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Die adaquate Versorgung von Knochendefekten in der dentalen
Chirurgie erfordert oftmals den Einsatz von Knochenersatzmate-
rialien (KEM). Insbesondere xenogene Materialien werden auf-
grund der naturlichen Zusammensetzung und strukturellen Hie-
rarchie geschdtzt. Durch eine Vielzahl praklinischer und klinischer
Studien konnte bereits gezeigt werden, dass diese hervorragende
osteokonduktive Eigenschaften besitzen und vorhersagbare
Behandlungsergebnisse erzielt werden kénnen."? Dabei fallt ins-
besondere die gute Langzeitstabilitat bei dem Einsatz xenogener
KEM positiv ins Gewicht. Aufgrund dieser guten Resultate fin-
det der Einsatz xenogener KEM sowohl beim Behandler als auch
beim Patienten groBe Zustimmung.
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Biokompatibilitat eines
innovativen KEMs mit Hyaluronsaure

In-vivo-Studie

Dr. Mike Barbeck, PhD, Annica

Bisher werden xenogene Materia-
lien ausschlieBlich in Form von Granu-
laten und seltener als Blocke angebo-
ten. Neben diesen Applikationsformen
haben sich mittlerweile pastése KEM
bei einigen Indikationen, wie beispiels-
weise bei der Socket Preservation, der
Sinusbodenaugmentation und Behand-
lung von Knochenzysten, als vorteilhaft
erwiesen, da ihre Handhabbarkeit eine
optimale Fillung insbesondere von un-
regelméBig geformten Knochendefek-
ten bis an die Defektgrenzen ermdgli-
chen. Insgesamt ermdglicht die Visko-
sitdt pastoser Materialien hierbei eine
verbesserte Handhabung, die dem Kli-
niker hilft, Implantationsfehler wie Uber-
und Unterfiillung von Knochendefek-
ten zu vermeiden.>*

Die derzeit auf dem Markt verfligbaren
Knochenpasten sind Zweikomponenten-
Materialien, welche zumeist synthe-
tisches Granulat auf Calciumphosphat-
Basis mit einem Hydrogel kombinieren.
Die Hydrogel-Komponente besteht hau-
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fig aus extrazelluldren Matrixproteinen,
wie Kollagen oder Hyaluronséure, auf-
grund der hohen Wasserbindungskapa-
zitat.> Diese verwendeten Polymere
werden allgemein mit der Heilung for-
derlichen Prozessen, wie einer erhdh-
ten Adhésion, Proliferation und Migra-
tion von Osteoblasten, und anderer hei-
lungsassoziierter Kaskaden in Zusam-

Histo-
pathologie

Scoring
DIN EN 1SO
10993-6

menhang gebracht.5” Zudem wurde im
Falle anderer pastoser Materialien, wie
beispielsweise einer Knochenpaste auf
Grundlage von B-Tricalciumphosphat-
granulaten mit Hyaluronsaure und Me-
thylzellulose, ein gerichtetes Zell- und
GefaBeinwachsen von der Peripherie
zum Implantatkern sowie eine erhohte
Knochenheilungsrate durch verschiedene

Histo-
morphometrie

Abb. 1: Mehrstufiger Analyseprozess zur systematischen Bewertung der Gewebereaktion. Die Unter-
suchungsmethoden wurden basierend auf den Anforderungen der ISO-Normen DIN EN ISO 10993-6
und DIN EN ISO/IEC 17025 systematisiert.
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Abb. 2: Der Knochenheilungsprozess in den Studiengruppen cerabone® plus (A—C) und der Leerkontrollgruppe (D—F) nach zwei Wochen, acht Wochen
und 16 Wochen. Doppelpfeil = kndchernes Implantationsareal, B = ortsstandiger Knochen, schwarze Sterne = neu gebildeter Knochen, rote Kreuze =
cerabone®plus, griine Kreise = Reste der defektdeckenden Kollagenmembran, BG = Bindegewebe, EP = Epidermis (Movat-Pentachrom-Férbung, 100-fache

VergroBerung, MaBstab=1mm).

Studienergebnisse nachgewiesen.®" Ins-
gesamt kann damit geschlussfolgert
werden, dass die Materialeigenschaften
pastser Knochenersatzmaterialien in
Kombination mit den Vorteilen eines
verbesserten Handlings interessante neue
Anwendungsmadglichkeiten eréffnen.

Dartiber hinaus wurde der Modulation
der Immunantwort durch Biomaterial-
assoziierte molekulare Prozesse in den
letzten Jahren immer mehr Beachtung
geschenkt."'? Es wird postuliert, dass
iber eine (berwiegend antiinflamma-
torische Ausrichtung der Biomaterial-
induzierten Gewebereaktion die Kno-
chendefektheilung verbessert werden
kann.>' Damit ist die Addition im-
munregulierender Hilfsstoffe wie der
Biopolymere, insbesondere im Falle pas-
tdser Knochenersatzmaterialien, interes-
sant, da dies die Frage aufwirft, ob
Matrixproteine wie Kollagen oder Hya-
luronsdure auch die (molekular)biologi-
sche sowie die regenerative Kapazitat
eines Materials verandern kénnen. Ob-
wohl die Datenlage insgesamt heterogen
ist, deuten Erkenntnisse aus praklini-
schen Untersuchungen sowie Ergebnisse
klinischer Studien darauf hin, dass die
zu einem Augmentat zugesetzte Hyalu-
ronsdure einen positiven Einfluss auf die
kndcherne Regeneration haben kann.">
Um die Frage nach der biologischen
und knochenregenerativen Aktivitat
von Hyaluronsdure zu beantworten,
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wurde eine praklinische In-vivo-Studie
mit einem innovativen KEM durch-
geflihrt (cerabone® plus, botiss bio-
materials), das aus einem in der Fach-
welt bekannten xenogenen Granulat
(cerabone®, botiss biomaterials) ver-
setzt mit hochmolekularer Hyaluron-
sdure (1.9-2.1 MDa) besteht.

Die Zielstellung dieser Studie, durch-
geflihrt von der Firma BerlinAnalytix,
lag insbesondere in der Fragestellung,
ob das zugesetzte Natriumhyaluronat
einen Einfluss auf die Gewebekompa-
tibilitdt und das kndcherne Integra-
tionsverhalten hat. Hierbei ist zu er-
wahnen, dass alle Untersuchungen die-
ser Studie basierend auf den Vorgaben
der DIN EN 1SO 10993-6 und DIN EN
ISO/IEC 17025 durchfiihrt wurden. Dies
beinhaltet sowohl die histopathologi-
schen als auch die histomorphometri-
schen Untersuchungen. Diese Unter-
suchungsmethoden wurden auch zum
Zwecke der Untersuchung des neuarti-
gen KEMs herangezogen.

Untersuchte Knochen-
ersatzmaterialien

Das xenogene KEM wird aus dem Kno-
chengewebe von Rindern gewonnen.
Durch einen aufwendigen, mehrstufi-
gen Reinigungsprozess ist das Produkt
frei von potenziell immunogenen Be-
standteilen. Um eine groBtmagliche

Sicherheit zu gewahren, wird das KEM
wahrend der Prozessierung auf iber
1.200°C erhitzt. Auf diese Weise wer-
den zuverldssig alle organischen Be-
standteile wie Zellen und Proteine ent-
fernt und damit auch potenziell ent-
haltene Prionen eliminiert. Trotz dieser
hohen Temperaturen bleibt die natir-
liche Struktur des Rinderknochens er-
halten. Fiir die vorliegende Studie wurde
das KEM mit einer PartikelgroBe von
0,5—1 mm verwendet.

Das neuartige Material (cerabone® plus,
botiss biomaterials), welches in dieser
Studie untersucht wurde, ist eine Kom-
bination aus dem zuvor beschriebenen
KEM und natlrlichem, nicht querver-
netztem hochmolekularem Natrium-
hyaluronat, das biotechnologisch mit-
tels bakterieller Fermentation gewon-
nen wird. Es wird trocken geliefert
und bildet nach der Hydratation eine
zusammenhangende Masse mit form-
barer Konsistenz aus.

Material und Methoden

Studiendesign und Tiermodell

Die Studie wurde mit einem randomi-
sierten sowie kontrollierten experimen-
tellen Aufbau konzipiert, und das Stu-
dienprotokoll folgte hierbei bereits zu-
vor beschriebenen Methoden — ange-
lehnt an die Vorgaben der DIN EN ISO
10993-6 und DIN EN ISO/IEC 17025.
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16 Wochen

Abb. 3: Das Vaskularisierungsmuster in den Studiengruppen cerabone® plus (A—C) und der Leerkontrollgruppe (D—F) nach zwei Wochen, acht Wochen
und 16 Wochen. Rote Pfeile = BlutgeféBe, schwarze Sterne = neu gebildeter Knochen, CB = cerabone® plus, BG = Bindegewebe, EP = Epidermis (Immun-
histochemischer CD31-Nachweis, 200-fache VergréBerung, MaBstab =200 pm).

Die Implantation folgte einem Stan-
dardvorgehen und einem zuvor fest-
gelegten Randomisierungsplan. Insge-
samt fanden 42 Implantationen in zuvor
praparierte kraniale Defekte kritischer
GroBe der Kalvarien von Wistar-Rat-
ten statt. Die Explantate wurden nach
zwei, acht und 16 Wochen entnommen
und nach den bei der BerlinAnalytix
etablierten Standards aufbereitet und
untersucht. In dieser Studie wurde die
veterindrmedizinische Standardversor-
gung gewahrleistet und das Allgemein-
befinden der Tiere regelmaBig kontrol-
liert.

Die Auswertung beinhaltete die histo-
pathologische Begutachtung, eine sys-
tematische Untersuchung der Biokom-
patibilitét mithilfe eines Scoring-Systems
sowie einen histomorphometrischen
Vergleich sowohl der Knochenneubil-
dungsraten als auch des Aufkommens
von pro- und antiinflammatorischen
Makrophagensubtypen innerhalb der
Implantationsareale.

Die europdische Norm DIN EN SO
10993 bildete die Grundlage zur Be-
wertung der Sicherheit und Wirksam-
keit. Die direkt nach der Entnahme an-
gefertigten Schnittpraparate wurden
analysiert, nach Zelltyp und Reaktionen
eingestuft und einem Irritationswert
zugeordnet, dem ein Scoring-System
zur Erfassung histologischer Entzlin-
dungs- und Biokompatibilitatsmarker

zugrunde liegt. Das Augenmerk lag
hierbei auf an der Reaktion beteiligten
unterschiedlichen Zelltypen wie poly-
morphkernigen Zellen, Lymphozyten,
Makrophagen, Plasmazellen und mehr-
kernigen Riesenzellen. Diese Form der
Beurteilung erlaubt — nach dem Ver-
gleich mit einem Referenzmaterial —
eine Kategorisierung der beobachteten
Reaktion in minimal (nicht reizend) bis
schwer (stark irritierend).

Vorbereitung der Proben

und Férbeverfahren

Die histologische Auswertung basierte
zum einen auf mit Movat Pentachrome
gefarbten Kunstoffschnitten (Technovit
9100 System). Zusatzlich wurden im-
munhistologische Farbungen mit ver-
schiedenen Antikérpern vorgenommen,
um die zelluldre Gewebeantwort qua-
litativ beurteilen zu kénnen. Die Ver-
teilung pro- und antiinflammatorischer

Gesamtergebnis

0,0-2,9
3,0-89
9,0-15,0
>15,1

Tab. 1: Irritations-/Reaktivitatsgrad.

Makrophagensubtypen im Implanta-
tionsareal wurde (ber die Expression
spezieller Transmembranproteine (CD11c
und CD163) nachgewiesen. Mit der
CD31-Farbung wurde das Muster der
GefaBbettvaskularisierung dargestellt.
Diese und eine Reihe anderer Para-
meter, wie Knochenwachstum und
weitere beteiligte Zelltypen, fibrotische
und nekrotische Reaktionen, wurden
herangezogen, um die Sicherheit und
Wirksamkeit des neuartigen Biomate-
rials zu bewerten.

Bestimmung des Irritations-/
Reaktivitats-Scores nach

DIN EN ISO 10993-6

Die Irritationswerte wurden gemaB den
Angaben der 1SO-Norm wie folgt be-
rechnet:

Irritationswert des Testmaterials —
Irritationswert des Kontrollmaterials =
Irritationswert/Reaktivitatswert.

[rritations-/Reaktivitatsstatus

minimale oder keine Reaktion (nicht reizend)
leichte Reaktion (leicht reizend)
méBige Reaktion (maBige Reizung)

schwere Reaktion (stark reizend)
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Abb. 4: Ergebnisse der histomorphometrischen Analyse der
Knochenregeneration (* p< 0,05, **p<0,001, ***p<0,0001,
* = Signifikanzen; W = Wochen).
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Lag das Ergebnis im negativen Bereich,
wurde der Irritations-/Reaktivitatswert
als 0,0 betrachtet.

Statistik

Die mittels Histomorphometrie gewon-
nenen qualitativen Daten wurden einer
Varianzanalyse mit anschlieBendem
LSD-Post-hoc-Test unterzogen und die
inter- (*) als auch intraindividuellen (e)
Signifikanzen bestimmt. Unterschiede
wurden fiir signifikant befunden, wenn
der p-Wert geringer als 0,05 (*/e;
p<0,05) war und hochsignifikant bei
p-Werten kleiner 0,01 (**/ee; p<0,01)
oder 0,001 (***/eee; p<0,001).

Ergebnisse

Die histopathologischen Beobachtun-
gen in Kombination mit der histomor-
phometrischen Analyse zeigten, dass
das untersuchte KEM schrittweise in neu
gebildeten Knochen integriert wurde,
bis zum Vorliegen einer vollstandigen
Heilung der Knochendefekte. Dabei wa-
ren bereits nach zwei Wochen keine
Rickstande der Hyaluronsdure mehr
histologisch detektierbar. Die in beiden
Studiengruppen vorliegende moderate
inflammatorische Gewebereaktion zeigte
vergleichbare Zahlen verschiedener ent-
ziindlicher Zelltypen, d. h. hauptsachlich

Makrophagen neben geringen Zahlen von
Fibroblasten, Lymphozyten und wenige
Granulozyten sowie maBigen Zahlen
kleiner BlutgefaBe, und insgesamt eine
abnehmende Tendenz im Verlauf der
Studie. Insgesamt wurden zu allen Zeit-
punkten in beiden Studiengruppen deut-
lich hohere Zahlen von antiinflammato-
rischen Makrophagensubtypen im Ver-
gleich zu den Zahlen der proinflamma-
torischen Subtypen gefunden, was auf
eine insgesamt wundheilungsférdernde
Ausrichtung des KEMs hindeutet.

Die histologische Analyse der Vasku-
larisierung zeigte zusatzlich vergleich-
bare GefaBzahlen und GefaBflachen
innerhalb der Implantationsbetten, die
iber den Studienverlauf leicht abnah-
men, wobei die starkste Abnahme in
der Gruppe ohne Materialimplantation
(Leerkontrolle) zu verzeichnen war.
Dabei wurde eine Uber den Studien-
verlauf ansteigende regenerative Kapa-
zitat des neuartigen KEMs, basierend
auf den histomorphometrischen Mes-
sungen, festgestellt. Die Knochenbil-
dung in der Biomaterialgruppe war
durchgehend signifikant héher als in
der Scheinoperationsgruppe (Abb. 4).
Die histomorphometrische Analyse des
Vorkommens von M1- und M2-Makro-
phagen zeigte, dass zu jedem Studien-
zeitpunkt vergleichbare Zahlen beider
Subtypen innerhalb der Implantations-
betten des pastésen KEMs und der
Kontrolldefektgruppe gefunden wur-
den. Dartiber hinaus waren die Zah-
len der antiinflammatorischen Zellen
in beiden Gruppen und zu allen Stu-
dienzeitpunkten signifikant héher als
die Zahlen der proinflammatorischen
Makrophagen (** p< 0,001 und ***
p<0,0001). Die histomorphometrische
Analyse der Vaskularisierung zeigte,
dass zu keinem der Studienzeitpunkte
Unterschiede zwischen den Studien-
gruppen festgestellt werden konnten.

Bewertung der Biokompatibilitat
nach DIN EN 1SO 10993-6

Die Ergebnisse des histopathologischen
Scorings der Studie zeigten, dass der
ermittelte Irritationsscore und -status
fir das KEM zu allen Zeitpunkten ver-
gleichbar war und gemaB Reaktivi-
tatsgrad als nicht reizend eingestuft

wurde. Der Wert lag zum Zeitpunkt zwei
Wochen nach Implantation bei 2,96,
nach acht Wochen bei 2,18 und nach
16 Wochen bei 0,17. Die Scoring-Werte
der Gruppe ohne Biomaterialimplanta-
tion (Leerdefekte/Schein-OP) lagen er-
wartungsgemaB geringflgig unterhalb
der Werte der Materialgruppe.

Zusammenfassung
und Ausblick

Zusammenfassend zeigen die Ergeb-
nisse der vorliegenden Studie, dass das
neuartige KEM, das sich aus xenogenem
Knochenersatzmaterialgranulat und Hya-
luronsdure zusammensetzt, eine gute
Biokompatibilitdt und osteokonduktive
Eigenschaften aufweist. Ahnliche M1-
und M2-Makrophagenzahlen in der
Augmentations- und Scheinoperations-
gruppe belegen, dass das KEM keine
ausgepragten entziindlichen Gewebe-
reaktionen hervorruft, was damit seine
Reinheit und Gewebevertraglichkeit be-
legt. Die sich ausbildende formbare
Konsistenz nach Hydratation ermég-
lichte eine effektive Defektaugmen-
tation. Die (berlegene Knochenneu-
bildungsrate im Vergleich zur Schein-
operationsgruppe zeigt dariiber hinaus
eine effiziente kndécherne Regenera-
tion. In-vitro-Versuche mit humanen
Osteoblasten konnten zudem zeigen,
dass das in cerabone® plus zugesetzte
Natriumhyaluronat einen positiven Ein-
fluss auf die Viabilitat, Migration und
Proliferation hat und damit eine schnel-
lere Knochenbildung fordern kann.®
Weitere Studien, insbesondere in ver-
schiedenen klinischen Indikationen, sind
notig, um diese Erkenntnisse zu besta-
tigen.

Dr. Mike Barbeck, PhD
BerlinAnalytix GmbH
UllsteinstraBe 108

12109 Berlin
mike.barbeck@berlinanalytix.com
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