere, Material und Methoden

Tiere

Zehn ausgewachsene, weibliche Schafe im durch-
schnittlichen Alter von 4 Jahren (3—4 Jahre), mit
einem Durchschnittsgewicht von 73 kg (55-91 kg)
wurden als Versuchstiere verwendet. Die Verteilung
der Zemente erfolgte randomisiert, indem in je
3 Bohrlocher chronOs™-Inject und Biobon® einge-
fullt wurden. Je 2 Leer-Locher dienten zur Kontrolle
(n = 8/Schaf). Alle Versuche wurden nach den gesetz-
lichen Bestimmungen des Tierschutzes durchgefiihrt
(Appl. Nr. 81/2001).

Zement

Als DCPC Zement wurde chronOS™-Inject
(Synthes Inc.) und als PHA-Zement Biobon® (Bio-
met Merck) fiir die Versuche verwendet. chronOS™-
Inject lag als Pulver in einer Mischkartusche vor
(Abb. 1), bestehend aus Monokalziumphosphat-mo-
nohydrat (MCPM, Ca(H,PO,),-H,0) und (3-Trikal-
ziumphosphat (B-TCP, Ca,(PO,),). Zur Anwendung
wurden 5 ml einer 0.5%-igen Hyaluronsiure [Vitro-
life UK LTD, Herriot Watt Research Park, Edinburgh
EH 14 4AP, Scotland] in die Kartusche injiziert, und
mittels Rithrteller 60 Sekunden lang gemischt. Die
Mischkartusche wurde in eine Applikationspistole
eingespannt und die fertige Zementmischung 3 Mi-
nuten nach Mischbeginn in das Bohrloch injiziert.
Biobon®, bestehend aus Kalzium- und Phosphatsal-
zen wurde in einem elastischen Ballon geliefert. Das
Anmischen des Knochenzementes erfolgte durch
Injektion von Kochsalzlésung in den Ballon und
2-miniitigem Kneten mit der Hand. Anschliessend
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Abbildung 1: a) chronOs™ Inject Kartusche mit Zementpulver und
b) Biobon®-Ballon mit Zementpulver, Spritze und Kochsalzlosung.
Beide Zemente werden unmittelbar vor dem Gebrauch angemischt
und als Paste in den Knochendefekt gespritzt.
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wurde das Gemisch entweder direkt, oder in eine
Spritze umgefiillt und in den Defekt appliziert.

Chirurgie

In Allgemeinanaesthesie wurden den Schafen direkt
tiber dem geplanten Defekt in der proximalen Meta-
physe und distal in den Kondylen beider Humerus-
und Femurknochen ca. 2-3 cm lange Hautinzisionen
gesetzt. Die Bohrlocher von 8 mm Durchmesser und
13 mm Linge wurden mit einem fiir diesen Versuch
speziell angefertigten 8 mm Bohrer mit eingebauten
Lingen-Stopper standardisiert. Nach Applikation
der Zemente und einem Aushirtungsvorgang von
12 Minuten fiir chronOs™-Inject und 3 Minuten
fir Biobon® wurde die Wunde routinemissig ver-
schlossen.

Verarbeitung der Proben

Je zwei Schafe wurden nach 2, 4, 8, 16 und 24 Wo-
chen getdtet und die Bohrlocher makroskopisch nach
Sichtbarkeit des Zementes und Reaktionen des
umliegenden Gewebes bewertet und dokumentiert
(Minolta Dimage 7; Minolta Europe GmbH, Langen-
hagen, Deutschland). Anschliessend wurden von den
Knochen Rontgenbilder (Faxitron X-Ray Systems;
Hewlett Packard, Mc Minnville Division, Oregon,
USA) angefertigt, bevor mit der Sige kleinere Kno-
chenstiicke mit den Bohrléchern und dem umliegen-
den Knochengewebe flir die Histologie zugeschnit-
ten wurden. Die Proben wurden nach Dehydrierung
in einer Serie von Alkohol (50—-100%) und Entfetten
in Xylol, in Methylmetacrylat [Leica® HistoDur, Leica
Instruments GmbH, Germany]| eingebettet (Engel-
hardt und Gasser, 1995; Apelt et al., 2004). Schleif-
(30—40 pum) und zusitzlich  Diinnschnitte (5 pm)
wurden hergestellt und entweder mit Toluidinblau
Oberflichen-gefirbt (30—40 pm) oder mit von Kossa
versilbert und mit McNeal eine Gegenfirbung vorge-
nommen.

Auswertung

Abgesehen von einer qualitativen Beschreibung der
beobachteten makroskopischen, radiologischen und
histologischen Verinderungen wurde eine semi- und
quantitative Auswertung der Proben vorgenommen.
Dabei wurde fir die semi-quantitative Auswertung
ein Scoresystem erstellt (Tab. 1), bei dem anhand der
Digitalbilder makroskopisch vergleichend die Ent-
ziindungsreaktion des Gewebes und die Sichtbarkeit
des Zementes beurteilt sowie das Vorhandensein der
Resorptionszone und des Zementes radiologisch be-
wertet wurde. Das Scoresystem diente ebenfalls zur
mikroskopischen Erfassung der Entziindungsreaktion
im Gewebe anhand des Vorhandenseins bestimmter
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Zelltypen (Riesenzellen, Makrophagen), der Re-
sorption des Zementes, Einlagerung von Bindege-
webe und Art und Weise der Knochenneubildung.
Die quantitative Auswertung innerhalb des urspriing-
lichen Knochendefektes wurde mittels histomorpho-
metrischen Messungen an den Dickschnitten vorge-
nommen. Daftir wurden die digital erfassten Bilder
(DC 200, Leica, Glattbrugg, Schweiz) zur besseren
Unterscheidung der vorhandenen Zementmatrix,
Granula im Falle von chronOs™-Inject, neu ge-
bildetem Knochengewebe und Bindegewebe in der
Resorptionszone in einem dafiir geeigneten Com-
puterprogramm bearbeitet (Adobe Photoshop® Ele-
ments, Version 2.0). Die einzelnen Phasen wurden
eingefirbt und danach mittels einem Computerpro-
gramm [Qwin®, Quips®, Leica, Glattbrugg, Schweiz)]
detektiert und deren Prozentanteil an der Gesamt-
fliche berechnet (Engelhardt und Gasser, 1995; Apelt
et al., 2004). Jeder Dickschnitt wurde zweimal ver-
messen und der Mittelwert zur statistischen Analyse
verwendet.

Statistik

Die semi- und quantitativen Daten wurden mit einer
faktoriellen Varianzanalyse [factorial ANOVA, Stat-
view®, Abacus California, USA] analysiert, wobei die
Zemente und die Kontrollen als unabhingige und die
Versuchsdauer als abhingige Variablen gewihlt wurde.
Ein P-Wert von <0.05 wurde als statistisch signifikant
erachtet.

Ergebnisse
Chirurgie

Versuchstiere: das Bohrlochmodell bewihrte sich als
Versuchsmodell in den meisten Fillen. Nur bei einem
Schaf trat nach 2 Wochen eine Fraktur des rechten,
distalen Humerus auf, worauf dieses Tier sofort ge-
totet wurde. Bei dieser Operation wurde der Zugang
zu weit kaudal gewihlt. Nach Erwachen des Tieres
und voller Belastung der Gliedmasse frakturierte der
Knochen vom Bohrloch aus, wobei dieser Defekt
eine Kontrolle ohne Zement darstellte. Um dies zu
vermeiden entschieden sich die Operateure bei drei
weiteren Tieren die Bohrung abzubrechen. Die An-
zahl der Lécher mit Zementproben (n = 60) nahm
dadurch nicht ab, sondern nur die Anzahl der
Kontrollen, die jedoch immer noch der statistischen
Mindestanzahl entsprachen (n = 16). Bei den sechs
Schafen mit je zwei Kontrollléchern ergaben sich in
der Auswertung keine signifikanten Unterschiede.

Verarbeitung des Zementes: Das Mischen des chron-

OS™.Inject in der Kartusche war zwar mit etwas
Kraftaufwand verbunden, jedoch erfolgte das Ab-
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brechen des Riihrtellers und Einspannen der Misch-
kartusche in die Applikationspistole ohne Probleme.
Die Konsistenz des Zementes war etwas klebrig,
cremig-pastds und das Einfiillen in den Defekt gelang
miihelos. Dabei mischte sich der Zement nicht mit
dem Blut,sondern verdringte es aus dem Loch. Durch
die klebrig-pastose Konsistenz verband sich der
Zement sofort mit dem anliegenden Knochen. Das
manuelle Kneten des Ballons beim Biobon® garan-
tierte nicht in allen Fillen eine homogene Durch-
mischung des Zementpulvers und der flissigen
Komponente. Nach dem Abschneiden der Kappe des
Ballons ergaben sich hiufig Schwierigkeiten den
Zement aus dem Ballon zu massieren, so dass entwe-
der der Ballon vollstindig erdftnet oder ein Spatel zur
Hilfe genommen werden musste. Der Zement selbst
hatte eine harte, kriimelige Konsistenz, wodurch das
Einfiillen in den Defekt, das Glattstreichen und die
Verbindung mit dem umliegenden Knochen er-
schwert wurde. Im Gegensatz zu chronOS™-Inject
fithrte dasVermischen von Biobon® mit Blut zu einer
Erniedrigung der Viskositit, wodurch allerdings die
Modellierbarkeit des Zementes verbessert wurde. Um
alle Defekte zu flllen und der schnell erfolgenden
Aushirtung zuvorzukommen, war eine rasche Appli-
kation notig.

Makroskopische Auswertung (Tab.1)

Sichtbarkeit des Zementes: Bis zu 2 Monaten waren alle
Zemente, sowie auch die Kontrollen gut sichtbar.
Danach wurden alle Proben mit Bindegewebe tiber-
wachsen und waren nicht mehr deutlich erkennbar,
wobei dieser Vorgang bei den Proben mit chron-
OS™.Inject etwas schneller vonstatten ging.

Reaktion des Gewebes: Eine Rotung des umliegenden
Gewebes, oder bei den Kontrollen innerhalb des
urspriinglichen Defektes war anfinglich mit 2 Wo-
chen bei allen Proben vorhanden. Bei chronOS™-
Inject war die Rotung im Verhiltnis zu Biobon®
bereits nach 2 Wochen weniger ausgeprigt und nach
8 Wochen nicht mehr zu beobachten. Ein signifikan-
ter Unterschied wurde zwischen der 4. und 16. (P =
0.048) und der 4. und 24. Woche (P = 0.033) ge-
funden. Demgegentiber wurde bei Biobon® eine
mittelgradige Rotung in der Woche 2, mit abneh-
mender Tendenz bis zur 4. Woche und Vorhanden-
sein noch im 6. Monat beobachtet. Im Laufe der Zeit
ergaben sich keine signifikanten Verinderungen (P >

0.05).

Radiologisch waren beide Zemente zu jeder Zeit
sichtbar (Abb. 2). Der Durchmesser der Zementfliche
von chronOS™-Inject nahm von der 8.-24. Woche
ab und die Konturen wurden immer ungenauer. Eine
Resorptionszone, welche innerhalb des Loches lag,
war ab der 2. Woche teilweise sichtbar, nach dem
ersten Monat deutlich ausgeprigt und ab der
16. Woche kaum vorhanden, was die signifikanten
Unterschiede zwischen 2 und 4 (P = 0.003) und
4 und 24 Wochen (P = 0.015) verdeutlichen. Dem-
gegentiber verinderte sich der Durchmesser der Ze-
mentfliche bei Biobon® weniger.

Eine Resorptionszone, welche sich im angrenzenden
Knochengewebe um das urspriingliche Loch bildete,
war bis zu 8 Wochen radiologisch erkennbar. Signi-
fikante Unterschiede wurden zwischen 8 und 16
(P = 0.007) und 8 und 24 Wochen (P = 0.005) ge-
funden.

Tabelle 1: Mittelwerte der semiquantitativen Beurteilung fiir die makroskopische Sichtbarkeit des Zementes, die Ritung des Gewebes,
sowie die Sichtbarkeit des Zementes und die Resorptionszone im Rontgenbild (Scores: 0 = keine; 1 = geringgradig; 2 = mittelgradig;

3 = hochgradig; Radiologisch: 0 = nicht vorhanden; 1 = vorhanden).

Zementtyp Zeit Makroskopisch Radiologisch
Sichtbarkeit Rotung Sichtbarkeit Resorptionszone
Zement Zement

C 2 Wo 0 1 0 0

ch 1,2 0,6 1 0,16

B 1,6 0,6 1 0,3

C 4 Wo 0,25 1 0 0

ch 0,6 0,6 1 1

B 1 1,3 0,6 0,3

C 8 Wo 0 0,5 0 0

ch 0,5 0,5 1 0,6

B 0,5 1,2 1 0,5

C 16 Wo 0 0,3 0 0

ch 0,3 0,16 0,6 0,6

B 0,5 0,5 0,83 0

C 24 Wo 0 0,6 0 0

ch 0,6 0,16 0,6 0,3

B 1 0,6 0,83 0
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Abbildung 2: Rontgenbild proximaler Humerus: Biobon® nach
24 Waochen ist immer noch gut erkennbar.

Histologie

Qualitative und semi-quantitative Auswertung: Die Kon-
trolllécher waren zu keinem der Zeitpunkte vollstin-
dig mit neuem Knochen ausgettillt. Vielmehr waren
sie nach 2 Wochen zu zwei Dritteln mit Bindegewebe
(bzw. spindelformigen Zellen) gefullt, was sich tber
den Lauf der Zeit nur wenig verinderte. Von der
Peripherie her wurde in den meisten Fillen nach 8-
16 Wochen ein Knochensaum beobachtet, der sich
langsam und zum Teil auch unterschiedlich gegen das
Zentrum des urspriinglichen Defektes vorschob.

Bei chronOS™-Inject zeigte sich bereits 2 Wochen
nach der Operation am Rand der Locher ein
schmaler Saum mit Osteoblastenaktivitit, sowie eine

Abbildung 3: Resorptionszone (2 Wochen) bei chron Os™ Inject
Applikation. Die leeren, kreisformigen Defekte reprisentieren die [3-
TCP Granula, die beim Priparieren des Dunnschnittes (5 um, von
Kossa/McNeal-Farbung) herausgelost wurden. (K = Knochen, Z =
Zement)
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Resorptionszone an der Peripherie des Zementes, in
der Bindegewebe und B-TCP-Granula vorherrsch-
ten (Abb. 3). Diese breitete sich gleichmissig mit 4—8
Wochen zum Zentrum hin aus, wobei der Abstand
zwischen neuem Knochen und dem Zement sehr ge-
ring war. Resorbiert wurde vor allem die Brushite-
Matrix, wihrend die langsamer sich resorbierenden
B-TCP-Granula von neuem Knochen umwachsen
wurden und dabei als Kristallisationspunkte dienten.
Nach 1624 Wochen war der Zement zu zwei
Dritteln resorbiert. In der Resorptionszone zwischen
Zement und Knochenrand wurden zu allen Zeit-
punkten vor allem Makrophagen beobachtet, deren
Zytoplasma mit Zementmaterial gefiille und Zell-
kerne an die Peripherie der Zelle gedringt waren. Be-
reits nach 4 Wochen konnte an den Defektrindern,
aber auch innerhalb der Resorptionszone, vor allem
in der Nihe der B-TCP Granula, Gewebe mit einem
hohen Differenzierungsgrad in Richtung Osteo-
blasten und viele neue Osteoidinseln, die bis an den
Zement heranreichten, beobachtet werden (Abb. 4).
Nach 16 und 24 Wochen wurde die Farbe des
Zementes im Kern deutlich dunkler angefirbt. Neu
war, vom Rande des «Bohrloches» in Richtung auf
das Zentrum des Defektes zu, bei den 24 Wochen-
Proben ein Remodeling des neugebildeten Ge-
flechts- zu lamellirem Knochen zu erkennen.
Wihrend die Makrophagen bei allen Zeitpunkten
deutlich dominierten, waren multinukleare Riesen-

zellen vor allem in der 2. Woche vorhanden und
nahmen im Laufe der Zeit deutlich ab. In Abhingig-
keit von der Zeit traten signifikante Unterschiede
zwischen 2 Wochen und allen anderen Zeitpunkten
auf (P < 0.0001).

Abbildung 4: chronOs™ Inject nach 8 Wochen. Sichtbar sind
neugebildetes, mineralisiertes Osteoid (weisser Pfeil) und neuer
Khnochen, der sich an ein 3-TCP Granulum angelagert hat (weisse,
runde Fliche). In der Resoprtionszone sind Makrophagen und
Osteoblasten Vorlduferzellen zu entdecken (K = Knochen, 5 um
Diinnschnitt, von Kossa/McNeal Firbung).
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Bei den Schafen, deren Locher mit Biobon® aufgefiillt
wurden, zeigte sich ein deutlich anderes Bild. Im Ge-
gensatz zu chronOS™-Inject wurde vor allem in den
frithen Gruppen keine Resorption des Zementes in
der Peripherie beobachtet. Hingegen zeigte sich am
Rand des urspriinglichen Knochendefektes im be-
nachbarten Knochen zwischen 2 und 4 Wochen eine
hohe Remodeling-Aktivitit, die sich in Anwesen-
heit von einer Vielzahl von aktiven Osteoblastensiu-
men am urspringlichen Defektrand manifestierte.
Diese Remodeling-Aktivitit an der alten Knochen-
matrix war ab der 8. Woche wieder verschwunden.
Der Abbau des Biobon® Zementes gestaltete sich
ebenfalls unterschiedlich. Die Biobon® Matrix wurde
nicht von der Peripherie zum Zentrum hin abgebaut,
sondern es entstanden Zementspalten, in welche Bin-
degewebe einwuchs. Im weiteren Verlauf nahm die
Zahl der Risse weiter zu, doch insgesamt wurde der
Zement weiterhin nur langsam resorbiert (Abb. 5).
Deutliche Unterschiede von Biobon® traten auch bei
der Art des Zementabbaus und dem Auftreten der
verschiedenen Zelltypen imVergleich zu chronOS™-
Inject zutage. Wihrend bei chronOS™-Inject der
Abbau eindeutig durch Makrophagen vorgenommen
wurde, konnten bei Biobon® einzelne Osteoklasten
im Gebiet des mineralisierten Knochens erstmals
nach 4 Wochen beobachtet werden. Die Unterschiede
zwischen den zwei Zementtypen hinsichtlich des
Auftretens von Makrophagen waren zu jedem Zeit-
punkt hoch signifikant (P < 0.05). Osteoklasten
wurden vor allem in den Rissen des Zementes direkt
auf der mineralisierten Zementoberfliche, zusammen

mit fibrosem Gewebe und vermehrt auch grossen

B ANy

Abbildung 5: Dickschnitt (30—40 um) eines Biobon® Zementes
nach 16 Wochen (Toluidinblau-Fdirbung). Erkennbar sind die
Zementspalten (Z = Zement), wo Bindegewebe eingewachsen und

nur wenig neuer Knochen vorhanden ist. In der Peripherie wurde nur

wenig Zement abgebaut. K = Knochen, Z. = Zement.
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Gefissen, gefunden. Einige Fremdkorperriesenzellen
wurden bei den frithen Zeitpunkten, nach 2 und
4 Wochen vor allem in der Peripherie im benachbar-
ten Knochen beobachtet. Nur bei der 16-Wochen
Gruppe wurden vereinzelt lymphozytenartige Zellen
gefunden.

Entsprechend der langsamen Zementresorption war
bei Biobon® die Bildung von neuem Knochen und
neuen Osteoidsiumen viel geringer als bei chron-
OS™L_[nject. Signifikante Unterschiede der Knochen-
neubildung der verschiedenen Zeitpunkte von Bio-
bon® waren nur bei 2 und 16 (P = 0.011), bei 4 und
24 (P = 0.017) und bei 8 und 24 Wochen (P = 0.017)
vorhanden. An den wenigen Osteoidsiumen waren
kaum Osteoblastenvorlauferzellen und Osteoblasten,
aber an der mineralisierten Zementoberfliche auch
bei spiteren Zeitpunkten (16 und 24 Wochen) noch
immer Osteoklasten vorhanden (Abb. 6).

Quantitative Auswertung

In der Histomorphometrie (Tab.2a und b) wurden
die Mittelwerte der verschiedenen Flichen in mm?
angegeben. Zum Zeitpunkt der Operation hatte das
gebohrte Loch eine standardisierte Gesamtfliche von
50 mm?. Anhand der gemessenen Werte wurden die
Prozentanteile der restlichen Zementmatrix, der 3-
TCP Granula bei chronOS™-Inject, des fibrosen
Bindegewebes und des neu gebildeten Knochens bei
beiden Zementtypen kalkuliert.

Zementmatrix: Die Anteile der histomorphometrisch
gemessenen Zementfliche bei chronOS™-Inject
waren signifikant unterschiedlich bei 2 und 4 (P =
0.006),2 und 8 (P =0.02),2 und 16 (P = 0.001) und
zwischen allen Zeitpunkten und 24 Wochen (P <
0.0001). Signifikante Unterschiede zwischen der
Fliche der B-TCP Granula waren zwischen der 2.

Abbildung 6: Osteoklasten an der Oberfliche des Zementes bei
Biobon® nach 24 Wochen (weisser Pfeil) (Z = Zement, Sum
Diinnschnitt, von Kossa/McNeal Firbung).
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Tabelle 2: Histomorphometrisch gemessene Flichen des verbliebenen
Zementes, des neugebildeten Knochens und Bindegwebes im histo-
logischen Schnitt in Prozenten von chronOS™-Inject (2a) und
Biobon®.
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und 16. (P = 0.003),2. und 24. (P = 0.001), 4. und 24.
(P =0.016) und 8. und 24.Woche (P = 0.021) zu ver-
zeichnen. Die Zementfliche von Biobon® nahm
wihrend der Zeitdauer von 24 langsam aber stetig ab
und variierte zwischen 77.2% bei 2 und 51.1% bei
24 Wochen. Daraus ergaben sich signifikante Unter-
schiede zu jedem Zeitpunkt zwischen den beiden
Zementen (P < 0.05).

Fibroses Bindegewebe: Der Anteil des fibrésen Bindege-
webes bei chronOS™-Inject schwankte stark inner-
halb der einzelnen Zeitgruppen zwischen 27.9% bei
2 und 40% bei 24 Wochen, wobei die Unterschiede
statistisch nicht signifikant waren. Bei Biobon® hinge-
gen nahm diese Fliache kontinuierlich von der 2. (Mit-
telwert: 6.8%) bis zur 24.Woche (Mittelwert: 25%) zu,
bei der zwischen der 2. und 24. Woche signifikante
Unterschiede (P = 0.033) gefunden wurden.

Neue Knochenmatrix: Bei chronOS™-Inject nahm die
neue Knochenmatrix stetig zu (4.6% bei 2, 8.8% bei
4,17% bei 8,27.6% bei 16 und 46% bei 24 Wochen).
Die Knochenmatrix bei Biobon® stagnierte in ihrer
Zunahme zwischen 1623 % (16% bei 2,11.6% bei 4,
15.6% bei 8, 14.3% bei 16 und 23.3% bei 24 Wo-
chen).

Bei chronOS™-Inject waren die Unterschiede mit
Ausnahme der 2. und 4. Woche zwischen allen Zeit-
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punkten signifikant, wihrend bei Biobon® zwischen
allen Zeitpunkten keine signifikanten Unterschiede
vorhanden waren.

Diskussion

In dieser Studie zeigte sich, dass sowohl chronOS™-
Inject wie auch Biobon® in Knochendefekte injiziert
werden konnen, jedoch waren die Resorptionsrate,
der Abbaumechanismus, wie auch die Biokompati-
bilitit verschieden. chronOS™-Inject wird deutlich
schneller und vornehmlich durch Makrophagen
abgebaut, wihrend Biobon® nur langsam von Osteo-
klasten resorbiert wird. Eine leichte entziindliche
Reaktion des umliegenden Gewebes war bei Bio-
bon® etwas deutlicher ausgeprigt.

Schafe als Versuchstiere einzusetzen sowie ein Bohr-
lochmodell an den Rohrenknochen zu verwenden
hat sich schon bei fritheren Studien als sinnvoll erwie-
sen (Flautre et al., 1999b; Apelt et al., 2004), da die
Knochenneubildung mit dem Knochenaufbau des
Menschen, der Remodeling-Rate, sowie dem Ge-
wicht vergleichbar sind (Nunamaker, 1998). Der
Biobon® Zement schnitt im Gegensatz zu chron-
OS™L.Inject beim Misch- und Applikationshergang
etwas schlechter ab, indem die gleichmissige Durch-
mischung der fliissigen und festen Komponente nicht
immer zufriedenstellend gelang. Dabei zeigte sich,
dass die Aushirtungszeit des Biobon® hiufig zu kurz
war, so dass es schwierig war, alle Defekte zu fiillen.
Dagegen war die Aushirtungszeit des chronOS™-
Inject eher lang, was aber in der klinischen Praxis
keinen Nachteil darstellen muss. Vielmehr kann es
dem Operateur bei unvorhergesehenen Schwierig-
keiten helfen, die Probleme zu losen und in Ruhe mit
dem Zement weiterzuarbeiten. Die Vermengung des
Biobon® mit Blut wurde zusammen mit dem weni-
ger standardisierten Mischungsvorgang eher als
Nachteil gewertet. Bei friher durchgefiihrten Studien
mit demselben Zement wurden tiber diese Nachteile
nicht berichtet (Sarkar et al., 2001).

Der hauptsichlichste Unterschied der beiden Ze-
mente ergab sich im Abbaumechanismus des Zemen-
tes, sowohl in der Resorptionsrate, wie auch der im
Abbau beteiligten Zellarten. Wihrend chronOS™-
Inject vor allem durch Makrophagen aufgenommen
und im Zytoplasma abgebaut wurde (Flautre et al.,
1999b; Apelt et al., 2004), erfolgte die Resorptions-
vorgang bei Biobon® vor allem durch Osteoklasten.
Diese bestitigt frithere Befunde aus der Literatur, wo
Zementreste in Biopsien noch nach 8 Monaten
Implantationszeit beim Menschen gefunden wurden
(Sarkar et al., 2001). Allerdings unterschieden sich
die in dieser Studie erhobenen Befunde von der vor-
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liegenden dahingehend, dass in den menschlichen
Biopsien keine entziindlichen Reaktionen beobach-
tet wurden. Riesenzellen wurden in der vorliegen-
den, wie auch in einer anderen Studie mit cranialen
Knochendefekten in demselben Labor beim Auftiil-
len mit Biobon® gefunden (Kimmerle, 2003). Das
mag an dem zum Teil etwas unvollstindigen Misch-
vorgang, in der Folge veridnderten Aushirtungsvor-
gang und Verteilung der verschiedenen Zementkom-
ponenten liegen. Das Auftreten von Fremdkorper-
Riesenzellen spricht zumindest flir eine entziindliche
Reaktion auf den Aushirtungsvorgang beider Ze-
mente, da sie im zeitlichen Ablauf in beiden Fallen
sehr frith aufgetreten waren. Da die Riesenzellen bei
Biobon® insgesamt langsamer verschwanden als bei
chronOS™-Inject, lasst diese Tatsache auf eine etwas
ausgeprigtere Entzlindungsreaktion schliessen. Ma-
krophagen werden im Knochen zumindest nicht als
Exponenten von Fremdkorperreaktionen, sondern
eher fuir den Abbau von resorbierbaren Substanzen
normal vorhandener Zellen angesehen (Lassus et al.,
1998; Apelt et al., 2004). In beiden Zementen jedoch

Etude sur I'emploi clinique de ciment au brus-
hite et a I'hydroxylapatite chez le mouton

On a comparé, en vue de leur utilisation clinique
en tant que substitut synthétique de I'os, un ciment
injectable au Brushite (chronOST™-Inject) et a
I'Hydroxylapatite (Biobon®) quant a leur facilité
d’utilisation, leur capacité de résorption, la forma-
tion d’os et la biocompatibilité, au moyen d’in
modele de forages osseux sur 10 moutons dans une
période de 2, 4, 8, 16 et 24 semaines. Les ciments
ont été injectés dans des trous (@ 8 x 13 mm) forés
dans ’humérus proximal et distal ainsi que dans le
fémur et les échantillons ont ensuite été évalués
macroscopiquement, radiologiquement et micro-
scopiquement y compris histomorphometrique-
ment. Avec le chonOS™-Inject, la surface du
ciment diminuait continuellement a partir de 2 se-
maines jusqu’a 24 semaines de méme que la surface
des granules. Inversement la formation d’os aug-
mentait constamment de la 2¢ a la 24° semaine.
Avec le Biobon® la surface diminuait nettement
plus lentement entre la 2¢ et la 24¢ semaine et,
inversement, la formation d’os était moins rapide.
Les deux ciments étaient intégrés dans 'os long,
chronOS™-Inject montrait une bonne biocom-
patibilité et était presque entierement remplacé en
24 semaines. Biobon® était résorbé plus lentement
et on a pu constater une légere inflammation et une
résorption osseuse dans 1’os voisin.
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war die anfingliche Reaktion des Gewebes sehr
wenig ausgepragt und diirfte fiir die klinische Appli-
kation nur eine untergeordnete Rolle spielen.

Die Rate der Zementresorption, wie auch die mecha-
nische Stabilitit der Zemente wird fiir den Gebrauch
in der Klinik jedoch eine grossere Bedeutung auf-
weisen. Die anfingliche, mechanische Stabilitit wird
vor allem in hoch belasteten Frakturen, je nach Loka-
lisation, von Wichtigkeit sein. Die mechanische
Belastbarkeit der Zemente und des Knochens nach
der Implantation wurde in der vorliegenden Studie
nicht getestet. Die schnellere Resorption des chron-
OS™._Inject wird in situ jedoch durch den schnel-
leren Aufbau von neuem Knochen wahrscheinlich
kompensiert werden koénnen. Der klinische Erfolg
beider Zemente diirfte nicht zuletzt von einem gut
iberdachten und gezielten Einsatz in klinischen
Situationen abhingig sein. Zukiinftige Studien sollten
sich mit der mechanischen Belastbarkeit des Gewebes
nach Einsatz dieser Art von Zementen und Lokalisa-
tion im Skelett beschiftigen.

Studio sull'impiego clinico di cemento
brushite e idrossilapatite nella pecora

Per I'impiego clinico come sostituto sintetico del-
Posso sono stati paragonati in 10 pecore per un
periodo di 2, 4, 8, 16 e 24 settimane cemento a
iniezione brushite (chronOS™) e idrossilpatite
(Biobon®) a causa della praticita, la facolta di assor-
bimento, la nuova formazione di ossa e la biocom-
patibilita in un modello forato. I cementi sono stati
introdotti in fori (@ 8 X 13 mm) nell’omero prossi-
male e distale e nel femore. Infine i campioni sono
stati valutati in modo macroscopico, radiologico e
microscopico incluso istomorfometrico. La super-
ficie del cemento nell’iniezione con chronOS™ ¢
diminuita dopo 2 settimane di continuo fino a
24 settimane allo stesso modo come la superficie
del granulato. Al contrario la nuova formazione
delle ossa ¢ aumentata da 2 fino a 24 settimane di
continuo. Nel caso del Biobon® la superficie del
cemento tra 2 e 24 settimane ¢ diminuita chiara-
mente meno velocemente e all’opposto anche la
nuova formazione di ossa ¢ aumentata in modo
meno rapido. Entrambi i cementi sono stati inte-
grati nell’osso tubolare. ChronOS™ iniettato ha
mostrato una buona biocompatibilita ed ¢ stato
sostituito dal nuova osso quasi completamente
durante le 24 settimane. Biobon® ¢ stato eliminato
meno velocemente e inizialmente ¢ stata osservata
una leggera inflammazione e un assorbimento del-
I'osso nelle ossa circostanti.
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