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Einleitung

1 Einleitung

Die dentale Implantologie hat sich als fester Bestandteil in der modernen Zahnmedizin
innerhalb der letzten Jahre als sichere und vorhersagbare Methode etabliert.
Prothetische Konzepte zu festsitzenden Versorgungen konnten immer sicherer
erweitert werden, um den Patienten anspruchsvollen, asthetischen und vor allem
festen Zahnersatz zu ermdglichen. Damit mit Implantaten suffiziente Versorgungen
erzielt werden kdnnen, mussen bekanntlich ausreichende Knochendimensionen
(vertikal und horizontal) vorhanden sein. Die Therapie verlorengegangender Gewebe
(Knochen) bedingt durch Traumata, Unfallen, malignen Erkrankungen sowie auch
atrophischen Alterungsprozessen — insbesondere in zahnlosen Kieferabschnitten -
verursachen haufig gréBere chirurgische Interventionen, um funktionelle zufriedene
Ergebnisse zu erreichen. Bemihungen dieses Gewebe (Knochen) zu ersetzen bzw.
zu regenerieren sind weitestgehend bekannt. Von lokalen Dehnungstechniken tber
verschiedene An- und Auflagerungsplastiken bis hin zur Distraktionsosteogenese und
Rekonstruktionen mittels Eigenknochen  erstrecken sich die heute gangigen
Mdoglichkeiten (AGHALOO und MOY 2007). Es gilt hierbei zu beachten, dass die
verschiedenen Techniken mit einem individuellen chirurgischen Aufwand, aber auch
Komplikationen und Risiken behaftet sind (CHIAPASCO et al. 2006).

In den letzten Jahren hat sich das relativ junge Forschungsgebiet der
Stammzellbiologie durch vielversprechende Studien in vitro sowie in vivo fir die
verschiedenen Disziplinen in der Medizin als hochinteressant herausgestellt. Durch
Fortschritte in der Stammzellforschung und dem Tissue Engineering zeigten sich
auch far die Zahnmedizin attraktive Optionen um ,Zahn bzw. Zahnstrukturen und
Knochen“ zu regenerieren. Hierbei rlckiten immer starker zukunftsweisende
Behandlungsmadglichkeiten mit verschiedenen Stammzellen in den Fokus der
zahnmedizinischen Wissenschaft. Zunachst sollen die Arten von Stammzellen sowie

deren Eigenschaften kurz dargestellt werden.
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1.1 Allgemeine Grundlagen und Eigenschaften von Stammzellen

Als Stammzellen werden Kérperzellen bezeichnet, die fir die Regeneration von
Kérpergeweben sorgen. Stammzellen sind undifferenzierte Zellen, die keinem
endgultigen Zelltyp angehéren (WIESE 2013). Im Prinzip zeichnen Sie sich durch
zwei wichtige Eigenschaften aus. Stammzellen besitzen die Selbsterneuerung als
wichtige Funktion, d.h., dass sie Uber die Fahigkeit verfliigen, auch nach zahlreichen
Zellteilungen einen undifferenzierten Zustand beizubehalten. Sie sind somit potentiell
unsterblich. Erreicht wird dies durch die sogenannte asymmetrische oder auch
symmetrische Zellteilung. Bei der asymmetrischen Teilung entsteht eine neue
Stammzelle als auch eine bereits differenzierte Zelle. Die symmetrische Zellteilung
bringt zwei neue identische Stammzellen hervor (MORSCZECK und GOSAU 2013).
Des Weiteren sind Stammzellen Vorlauferzellen von hochdifferenzierten Zellen. Sie
kénnen Uber verschiedene Einteilungsmuster klassifiziert werden. Eine bedeutende
Einteilung erfolgt nach dem Differenzierungspekirum der Zellen, d.h. dem Potential,
verschiedene Gewebe zu bilden. Man differenziert totipotente, pluripotente,
multipotente und unipotente Stammzellen. Totipotente (lat. totus = ganz, ungeteilt)
Zellen kénnen einen ganzen Embryo mit seinen drei Keimblattern sowie
extraembryonales Gewebe wie Plazenta und Nabelschnur bilden. Die befruchtete
Eizelle sowie auch die Blastozystenzellen bis zum Achtzellstadium sind totipotent und
somit auch in der Lage einen Embryo zu bilden. Kénnen sich Zellen in alle Gewebe
der drei Keimblatter differenzieren, so werden sie als pluripotente (lat. plures =
Mehrzahl) Zellen bezeichnet. Pluripotente Zellen besitzen jedoch keine Fahigkeit
extraembryonales Gewebe zu bilden und sind auch nicht in der Lage einen gesamten
Organismus hervorzubringen. Multipotente (lat. multi = viele) Zellen besitzen die
Fahigkeit, sich in Abkbmmlinge verschiedener Gewebe auszubilden, aber nicht in alle
drei Keimblatter. Stammzellen die unipotenten (lat. unus = eins, ein einziger) Charakter
haben, kbnnen nur einen einzigen differenzierten Zelltyp liefern. (WOLF 2011).

Eine andere Mdoglichkeit ist die Einteilung der Stammzellen nach ihrem Ursprung.
Hierbei werden embryonale Stammzellen von adulten Stammzellen unterschieden.
Embryonale Stammzellen (embryonic stem cells, ESCs) sind pluripotent, kénnen sich
also in alle Kdérpergewebe differenzieren und sich theoretisch unendlich oft teilen

(MORSCZECK et al. 2007). Gewinnen kann man sie aus frihen Blastozystenstadien
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(ca. 4. Tag in der Embryonalentwicklung) mittels Immunchirurgie aus der inneren
Zellmasse. Ethisch ist die Nutzung embryonaler Stammzellen hdchst umstritten, da mit
ihrer Gewinnung die Zerstérung friher menschlicher Embryonen verbunden ist. Adulte
Stammzellen hingegen gelten als ethisch unbedenklich, jederzeit verfligbar und sind
mittlerweile in fast allen Organen des Kérpers nachgewiesen (GOTZ 2012). In nur
sehr geringer Zahl sitzen sie im Gewebe in sogenannten Stammzellnischen. Hier
,Schlafen“ diese Zellen, bis sie entsprechend ihrer Stimulierung aktiviert werden.
Adulte Stammzellen lassen sich weiter kategorisieren. Die hamatopeotischen
Stammzellen sind schon lange bekannt und typische adulte Stammzellen des
Knochenmarks. Hingegen wurden die mesenchymalen Stammzellen (mesenchymal
stem cell, MSC) erst viel spater entdeckt. Der deutsche Pathologe Conheim aufBerte
schon 1897 die Hypothese von nicht hamatopoetischen Stammzellen im
Knochenmark, jedoch gelang es Friedenstein erst in den 70er Jahren die ersten
Vorarbeiten zur Isolierung der humanen mesenchymalen Stammzellen durchzufihren.
Ihm folgten in den 80er Jahren weitere Arbeitsgruppen, wie z. B. von Owen, Cheng,
Caplan und Rickard (JAGER et al. 2002). Weiterhin sollen die fettabgeleiteten
Stammzellen (adiposed-derived stem/stromal cells, ADSC) aufgezahlt werden. Sie
sind ahnlich wie die mesenchymalen Stammzellen und kdnnen gut aus
Liposuktionsfliissigkeit gewonnen werden. Das Fettgewebe scheint dahingehend in
ausreichender Menge zu beschaffende Quelle fiir Stammzellen zu sein. AbschlieBend
soll die friihkindliche Stammzelle aus Nabelschnurblut - ,unrestringierte somatische
Stammzelle* (unrestringated som atic stem cell, USSC ) erwahnt werden. lhre

Bezeichnung erfahrt die Zelle aufgrund des hohen Regenerationspotentials.

In der Fortsetzung zu den verschiedenen Stammzellen, soll die sich in jingster Zeit fir
den klinischen Einsatz favorisierte ,induzierte pluripotente Stammzelle, iPS* erlautert
werden. Sie kann als Alternative zu den embryonalen Stammzellen gesehen werden,
indem sie durch gentechnologische Verfahren in Form einer Reprogrammierung aller
reifen Zellen gesunder und kranker Menschen in ihrem Stammzellstatus
zurickversetzt werden (GOTZ 2012). Ein ,Protein-Cocktail* macht diese Prozedur
mdglich. Aus diesen erneut zuriickgesetzten pluripotenten Zellen lassen sich wieder
alle verschiedenen Zellarten entwickeln. Ein maf3geblicher Erfinder der iPS, ist der
japanische Stammzellforscher Yamanaka, der dafiir kiirzlich den Nobelpreis erhalten
hat (MORSCZEK und GOSAU 2013). Eine Publikation aus dem Jahr 2010 eines

chinesisch-amerikanischen Forscherteams, verdffentlichte die Anwendung dieser
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Zellen in der Zahnmedizin. Es konnte gezeigt werden, dass mit iPS neuer
Alveolarknochen, Wurzelzement und Desmodont gebildet wurde (GOTZ 2012).

Ein weiterer Zweig der Stammzellforschung ist das sogenannte ,,Stammzell-Homing".
Hier wird versucht praexistente Stamm- oder Progenitorzellen vor Ort zu aktivieren und
zur Wanderung an den gewlnschten Ort zu bewegen. Mit Hilfe von Scaffolds,
chemotaktischen Molekilen sowie bioaktiven Faktoren sollen die Zellen angelockt und
zur Differenzierung vor Ort gebracht werden.

1.2 Zur Knochenregeneration in der Implantologie

Von entscheidender Bedeutung ist, dass fir die Implantation ein ausreichendes
Knochenlager zu Verfigung steht. In den ,Anfangen der Implantatologie® richtete sich
die Implantatposition nach der gegebenen Kiefermorphologie. Heute orientiert sich die
moderne Implantologie priméar nach prothetischen Kriterien, sog. Backward-Planning
(HANDELSMANN 2006).

Um Implantate primarstabil inserieren zu kénnen, ist ein suffizientes Knochenlager
unabdingbar. Eine ausreichende Dimensionierung des Hartgewebslagers ist leider
nicht immer anzutreffen, so dass haufig knochenaufbauende MaBnahmen erfolgen
mussen. Um die knbéchernde Situation flr die implantologische Rehabilitation zu
verbessern sind verschiedene Techniken bekannt, denen alle die Neubildung von
kérpereigenem Knochen gemeinsam ist. Neben der direkten Kieferkammerhéhung
durch  Auflagerungsplastiken, der Distraktionsosteogenese, der krestalen
Knochenspaltung und -spreizung (Bone-Splitting) wird haufig Gber die gesteuerte
Knochenregeneration (GBR), Socket Preservation und Sinusbodenaugmentation
berichtet. Allen diesen TherapiemaBnahmen liegen folgende zellbiologischen
Mechanismen zu Grunde:

» Osteogenese: direkte Knochenneubildung durch die Verpflanzung von
vitalen  kérpereigenen  knochenbildenden  Zellen  oder  durch
Distraktionsosteogenese
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» Osteoinduktion: indirekte Knochenneubildung durch den Einfluss von
Knochenmatrixproteinen, so genannten BMPs (bone morphogenetic
proteins).  Hierbei  differenzieren  pluripotente  Stammzellen  zu

knochenbildenden Osteoblasten.

+ Osteokonduktion: indirekte Knochenneubildung durch eine Leitstruktur, in
die dann das umliegende Knochengewebe und die GefaBe einwachsen

kdénnen.

Die aufgezahlten Techniken zur Knochenregeneration sind haufig und ausreichend in
der Literatur beschrieben worden. Zum spéateren Zeitpunkt werden die gangigen
Verfahren zur Verbesserung des Implantatlagers, bezogen auf die
Knochentransplantate und die gesteuerte Knochenregeneration separat beleuchtet.
Sie sollen nicht unerwahnt bleiben, damit Sachverhalte im Hinblick auf die
stammzellbasierte Knochenregeneration mit ihren Hintergriinden besser verstanden

werden.

Stammzellen als sog. Vorlauferzellen mit verschieden Differenzierungspotential
scheinen gerade fur die ,Knochenregeneration“ von groBem Interesse zu sein. Ziel
der Masterthese war, die Literatur nach neuen Ansatzen, Ergebnissen, Ablaufen und
Aussichten der Stammzellen in der dentalen Implantologie zu recherchieren und

zusammenzufassen.
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2 Fragestellung

Das Ziel dieser Masterthese war es, eine Ubersicht (iber das Thema der Stammzellen
in der Knochenregeneration mit direktem Bezug zur Implantologie zu erhalten. Dabei
sollten die charakteristischen Eigenschaften von Stammzellen naher erlautert werden
und eine Aufarbeitung der aktuellen Literatur in Anlehnung an die
Knochenregeneration erfolgen. Die Arbeit beschreibt und diskutiert verschiedene
Publikationen und Literaturstellen, um somit ein Update der Knochenregeneration
durch Stammzellen innerhalb der Implantologie zu erhalten.
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3 Material und Methode

Im Rahmen, der fir diese Arbeit notwendigen Literaturbeschaffung, wurde eine
systematische Recherche in der Datenbank PubMed und Google Scholar mit
gelisteten Titeln zum Thema Stammzellen und Knochenregeneration sowie den Bezug
zur Implantologie durchgefiihrt. Weiteres Quellenmaterial erschloss sich durch
Verweise in der so vorgeschlagenden Literatur nach dem Schneeballprinzip und
wurde erganzend hinzugezogen. Folgende Schllisselwérter waren Ausgangspunkt bei
der Datenbankrecherche und sind in Tabelle 1 in einer Gesamtiibersicht dargestellt.
Dabei wurden zunéchst die Publikationen anhand der Uberschriften, im zweiten Schritt
anhand der Abstracts und letztendlich anhand des vollen gesamten Textes beurteilt.
Es wurde bei der Suche kein Zeitfenster gesetzt und auch die Ausschlusskriterien
wurden einfach gehalten. Keinen Informationsgehalt zu Stammzellen und zur
Knochenregeneration mit subjektiven transferierenden Bezug zum implantologischen
Sachverhalt lieB demnach Artikel ausscheiden. Es wurden Veréffentlichungen in

englischer und deutscher Sprache berlicksichtigt.

Schiisselwérter Ausgeschlossen Potentielle
(Uberschrift) Anzahl
PubMed
dental stem cells regenerativ 358 335 23
dental stem cells bone regeneration 406 374 32
stem cells implantology 13 5 8
dental stem cells tissue engineering 569 542 27
Google Scholar
Stammzellen Zahnmedizin 571 552 19
Stammzellen dentale Implantologie 212 206 6
Knochenregeneration Stammzellen 285 274 11
Stammzellen Oralchirurgie 29 17 12
Gesamt 2443 2305 138

Tab. 1: Schiisselwodrter Datenbankrecherche
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Aus den potentiell 138 ausgewahlten Artikeln wurden nach intensiverer Durchsicht der
Abstracts weiterhin 76 Artikel als nicht weiter relevant eingestuft und somit auch nicht
in dieser Arbeit berticksichtigt. Die Tab. 1. gibt lediglich die Vorgehensweise sowie die
Ergebnisse der Treffer bei der Literaturauswahl in den genannten Datenbanken
wieder. Weiterfilhrende literarische Verweise nach dem Schnellballprinzip sowie die

Handsuche sind zahlenmaBig nicht zuséatzlich erfasst worden.
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4 Ergebnisse

In der Literatur findet man zur Zeit duBBerst viele Publikationen zu Stammzellen. Sie
werden folglich als undifferenzierte Zellen definiert, welche die Attribute der
Vermehrung, der Selbsterneuerung, die vielzahlige Produktion von Tochterzellen und
auch die Regeneration von Gewebe mit sich bringen. Langezeit ist man davon
ausgegangen, dass lediglich embryonale Stammzellen (ESCs) pluripotent sind, da
diese Fahigkeit zur Plastizitdt wahrend der frihen Entwicklung von Kkritischer
Bedeutung ist. Es gibt mittlerweile viel Material, was diese Eigenschaft von den

embryonalen Stammzellen in vitro als auch in vivo belegt.

Den adulten Stammzellen wurde viele Jahre nachgesagt, das sie hinsichtlich ihres
Differenzierungs- und Regenerationspotentials auf das Gewebe beschrankt seien, in
dem sie vorzufinden sind (BERTRAM 2002). Heute ist diese Annahme nicht mehr
aufrecht zuhalten. Experimentelle Daten konnten zeigen, dass eine Zellpopulation
welche dem Knochenmark entstammt, nicht allein verantwortlich fir die Erneuerung
des hamatopoetischen Systems ist, sondern auch zur Erneuerung von Muskel, Gehirn,
Leber, Herz und vaskularem Endothel beitragt (PETERSON et al. 1999, FERRARI et
al. 1998, ORLIC et al. 200 BERTRAM 2002). Viele Untersuchungen legen nahe, dass
die Stammzellbiologie allgemein ein Gebiet beschreibt was noch in vielen

Sachverhalten unverstanden ist.

4.1 Tissue Engineering

Das Tissue Engineering (TE) beschreibt einen interdisziplindren Bereich, welches die
Spezialgebiete der Medizin, die Materialwissenschaft, die Zellbiologie, die Genetik,
die Biotechnologie und die Chemie zusammenfiihrt, um gemeinsam Gewebe oder
Organe de novo herzustellen, wiederherzustellen oder zu verbessern (FARGALI
2006). Beim Tissue Engineering handelt es sich um ein Anzichten von lebenden
Geweben, das die Funktion des zuvor destruierten Gewebes Ubernehmen soll. Das
TE kann sowohl in vivo (im Kérper) als auch in vitro (im Labor) erfolgen. Entnommene

Zellen werden auBBerhalb des Kérpers vermehrt und kultiviert.
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Die Kultivierung der Zellen erfolgt hierbei auf sogenannten Scaffolds (dt. Gerist).
Diese bestehen aus Biomaterialien, auf denen die Zellen verpflanzt und
gegebenenfalls durch Zugabe z. B. verschiedener Wachstumsfaktoren modifiziert
werden, welche dann folgend wieder in den Korper eingebracht werden. Die
Biomaterialien sollten wahrend des Anziichtungsprozesses des Gewebes die
Zelladhasion, die Zellproliferation und die Differenzierung anregen kénnen. Es ist
wichtig, dass sie eine hohe Por@sitat aufweisen, damit die darauf adharent
wachsenden Zellen Platz fur den Aufbau des Gewebes bekommen. Auch zur
Sicherstellung der Vaskularisation ist dies nétig, damit der Nahrstofftransport zu den
Zellen sowie der Abtransport von Stoffwechselprodukten gewahrleistet wird. Zudem
soll das Tragermaterial mechanische Stabilitét besitzen, um die angenommene Form
des gezlichteten Gewebes aufrecht zu erhalten. Weiterhin sollten Scaffolds leicht an
die erforderliche Form anpassbar sein (LIU 2010). Scaffolds kénnen von Geweben
(Haut, Knochen, Schleimhaut) entstammen oder als biologische Polymere (Kollagen,
Alginat, Hyalonsaure, Fibrin), mineralische Substanzen (Hydroxylapatit), Metalle
(Titan) und auch synthetische Polymere (Polylaktide, Polyglycolide) konstruiert sein.
Aufgrund der leichten Verfagbarkeit und ihrer Eigenschaften eignen sich humane
mesenychmale Stammzellen als zelluldre Ressource fir das Tissue Engineering,
insbesondere im Rahmen der Konchenregeneration. Die Anwendung der MSC bietet
Hoffnung (WARNKE et al. 2006). Studien in Tiermodellen haben nachgewiesen, dass
die Transplantation von MSC die Rekonstruktion von solchen Knochendefekten (auch
vorwiegend des critical size defects — Defekte > 5¢cm3 ) wesentlich beschleunigt
(MANKANI et al. 2001, TSUCHIDA et al. 2003).

4.1.1 Einteilung / Strategien fiir Knochen-Tissue-Engineering

In den vergangenen Jahren haben sich drei Methoden im Tissue- Engineering von
Knochen durchgesetzt und etabliert, die durch BRUDER und FOX 1999 beschrieben
wurden. Die erste Strategie beschreibt das matrixbasierte Verfahren. Verlorene
Knochensubstanz wird durch synthetische Materialien wie Titan, Hydroxylapatit und /
oder Tricalciumphosphat ersetzt. Die osteoinduktiven Eigenschaften fehlen hier jedoch
ganzlich. Die zweite Strategie um eine Knochenregenerationen von Defekten
durchzuflhren ist die proteinbasierte/ faktororientierte Methode. Den Schllissel zum
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Erfolg bringen hier die sogenannten Differenzierungs- und Wachstumsfaktoren, die
einen zum Teil starken osteoinduktiven Stimulus vermitteln. Die Grundlage fir diese
Startegie setzte Urist im Jahre 1965 mit der Entdeckung der Bone Morphogenetic
Proteins (BMP’s). Als letzte Strategie kommt der zellbasierte Ansatz ,ins Spiel®. Hier
werden in den knéchernden Defekt direkt Zellen mit knochenbildenden Eigenschaften
eingebracht, die dort eine Knochenheilung initieren (KOCHEL 2004). Hier greifen die

Stammzellen ins Geschehen ein und zeigen groBes Potential flir die Zunkunft.

4.2 Knochentransplantate und Knochenregeneration

Limitierte Knochenangebote der Kiefer lassen haufig keine Implantatversorgungen zu,
ohne zuvor entsprechende Rekonstruktionen der Lager durchfihren. Das
Knochentransplantat deckt fiir diesen Bereich (vor allem bei gréBeren Defekten) diese
Aufgabe ab. Dabei stellt das autogene Knochentransplantat oftmals noch den
,aoldstandard“ unter den Knochenaugmentationsverfahren dar. Ein Knochendefekt
wird mit eigenem Knochengewebe (Knochenblock) ausgefillt. Allgemein differenziert
man spongiése Knochentransplantate mit vitalen Knochenbalkchen und lebenden
Zellen, von Kkortikalen Transplantaten aus &uBerem kortikalen Knochen mit
struktureller Festigkeit. Kortikospdngiése Transplantate enthalten beide Anteile.
Weiterhin  kann ein avaskuldres Transplantat von einem mikrovaskular
anastomosiertes Transplantat unterschieden werden. Freie avaskulare Transplantate
kommen meist aus dem Beckenkamm, den Rippen, der Schadelkalotte, dem Tibiakopf
sowie dem Unterkiefer zum Einsatz (BETZ 2012). Bei ausgedehnten Defekten, z.B.
nach Tumorresektion finden haufig mirkovaskular anastomosierte Transplantate ihre
Anwendung. Neben dem Vorteil, dass das Transplantat nicht abgestoBen wird
(Spender und Empfanger identisch) und kein groBes Infektionsrisiko besteht, wird es
oftmals auch aufgrund seiner guten osteogenen, osteokonduktiven und —induktiven

Eigenschaften bevorzugt transplantiert.

FlOr den extraoralen Bereich hat sich fir das avaskuldre Knochentransplantat der

vordere sowie auch der hintere Bereich des Beckenkammes als praktisch und natzlich
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erwiesen. Hierbei bietet die Crista illiaca posterior vor allem wegen der Gewinnung
bzw. Entnahme gréBerer spongiéserreicher Blécke sowie der geringen
Komplikationsrate Vorteile. Der niedergelassene implantologisch tatige Zahnarzt
bedient sich hier primar den intraoralen Spenderregionen. Entnahmeregionen sind
vorzugsweise das Kinn, die retromolare Region, die Tuber, Spina nasalis anterior,

Crista zygomatica und der Proc. coronoideus.

Uberlebende Osteoblasten innerhalb des freien Knochentransplantats bewirken die

Osteogenese.

Eine Alternative zum ,Goldstandard“ bietet das allogene Knochentransplantat. Das
Knochenmaterial ist humanen Ursprungs, stammt jedoch von einem anderen Spender.
Es kommt als frisch gefrorener (fresh frozen bone, FFB), gefriergetrockneter allogener
Knochen (freeze-dried bone allograft, FDBA) oder demineralisierte gefriergetrockneter
allogener Knochen (demineralized freeze-dried bone allograft) vor (JENSEN et al.
2010). Als Nachteil dieses allogenen Materials wird oftmals die mégliche
Immunreaktion sowie eine nicht mit Sicherheit auszuschlieBende Erregeriibertragung
genannt. Zu den mdglichen infektidsen Agenzien gehdren, z.B. Hepatitisviren, das
Human Immunodeficiency Virus (HIV) und die Kreuzfeld — Jakob Erkrankung
(Ubertragung durch Prionen). Der Vorteil dieser genannten Transplantate besteht
darin, dass es in groBen Mengen innerhalb verschiedener Knochenbanken zur
Verfigung steht. Ein Zweiteingriff zur Entnahme kann somit beim allogenen
Transplantat vermieden werden. Die allogenen Materialen zeigen sowohl
osteokonduktive als auch osteoinduktive Eigenschaften. Dabei zeigt sich, dass
allogenes Spongiosamaterial osteokonduktiv und osteoinduktiv ist, wahrend nicht
gefriergetrocknete Kortikalistransplantate rein osteokonduktiv sind. Als hoch
osteoinduktiv wiederum zeigt sich hierbei die entmineralisierte Konchenmatrix
(GOLDBERG 2000). Damit immunologisch aktive und auch infektiése Strukturen
zerstort werden, missen die Knochentransplantate unterschiedlichen physikalischen
und  chemischen Behandlungen  ausgesetzt  werden. Lyophilisierung,
Kyrokonservierung, und das Autoklavieren sind die meistverwendeten Verfahren um
diese Transplantate zu behandeln. Trotz aller SicherheitsmaBnahmen sind
Infektionstbertragungen bekannt geworden. In Deutschland hat diese ,Form der
Knochenregeneration® mit allogenen Materialen eine untergeordnete Rolle. Das Risiko
einer Krankheitstibertragung, die Kosten einer Knochenbank und aufwendige
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vorhergehende Untersuchungen, lassen auf andere Alternativen zurlckgreifen (BETZ
2012).

In der Fortsetzung zu den autogenen und allogenen Knochentransplantaten, schlieBen
sich die sogenannten xenogene Knochentransplantate an. Das Material wird nicht von
einer humanen, sondern von artfremden Spendern (Spezies) gewonnen. Xenogene
Transplantate besitzen den Vorteil, der leichten Sterilisierbarbeit, unbegrenzten
Verflgbarkeit sowie einfachen Lagerung. Zur Herstellung xenogener Transplantate
bedient man sich Oberwiegend  boviner und koralliner Herkunft, die in ihrer
Mineralstruktur dem humanen Knochen ahneln. Durch die Aufbereitung werden hier
samtliche Proteinstrukiuren entfernt, sodass nur eine anorganische Matrix ohne
zellulare oder organische Elemente zurlickbleibt. lhre Wirkung ist daher rein
osteokonduktiv. Immunologische Reaktionen und Infektionstibertragungen sind
auszuschlieBen (GLASS et al. 2008). Die Ubertragung von BSE (bovine spongioforme
Enzephalopathie) wird weiterhin durch die Verarbeitung von Tieren aus BSE- freien

Landern vermieden.

Das bovine anorganische Knochenmaterial ist ein Hydroxylapatitskelett. Durch eine
Sinterung kommt es zu einer Verdichtung der Poren. Hierdurch wird es mechanisch
stabiler, sein Resorptionsverhalten aber verschlechtert. Die Warmebehandlung kann
mit hohen Temperaturen (Gber 1000° Celsius) gesintert werden oder auch mit
niedrigeren Temperaturen (Uber 300° Celisus) durchgefiihrt werden. Letzteres kommt

in seiner Gerustarchitektur dem nattrlichen Knochen sehr nahe.

Zu den bekanntesten xenogenen Produkien in der Zahnmedizin gehéren
Osetograft/N®, Algipore® und BioOss®. BioOss® gilt als am besten wissenschaftlich
dokumentiert und ist das am meisten verwendete Knochenersatzmaterial in der
Zahnmedizin (Knochenregeneration). Gute klinische Resultate konnten beim Aufflllen
parodontaler Defekte (CAMELO et al. 1998), Sinusbodenaugmentationen oder auch
kleinerer Knochendefekte (SCHWARTZ et al. 2000) gezeigt werden.

Xenogene Transplantate kénnen flr augmentative Verfahren alleine, aber auch unter
Beimischung von autogenen Knochen sowie von rekombinanten Wachstums- und
Differenzierungsfaktoren eingesetzt werden. Durch diese Kombination kann die
Einheilzeit des Materials verkirzt und die Regeneration auch gréBerer
Knochendefekte im ersatzschwachen Lager erreicht werden (TERHEYDEN 2002).
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Die letzte Gruppe bilden die alloplastischen Knochentransplantate. Diese
Knochenersatzmaterialien reprasentieren eine groBe Gruppe von auf Kalzium
basierenden Biomaterialien teilsynthetischen oder vollsynthetischen Ursprungs. Sie
unterscheiden sich hinsichtlich ihrer chemischen und mechanischen Eigenschaften,
ihrer Struktur und ihrer chemischen Zusammensetzung. Im Rahmen der
Kieferkammaugmentation spielen vor allem Hydroxylapatit-Keramiken, a- und -
Tricalciumphosphat-Keramiken sowie Bioglaser eine Rolle. Hydroxylapatit (HA) ist
eine nichtdegradierbare (unlésliche) Kalziumphosphatkeramik.  Aufgrund seiner
kristallinen Struktur und meist zu geringer Mirkopordsitaten, ist es oft noch lange Jahre
histologisch wie auch radiologisch nachweisbar. Es findet kaum ein Abbau statt, so
dass es fir die Regeneration des Implantatlagers nicht mehr in Frage kommt.
Allgemein gilt HA als osteokonduktiv und nicht resorbierbar. Die Tricalciumphosphate
(TCP) werden den Iéslichen Kalziumphosphatkeramiken zugeteilt und unterliegen in
wassrigem Milieu einem chemischen-physikalischen Zerfallsprozess. Die dabei
entstehenden Partikel wegen durch Phagozytose abgebaut (GLASS et al. 2008). Die
a- und B- Modifikationen ergeben sie durch die Hoch- und Tieftemperaturphasen. Bei
einer Sintertemperatur um 1200° Celsius (Tieftemperaturform) entsteht -
Tricalciumphosphat (z.B. Cerasorb®). Die Hochtemperaturform (Sintertemperatur
zwischen 1125° und 1430° Celsius) bringt das a-Tricalciumphosphat hervor (z.B.
Biobase). B-Tricalicumphosphat ist das am h&ufigsten verwendete alloplastische
Knochenersatzmaterial in der Implantologie. Die unterschiedlichen Resorptionsraten
mit B-TCP lassen aber nicht immer vorhersagbare Ergebnisse zu. Im Vergleich zu HA
weisen TCP ebenfalls gute osteokonduktive Eigenschaften auf, sie werden aber
schneller resorbiert.

Die als Knochenerstazmaterialien eingesetzten Bioglaser (z.B. Biogran®,

PerioGlas®) sind amorphe ("gestaltlos"), nicht kristalline und nicht porése Materialien.

Die Hauptbestandteile sind Kalziumsalze, Phosphate und Siliziumoxid. Eine

Degradation findet nach klinischer Applikation nicht statt (SIMONOVSKA 2010). Die
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Glaser binden Knochen durch oberflachenreaktive Siliziumdioxid-, Kalizum- und
Phosphatgruppen, die hierfir typisch sind. Hierbei soll dem Siliziumdioxid eine
Schllsselrolle zu fallen. Bioaktive Glaser sind ausgesprochen biokompatibel (JENSEN
2010). Leider konnte bis heute keine ausreichende Verbesserung der mechanischen
Eigenschaften von Keramiken und Bioglésern durch die Modifikationen der kristallinen
Eigenschaften erreicht werden. Eine Verbesserung der mechanischen Eigenschaften
wird jedoch von Verbundwerkstoffen aus Keramik und Polymeren erwartet. Als
Polymer werden Polyglykolid, Polylaktid und Polydioxanon verwendet. Innerhalb der
zahnarztlichen Chirurgie sind zur Zeit nur wenige resorbierbare Komposite als
Knochenersatzmaterial im klinischen Einsatz. Als groBer Vorteil gilt bei den
alloplastischen Materialien synthetischer Natur, dass sie definitiv keine Krankheiten

Ubertragen kénnen.

Neben den verschiedenen Knochentransplantaten und Knochenersatzmaterialien hat
sich in den 1980er und Anfang der 1990er Jahre erganzend ein neues operatives
Verfahren entwickelt. Das Konzept der membrangeschitzten Knochenregeneration
(quided bone regeneration, GBR) wurde eingeflihrt. Eine Initiierung der GBR erfolgte
auf der von NYMAN et al.1982 entwickelte GTR Technik (guided tissue regeneration)
zur parodontalen Regeneration. Die GBR ist eine weitverbreitet Methode zur
Knochenregeneration in der Implantologie und zahnérztlichen Chirurgie. Das Prinzip
beruht auf der Kombination von Transplantationsmaterial mit einem Membranschutz
um Knochengewebe optimal regenerieren zu lassen. Knochengewebe wachst relativ

langsam, so dass Fibroblasten als auch Epithelzellen die Mdglichkeit haben, den
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Abb. 1: Prinzip der gesteuerten Geweberegeneration. Selektiver Ausschluss der
Fibroblasten durch zellokklusiven Charakter der Membran (aus Hoffmann 2009)

verfigbaren Raum effektiver zu besetzen und weitaus schneller Bindewebe zu bilden,
als das der Knochen wachsen kann. Der Mechanismus dieses Verfahren besteht im
Ausschluss unerwlnschter Zellen aus dem Wundgebiet bzw. der Wundumgebung,
damit Zellen des Knochengewebes in den mit Blut geflllten Raum unter der
Barrieremembran proliferieren kénnen (Abb. 1). Ist ein langer Verschluss durch die
Membran gegeben und ist diese nicht der Mundhohle ausgesetzt, bestehen optimale
Bedingungen fur die Differenzierung von Stammzellen und Knochenvorlauferzellen in
Osteoblasten (BOSSHARDT und SCHENK, 2010). Damit die membrangeschitze
Knochenregeneration erfolgen kann, sollte die Barrieremembran verschiedenen
Eigenschaften genlgen. Biokompatibiltdt, Zellokklusion, Gewebeintegration,
Raumschaffung und —sicherung sowie eine gute intraoperative Handhabung. Neben
den nichtresorbierbaren Membranen (z.B. Polytetrafluorethylen) sind heute auch die
resorbierbaren Membranen (Polymere, Kollagene) weit verbreitet. Auf die
verschiedene Eigenschaften, den Vorteilen und auch Nachteilen soll nicht naher
eingegangen werden, sondern priméar die Funktionsweise der Knochenregeneration
mit Hilfe der Membranen vermittelt werden. Die GBR hat in letzter Zeit groBen Einfluss
auf die knochenregenerative Implantologie gehabt mit der gute vorhersagbare und
asthetisch anspruchsvolle Ergebnissen erzielt wurden. Die Grundprinzipien sollen
weiter als Grundlage fur die Arbeit der kn6chernden Regeneration mit Stammzellen

dienen.
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4.3 Charakteristische Eigenschaften von embryonalen Stammzellen (ESC)

Es ist langer als 20 Jahre her, als es erstmals gelang ESC aus der Maus zu isolieren
und zu kultivieren. ESC stellen die Hauptvertreter der toti- und pluripotenten
Stammzellen dar (HANDSCHEL 2007). Wie bereits erwéhnt, gewinnt man die
embryonalen Stammzellen aus der inneren Zellmasse von Blastozysten, die als
Hauptvertreter der toti- und pluripotenten Stammzellen gelten und sich im Laufe der
Ontogenese in verschiedene Zelllinien des Organismus differenzieren kénnen (siehe
Abb. 2)

Totipotent
Morula
Oocyte
= — == Human Fetus
Sperr}’1
Pluripotent @&z
Inner Mass Cells @©
mesod doderm
Circulatory System Liver
Blood cells Lung _
Striated Muscle Gut Endothelium
Nervaus System
Hair )
Retina Unipotent
Abb. 2: Gewinnung von ESC aus der inneren Zellmasse und deren

Differenzierung (aus Steffen 2008)
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Eine gezielte Differenzierung von ESC in Kardiomyozyten (KLUG et al. 1996), glatte
Muskelzellen (DRAB et al. 1997) und auch Neurone (MC DONALD et al. 1999) ist
beschrieben  worden. Hieran anschlieBend konnte unter bestimmten
Kulturbedingungen gezeigt werden, dass ESC zu osteoblastenahnlichen Zellen
differenzieren kdnnen (HENG et al. 2004, CHAUDHRY et al. 2004). Um eine gezielte
osteoblastare Differenzierung von ESC zu induzieren, ist der Zusatz von
Dexamethason, Ascorbinsdure und B-Glycerolphosphat zum Nahrmedium notwendig.
Aber auch bestimmte Zytokine wie BMP-2 oder Vitamin D3 wirken hier férdernd (ZUR
NIEDEN et al. 2005). Die Frage der Immuntoleranz bei der Verwendung von ESC
stimmt hoffungsvoll. Die Untersuchungen von BURT et al. 2004 zeigten Ergebnisse,
die weder Kklinische noch histologische Anzeichen einer AbstoBungsreaktion
beobachteten. Dennoch publizierten andere Autoren Gber die maligne Entartung der
Zellen (TROUNSON, 2002). Hierbei wurde beschrieben, dass transplantierte
undifferenzierte ESC in Tieren das Auftreten von Teratomen und Teratokarzinomen
erhéhen kdénnen. Hingegen konnte Zhang und Mitarbeiter (ZHANG et al., 2001) bei
Untersuchungen in vivo mit ESC keine Hinweise auf tumorahnlichen Entartungen
finden. Ethische und damit auch rechtliche Bedenken der ESC sind in der Einleitung
schon einmal aufgezahlt worden. In der Bundesrepublik Deutschland ist mit dem
Embryonenschutzgesetz (ESchG, in der Fassung vom 13.12.1990) eher eine
zurtckhaltende Verwendung mit und von humanen ESC vorhanden. Dennoch ist
mittelfristig davon auszugehen, dass bedingt durch die Plenarsitzung am 15.6.2006
vom Europaischen Parlament (Forschung mit humanen ESC unter bestimmten
Kriterien zu férdern), mit einer Lockerung bezlglich der Gewinnung und Verwendung
von ESC zu rechnen ist (HANDSCHEL 2007).

4.4 Charakteristische Eigenschaften von mesenchymalen Stammzellen (MSC)

Mesenchymale Stammzellen (MSC) sind multipotente, undifferenzierte Zellen. Unter
definierten Bedingungen kdnnen sich MSC in vitro in Osteoblasten, Adipozyten,
Chondrozyten, Muskelzellen und in Blutzellbildung unterstitzende Stromazellen
differenzieren (GLUCKMAN et al. 2004; PHINNEY et al. 1999; PARK et al. 1999, LIU
2009). (Abb. 3).
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Abb. 3: Differenzierungspotential der humanen mesenchymalen Stammzellen. MSC
sind in der Lage, sich in Osteoblasten, Chondrozyten, Adipozyten, Stromazellen und Myozyten
zu differenzieren. (Abbildung nach Pittinger et al 2001; modifiziert, aus LIU 2009)

MSC kdnnen aus verschiedenen Geweben des menschlichen Kérpers isoliert werden.
Im Knochenmark betragt die Menge an MSC ca. 1-0,05 Zellen pro 100000
Knochenmarkszellen (CAPLAN 1994). Diese Zahl ist jedoch vom Alter als auch vom

Gesundheitszustand abhangig.

Eine genaue Definition ist fiir die MSC heutzutage noch schwierig. Das Mesenchymal
and Tissue Stem Cell Committee of the International Society for cellular Therapy
(ISCT) veréffentlichte minimale Kriterien fir die Definition von (humanen) MSC, die
sowohl fur praklinische Studien als auch flir wissenschaftliche Untersuchungen
geeignet sind. Dabei sollten sie Plastikadharenz, Differenzierungspotential und das

Oberflachenexpressionsmuster besitzen (DOMINICI et al. 2006).

Die Plastikadhdarenz zeigt sich unter normalen Zellkulturbedingungen durch ein
Anhaften am Plastik der Zellkulturflasche sowie die Ausbildung der dabei typischen
Morphologie (SCHONBERGER 2009). Hamatopoetische Stammzellen zeigen diese
Eigenschaft nicht. Diese Tatsache kann in der Praxis zur Isolation der MSC verwendet

werden.
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Das zweite Kriterium ist, das die MSC ein Differenzierungspotential besitzen miissen,
welches ihnen eine osteogene, eine chondrogene und auch eine adipogene
Differenzierung erlaubt (RINGE et al. 2002).

Die
Oberflachenantigenen. Mesenchymale Stammzellen missen dabei positiv bzw.
negativ flr einige Oberflachenmarker wie CD13, CD29, CD34, CD38, CD44, CD45,
CD73, CD90, CD 105, CD106, CD166, HLA-DR sein. Die Abklrzung CD steht fur

,Cluster of Differentiation”, Oberflachenmolekiile der MSC.

dritte  Eigenschaft beschreibt das Exprimieren von bestimmten

Waéhrend fir hamatopoetischen Stammzellen der Oberflachenmarker CD34 zur
Identifikation dient, konnte flir mesenchymalen Stammzellen ein solcher Marker nicht
eruiert und gefunden werden. Hier zeigte sich vielmehr ein komplexes
Expressionsmuster von Oberflachenantigenen. Die Tabelle 2 gibt einen Uberblick tiber

das Expressionsprofil.

Positiv

Negativ

CD13, CD29, CD44, CD49a,b,c,d,e,f,

CD51, CD54, CD58, C106, CD71, CD73,
CD90, CD102,CD105, CD119, CD120a,
CD120b, CD123, CD124, CD126,
CD127, CD140a, CD166, P75, TGFb1R,

CD3, CD4, CD6, CD9, CD,10, CD11a,
CD14, CD15, CD18, CD21, CD25,
CD31, CD34, CD36, CD38, CD45,
CD49d, CD50, CD62E,L,S, CD80,CD86,
CD95, CD117, CD133, SSEA-1

TGFbIIR, HLA-A,B,C, SSEA-3, SSEA-4,
D7

Tab. 2: Charakteristisches Oberflachenexpressionsprofil
Stammzellen (aus SCHONBERGER 2009)

fir mesenchymale

Fortfihrend ist auch eine immunmodulierende Eigenschaft der MSC bekannt. Bei der
MSC
AbstoBungsreaktionen oder Immunantworten beschrieben worden. Auch ist nicht

allogenen Transplantation von sind bis heute keine bekannten

bekannt, dass mesenchymale Stammzellen transplantationsimmunologisch

spezifische Oberflachenmarker wie MHC 1I, CD40 und CD40-Ligand oder B7-1 und

B7-2  exprimieren.  Weiterhin  wurde  aufgezeigt, dass MSC die
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Lymphozytenproliferation im Emfanger unterdriicken. Verantwortlich hierfir ist die
Produktion von Interleukinen (IL-2 und IL-10), Hepathocyte growth factor (HGF) und
Transforming growth factor B-1 (TGFB-1) (SCHONBERGER 2009). Ohne weiter und
tiefer auf diese nennenswerte Eigenschaft einzugehen, kann allgemein festgehalten

werden, dass MSC immunsuppressive und immunmodulierende Wirkung besitzen.

4.5 Charakteristische Eigenschaften von fettabgeleiteten Stammzellen (ADSC)

Eine neue Alternative zu MSC aus dem Knochenmark stellt eine Population von Zellen
im menschlichen Fettgewebe dar. Sie konnten als sogenannte ,processed lipoaspriate
cells“ (PDA) isoliert werden. Diese Zellen scheinen &hnliche Eigenschaften wie
mesenchymale Stammzellen aufzuweisen und kénnen aus Liposuktionsflissigkeit
oder nativem Fettgewebe isoliert werden. Die internationale Fat Applied Technology
Society empfiehlt die Namensgebung solcher fettabgeleiteter Stammzellen als
»adipose-derived stem/stromal cells* (ASC oder ADSC) (NAKAGAMI et. al 2006).
Weiterhin scheint das Fettgewebe auch sehr ergiebig fir die Gewinnung far
Stammzellen zu sein. 1g Fettgewebe enthalt ca. 5x10% Stammzellen, was fiinfhundert
mal mehr Stammzellen sind als in einem Gramm Knochenmark (MIZUNO 2009).
Fettgewebe stellt zusammenfassend gesagt eine ausgiebige Quelle dar, um in
ausreichender Menge Stammzellen zu beschaffen. Als Vorteil gegentiber den MSC
aus dem Knochenmark ist die einfache Isolierung in groBer Anzahl, ohne gréBere
Schmerzen fir den Patienten zu nennen. Der Entnahmeeingriff ist weniger invasiv
und kann oftmals in lokaler Betdubung erfolgen. Typisch fiir ADSC gegentber MSC ist
ihr langer anhaltendes Proliferationsverhalten bis zur 13. Passage sowie einer
geringen Sterblichkeitsrate in hohen Passagen (ZUK et.al 2001). In Arbeiten von ZUK
et. al 2001 und 2002 konnte gezeigt werden, dass es kunststoffadharente,
fibroblastenahnliche Zellen sind, die sich zu Osteoblasten, Chondrozyten, Adipozyten
und Myozyten ausdifferenzieren kénnen. Durch die Fahigkeit von ADSC mehrere
Zelltypen aller drei Keimblatter zu bilden, werden sie von verschiedenen
Forschergruppen vermehrt zu den pluripotenten Zellen gezahlt und stellen somit eine
echte Alternative zu embryonalen Stammzellen dar. Spezifische Oberflachenmarker

fr undifferenzierte ADSC wurden analog zu den MSC nicht gefunden. Jedoch sind
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auch hier fast immer wieder bestimmte Oberflachenmarker vorhanden, so dass man
auf bestimmte Kombination von Oberflachenmarkern Rickschlisse auf das
Vorhandensein ~ von  Stammzellen  schlieBen  kann. Die  wichtigsten
Oberflachenantigene zur Identifikation von ADSC sind CD13, CD 29, CD 90, CD 44,
CD 49d, CD 105, CD 166 und STRO 1 (JAECKEL 2012)

4.6 Osteoblastizitare Differenzierung von MSCs

Knochengewebe hat einen ca. 30%igen organischen und 70% anorganischen Anteil.
Die anorganische Substanz besteht vorwiegend aus Hydroxlyapatit, der kristallinen
Form des Kalziumphosphats. Der organische Teil wird Gberwiegend vom Kollagen (im
Wesentlichen Kollagen Typ-I, jedoch auch Kollagen lll, V, VI und X) sowie einigen
nichtkollagendsen Proteinen wie z.B. Osteocalcin, Osteonektin, und Bone Sialoprotein
gebildet.

Der Praosteoblast, der Osteoblast, der Osteozyt und die sogenannten ,Lining Cells*
sind die am einfachsten, bekanntesten und meist differenzierten Zelltypen der
Osetoblastenfamilie. Hinweise Uber den mdglichen Entwicklungsablauf gehen auf
Arbeiten von Friedenstein et. al 1987 zurlck und erhielten von OWEN 1985 und
CAPLAN 1991 weitestgehend Unterstitzung. Die Autoren &auBerten vereinfacht
ausgedrickt, dass zwei Formen von Osteoptrogenitorzellen existieren. Zum einen die
determinierte osteogene Vorlauferzelle (DOPC) und zum anderen die induzierbare
osteogene Vorlauferzelle (IOPC) (Abb. 4).
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Abb. 4: Schematische Abbildung Entwicklung Osteoblastenlinie (aus BERTRAM 2002)

Die DOPC st innerhalb des Knochenmarks als Mitglied der Stromazellfamilie
vorzufinden. Sie besitzt fibroblastendhnliche Morphologie, ist stark proliferativ, in ihrer
Natur klonogen und in der Lage in Knochen-, Knorpel-, fiborése Bindegewebe und
Fettgewebe zu differenzieren, wenn sie in vivo implantiert wird. Dem Gegenlber ist die
IOPC in lymphoiden Geweben, zwischen peritonealen Makrophagen und im Blut zu
finden. Sie ist ebenfalls klonogen, proliferativ und in der Lage bei direktem Kontakt mit
osteoinduktiven Agenzien (wie z.B. Knochenmatrix) osteogen zu differenzieren
(BERTRAM 2002). Viele Arbeitsgruppen sind derzeit mit Untersuchungen beschaftigt,
regulatorische Mechanismen aufzuschlisseln, welche die Differenzierung dieser

multipotenten mesenchymalen Vorlauferzellen kontrollieren.

Allgemein lassen sich bei der Entwicklung der osteoblastoiden Zelllinie vier
Zellstadien definieren: Osteoprogenitor, Praosteoblasten, Osteoblasten und

Osteozyten. Osteoprogenitorzellen zeichen sich durch eine hohe Mitoseaktivitat aus,
25



Ergebnisse

exprimieren jedoch keine Alkalische Phosphatase (ALP) und kein Kollagen Typ-I. Die
Praosteoblasten zeichen sich ebenfalls durch eine Zellteilungsaktivitét aus, sind aber
ALP positiv, synthetisieren Bone Sialoprotein (BSP) und Kollagen Typ-l. Sobald das
Stadium des Osteoblasten erreicht ist, verliert sich die Fahigkeit zur Zellteilung,
produziert werden jedoch verschiedene Matrixkomponenten zur Knochenbildung.
Wéhrend dieses Stadiums ist eine starke Expression Osteocalcin und BSP
nachweisbar. Aus diesem Stadium heraus entwickeln sich ca. 10 - 20 % der gesamten
Osteoblasten in Osteozyten. Weiterhin erfolgt eine Entwicklung in sogenannte ,Lining
Cells”. Der Uberwiegende Teil der Osteoblasten (ca. 65%) unterliegt nach Erflllung
Ilhrer Aufgabe dem vorprogrammierten Zelltod, der Apoptose. Ein wichtiger
Schlusselfaktor der osteogenen Differenzierung ist der Transkriptionsfaktor RUNX2
(Runt-related transcription factor 2) bzw. CBFA1 (Core Binding Faktor Alpha subunit
7). Von der mesenchymalen Stammzelle bis zum reifen Osteoblasten werden einige
Transkriptionsfaktoren und Matrixproteinen in einer bestimmten zeitlichen Abfolge
tatig. CBFA1 bzw. RUNX2 ist nicht nur ein essentieller Transkriptionsfaktor, sondern
in der Knochenentstehung auch schon frih nachweisbar. In der gesamten
Bildungreihe ist CBFA1 existent und zeigt seinen signifikanten Einfluss (Abb. 5).
Weiterhin wird vermutet das CBFA1 die Expression von Osteocalcin, Osteopontin und
Kollagen | reguliert. Osteonectin wird von verschiedenen Zelltypen wie Osteoblasten,
Fibroblasten, Chondrozyten und glatten Muskelzellen sekretiert. In der
Osteoblastenlinie wird es von reifen Osteoprogenitorzellen zu reifen Osteoblasten
exprimiert. Osteonectin ist duBerst wichtig fir die Knochenumwandlung sowie den
Erhalt der Knochenmasse. Es stellt innerhalb des Knochens das starkste
nichtkollagene, extrazellulare Matrixprotein dar. Ein weiteres bedeutendes
nichtkollagenes Matrixprotein ist das Osetocalcin. Sehr haufig wird es postproliferativ
gebildet. Osteoblasten, Praosteozyten und reife Osteozyten, aber auch Odontoblasten
sind zur Bildung fahig. Er qilt als knochenspezifischer Marker, der die
Osteoblastenaktivitdt in Bezug auf Osteoidbildung und Knochenumwandlung
widerspiegelt (NACK 2013).
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Abb. 5: Transkriptionsfaktoren und Knochenmarkergenen der Osteoblasten-
reifungslinie (aus NACK 2013)

Es existieren eine Reihe von Molekilen, einschlieBlich Hormonen, Vitaminen und
lokalen Wachstumsfaktoren, die regulatorisch auf den Stoffwechsel der Osteoblasten
einwirken. Diese Faktoren beeinflussen in vivo als auch in vitro die Synthese und
Sekretion der Knochensubstanz (MAYAHARA et al. 1993, MITLAK et. al, 1996). Der
molekulare Mechanismus verschiedener Faktoren ist nicht eindeutig geklart, dennoch
sollen im folgenden Abschnitt die verschiedenen Elemente néher beschrieben, welche
stimulierend oder inhibierend auf die Differenzierung und Proliferation osteogener

Zellen wirken.
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4.6.1 L-Ascorbat

L-Ascorbat (Vitamin C) ist essentiell fur die Kollagenproduktion und somit flr die
Stabilitdt der extrazelluldren Matrix. Es dient als wichtiger Kofaktor bei der
Hydroxylierung der Prolin- und Lysin-Reste wahrend der Kollagensynthese. L-
Ascorbat ist sowohl flr die Expression von osteoblastaren Markern als auch fur die
Mineralisierung der Osteoblasten notwendig (ARONOW et al. 1990).

4.6.2 Dexamethason

Dexamethason ist ein Glucocortikoid, das in seinem Wirkungsspektrum dem Cortisol
sehr ahnelt. Es bindet an den cytoplasmatischen Glucocortikoidrezeptor und
Ubernimmt eine bedeutende Rolle bei der osteogenen Differenzierung von
Knochenvorlauferzellen. Eine Supplementierung von Dexamethason erhéht die
Proliferation von Rattencalvarienzellen und die Bildung von ,nodules* (Knétchen)
innerhalb der von Rattenknochenmarkzellen. Des Weiteren wird von Dexamethason
auch die Differenzierung von Chondrozyten stimuliert und es erfolgt eine
Beeinflussung der Alkalischen Phosphatase, welche zur Calciumablagerung wéahrend
der Mineralisierung dient. Zudem hat Dexamethason auch die Fahigkeit in

Anwesenheit von Wachstumsfaktoren Knochenzellen zu regulieren (FARGALI 2006).

4.6.3 B-Glycerolphosphat

Bei der Mineralisierung der extrazellularen Matrix durch  Zellen, spielt B-
Glycerolphosphat eine bedeutende Rolle. Mehrere Studien belegen, dass der Zusatz
von B-Glycerolphosphat in vitro diesen Vorgang induziert. Untersuchungen von
Bellows et al. 1992 zeigten Uber einen Zeitraum von 21 Tagen, das sich sogenannte
,nodules” bildeten, wenn der Zusatz von B-Glycerophosphat gegeben wurde. Die
Gruppe beobachte dies an der Kultivierung osteogener Rattencalvariazellen. Auch in
vitro Studien an humanen Zellen des Knochenmarks zeigten diesen Effekt der
osteoblastaren Mineralisierung (COELHO und FERNANDES, 2000) und

untermauerten die Beobachtung Bellows et al. 1992.
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4.6.4 Cytokine

Es ist bekannt, das bestimmte Cytokine an der Stimualtion der Osteogenese beteiligt
sind. Von zentraler Bedeutung ist dabei der direkte Effekt auf osteoblastare Zellen.
Zahlreiche in vitro Studien haben die Wirkung von Wachstumsfaktoren, wie z.B. IGF,
FGF, PDGF-BB und EGF auf die Knochenzellentwicklung untersucht (FARGALI
2006).

4.6.4.1 Insulin-Like-Growth Factor (IGF) und Insulin

Zu der Gruppe der Insulin-like Growth Factors gehéren IGF-1 und IGF- Il. Sie haben
ein Molekulargewicht von ungefahr 7,5 kDa und werden von der Leber oder auch dem
Knochengewebe produziert. IGF’s und Insulin sind sich nicht nur ca. 70 % in ihrer
Strukturhomologie (bezgl. ihrer Amniosauresequenz) ahnlich, sondern besitzen auch
nahe zu identische ,biologische Aktivitdten®. Betrachtet man sich die Zellen,
Praosteoblast und Osteoblast, so findet man an diesen bestimmte Rezeptoren flr
IGF’s und Insulin. Man differenziert zwei Rezeptortypen. Der IGFR Typ | besitzt eine
starke Affinitat zu IGF-I und ist somit gréBer als zu IGF-Il und Insulin. Der IGFR Typ I,
dient als ,Andockstelle” fir IGF-Il. Sowohl IGF-I als auch IGF-II erh6hen die DNA-
Protein- und Kollagensynthese sowie die Alkalische Phosphatase-Aktivitat.
CENTRELLA et al. 1990 zeigte, das IGF-I bei der Stimulation von Osteoblasten etwa
drei- bis viermal wirksamer ist als IGF-Il, so dass IGF-I die Bildung der Knochenmatrix
effektiver reguliert.
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4.6.4.2 Fibroblast Growth Factor (FGF)

Fibroblast Growth Factors sind Polypeptide die in Makrophagen, mesenchymalen
Progenitorzellen, Chondrozyten und Osteoblasten synthestisiert werden. Man
unterscheidet den sauren FGF-l vom basischen FGF-II, welche beide starken Einfluss
auf die Proliferation und Differenzierung von Zelltypen besitzen, insbesondere fir
osteogene Zellen. Beide Faktoren (FGF-I und FGF-Il) binden an denselben
Oberflachenrezeptoren. FGF s sind in der Knochenmatrix gespeichert und damit in der
Lage die Knochenbildung in vivo zu stimulieren. Dem FGF-II wird im Vergleich zum
FGF-I eine groBere Wirkung zugesagt. Weiterhin zeigte sich, dass FGF-Il einen
mitogenen Effekt auf die Proliferation von Prasteoblasten und Osteoblasten hat und
somit nachfolgend zu einem Anstieg der Knochenbildung fihrt. Es zeigten aber auch
Studien, dass der Zusatz von IGF- Il zur Kultivierung von osteogenen Zellen mit einer
Reduzierung an Aktivitat der Alkalischen Phosphatase und der Kollagensynthese
verbunden ist (FARGALI 2006).

4.6.4.3 Epidermal Growth Factor (EGF)

Uber spezifische Rezeptoren hat der epidermale Wachstumsfaktor (EGF) positive
Auswirkungen auf die Replikation von Knochenvorlauferzellen und Osteoblasten. EGF
hat mitogene Eigenschaften auf Osteoblasten und deren Vorlauferzellen und stimuliert
deren Proliferation. Ihre Differenzierung wird inhibiert, wobei &hnlich wie bei den FGFs
die Kollagensynthese und Alkalische-Phosphatase-Aktivitdt vermindert wird. Die
Wirkung des EGF auf die Mineralisierung von Osteoblasten ist auch von der

Wirkungszeit in der Kultur abh&ngig.

4.6.4.4 Platet Derived Growth Factor (PDGF)

Der PDGF wird in den Monocyten, Myoblasten, Makrophagen, Endothelzellen,
Osteoblasten und auch Tumorzelllinien (Osteosarkom-,Glioblastomzellen) gebildet.
PDGF stimuliert ebenfalls Fibroblasten und beschleunigt auf diese Weise die
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Wundheilung. Er kann allein sowie auch in Kombination mit anderen
Wachstumsfaktoren, z.B. FGF die Knochenbildung in vivo regulieren. In vitro wird
allerdings die Expression von Alkalischer Phosphatase in Osteobalsten sowie die
Knochenmatrixbildung durch die Zugabe von PDGF zum Kulturmedium inhibiert. In der
Gruppe der PDGF s kann man weiter differenzieren. Ohne weitere detailierte Spezifika
zu nennen, kann man PDGF-AA, PDGF-BB und PDGF-AB unterscheiden. PDGF-BB
zeigt das hdchste stimulatorische Potential und férdert damit die Kollagensynthese
sowie die DNA-Replikation am effektivsten.

4.6.4.5 Bone Morphogenetic Proteins (BMPs)

Die BMPs gehéren aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit zur der Transfroming
Growth Factor B (TGFB) Superfamilie (BERTRAM 2002). BMPs wurden in den 1960
er Jahren von Marshall R. Urist entdeckt. Er injizierte entmineralisiertes Knochenpulver
in Muskelgewebe von Kaninchen . Als Ergebnis erfuhr er eine ektope
Knochenneubildung (YETIMOGLU 2007). In den spaten 70er Jahren beschrieb er
dann die Existenz dieser Proteine. Seinen Ausflihrungen zufolge handelt es sich
hierbei um schnell diffundierende Molekile, die Membranen passieren und somit eine
heterotope Knochendifferenzierung bewirken kdnnen. In den spéaten 80er Jahren
wurde mittels Isolierung und Sequenzierung von BMP-3 durch Luyten et al. 1989 und
der Klonierung von humanen BMP-2 und BMP-4 durch Wozney et al.1988 und Wozney
1992 die besondere Rolle der Proteine bei der Knochentwicklung entdeckt (ADLER
2012). Bis heute sind ca. 20 Mitglieder der BMP-Familie identifiziert und charakterisiert
worden, von denen sechs (BMP-2 bis BMP-7) osteoinduktives Potential aufweisen.
Dabei wird BMP-2 und BMP-7 die starkste knochenbildende Eigenschaft
zugeschrieben. Ebenfalls sind BMPs neben den zuvor genannten Faktoren in der Lage
mesenchymale Stammzellen und Vorlauferzellen des Knochmarks positiv zu
stimulieren. Einige BMPs haben synonyme Bezeichnungen. BMP-3 wird
beispielsweise Osteogenin genannt, wahrend BMP-7 und BMP-8 synonym flr
Osteogenetic Proteins (OP-1 und OP-2) verwendet wird. Neben diesen genannten
Eigenschaften und trotz ihrer Namensgebung besitzen BMPs auch entscheidenen
Einfluss auf die Entwicklung und Differenzierung anderer Gewebe, wie z.B. Niere,
Auge und Myokard.
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5 Diskussion

Reduzierte Knochenangebote kdnnen flr die dentale Implantologie immer noch einen
Jimitierenden Faktor” darstellen. Mittels GBR-Technik und Knochenersatzmaterialien
kénnen viele dieser Knochendefekte heute gut regeneriert werden, um anschlieBend
Implantate primérstabil zu inserieren. Auch in der Mund, Kiefer —und Gesichtschirurgie
werden haufig verschiedenste Knochendefekte, neben den haufig als Goldstandard
bezeichneten autologen Knochentransplantaten, mit den oben genannten
Mdéglichkeiten rekonstruiert. Nachteilig fir den Patienten ist bei den autologen
Knochentransplantaten immer die Entnahmemorbilitdt. Knochenersatzmaterialien
dienen lediglich als Leitschiene, da sie nur osteokonduktiven Charakter zeigen und
keine vitalen Zellen enthalten. Mit den Stammzellen zeigen sich neue und
hoffnungsvolle Mdglichkeiten neuen Knochen zu regenerieren. Dabei kbnnen humane
embryonale Stammzellen als auch humane adulte Stammzellen als Zellmaterial
gendgen. Embryonale Stammzellen (ESC) kénnen sich endlos teilen und sind fahig
in alle Kérperzellen zu differenzieren (Pluripotenz). Da eine kanzerogene Eigenschaft
nicht auszuschlieBen ist, sind sie fur die weitere Therapie nicht als sicher ,geeignet*
einzustufen. Weiterhin bestehen die ethischen Bedenken, da fir diese Stammzellen
ungeborenes Leben getdtet wird. Adulte (mesenchymale) Stammzellen (MSC) stellen
hier eine passablere Alternative dar. Ethisch unbedenklich, keine immunologischen
Reaktionen bei der Ubertragung und die Differenzierung in Knochen-, Knorpel-,
Muskulatur- und Fettgewebe sind nachgewiesen (FRIEDENSTEIN et. al 1976)
worden. Im Zusammenhang mit dem Tissue Engineering ist es méglich, Gewebe zu
reparieren oder gar zu ersetzen. Lange Zeit war die Reparatur solcher Gewebe nur
unter Mithilfe kinstlicher avitaler Zellen méglich. Inzwischen kénnen durch lebende

Zellen und Scaffolds deutlich verbesserte Ergebnisse aufgezeigt werden.

Gerade fUr den distalen Oberkieferbereich stellt sich die implantologische Versorgung
haufig schwierig dar. Starke atrophische Prozesse lassen nur eine kleine
Knochenbarriere bis zur Kieferhéhle erscheinen. Die Sinusbodenelevation kann als
chirurgische Technik dem Knochendefizit (Auffillen sowohl mit autologen als auch mit
Knochenersatzmaterial) entgegenwirken. In einer tierexperimentellen Untersuchung
von STUBBE et al. 2008 konnten die positive Eigenschaften der mesenychmalen

Stammzellen bezogen auf den Sinuslift dargestellt werden. Bei Schafen wurden
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beidseitig Sinusbodenelevationen durchgefiihrt. Dabei wurde auf der Kontrollseite das
bovine Knochenersatzmaterial Bio-Oss® ohne Zusatze eingesetzt und auf der
Testseite das Bio-Oss® mit autogenen mesenchymalen Stammzellen (MSC)
kombiniert. Die MSCs wurden per Knochenmarksaspiration aus dem Beckenkamm
gewonnen, im Labor aufbereitet und dem Augmentat mit beigemischt. 3 Schafe
wurden einem 8-wdchigem und 3 weitere Schafe einem 16- wodchigem
Uberlebenszeitraum ausgesetzt. Nach Ablauf der Beobachtungszeitraume und Tétung
der Tiere wurden die Kieferhéhlenaugmentate computertomographisch, histologisch
und histomorphometrisch ausgewertet. Um das osteoinduktive Potential der
Stammzellen einzuschatzen (in der Kombination mit dem Bio-Oss®) wurden die
prozentualen Flachenanteile neu gebildeten Knochens auf beiden Seiten und in
Gegentiiberstellung der Uberlebenszeitraume verglichen. Auf der Seite mit den
augmentierten Stammzellen (MSC) konnte eine zu 49 % schnellere Knochenbildung

gegenlber der Kontrollseite mit reinem Bio-Oss® gezeigt werden.

In einer Studie von Jafarian et. al. aus dem Jahr 2008 konnten ebenfalls die positiven
Eigenschaften der mesenchymalen Stammzellen (MSC) auf die Knochenbildung
hervorgehoben werden. Er verglich an Unterkieferknochen von Hunden mit einer
biphasischen Calciummatrix mit dem Knochenersatzmaterial Bio-Oss® allein sowie
unter Einfluss bzw. Zusatz von mesenchymalen Stammzellen. Auch er konnte eine
gréBere Knochenbildung in den Defekten mit Bio-Oss® und Stammzellen gegeniber
den Knochendefekten die allein mit Bio-Oss® versorgt wurden aufzeigen. Ahnliche
Ergebnisse der Knochenregeneration unter den Stammzellen konnte auch die
Untersuchung in Ratten von Khojasteh et. al. 2008 zeigen. Hierzu wurden
Knochendefekte einmal mit Bio-OSS® und mesenchymalen Stammzellen aufgefillt
und auf der anderen Seite mit der Auffillung von Bio-Oss® und Platelet rich plasma
(PRP) verglichen. Die Seite mit den mesenchymalen Stammzellen konnte eine
deutlich gréBere Knochenbildung vorweisen als die Seite mit PRP. Sauerbier et al.
2011 konnte in seinen verschieden Arbeiten ebenfalls diese Tendenz der positiven
Eigenschaften von MSC bezogen auf die Konchenregeneration feststellen. In einer
randomisierten, kontrollierten Studie im ,Cross-over-Design® wurden bei zwolf
Patienten Sinusbodenaugmenationen durchgefiihrt. Eine Seite wurde mit BMAC
(Bone Marrow Aspirat Concentrat — konzentriertes Knochenmarkspirat) - BBM (Bovine
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Bone Material: Bio-Oss®) und auf der anderen Seite AB (autologe Beckenspongiosa)
— BBM verwendet. Nach 3,8 Monaten zeigte sich auf der BMAC-BBM Seite mit 17,7%
signifikant mehr neuer Knochen als auf der AB-BBM Seite (12,2%).

In einer weiteren tierexperimentellen Studie wurde durch die Arbeitsgruppe um
Raposo - Amaral et. al 2014 die Heilung von Kieferkammdefekten durch den
,Goldstandard“ -—autologes Knochentransplantat- im Vergleich zu den mit
mesenchymalen Stammzellen versetzten BBM (Bovine Bone Material : BioOss
Collagen®) und a-Tricalciumphosphat (Labiomat®, Brasilien) aufgefillten Defekten
verglichen. Man untersuchte 28 ausgewachsene mannliche Ratten, denen ein Defekt
(critical size defect) von 5mm Durchmesser in der Alveolarregion gesetzt wurde.
AnschlieBend bildete man fiinf verschiedene Gruppen. In die Gruppe 1 (n=7) fielen die
Tiere, die diesen Defekt mit dem klassischen Knochenblocktransplantat versorgt
bekamen. In die Gruppe 2 (n=5) erfolgte die Versorgung mittels reinen BBM ohne
MSC. Die Gruppe 3 (n=5) bildeten die Tiere, die eine Defektauffillung mit BBM und
MSC erhielten. In der Gruppe 4 (n=5) wurde der critical size defect mit reinem a-
Tricalicumphosphat ohne MSC versorgt, wahrend in der Gruppe 5 (n=6) der
Knochendefekt mit a-Tricalciumphosphat und MSC aufgeflllt wurde. Die Gruppen 2-5
wurden anschlieBend als Referenz mit Gruppe 1 verglichen. Es erfolgte eine
histomorphometrische und computertomographische Auswertung (Abb. 5).
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Auswertung

B Knochenbildung in % + Abweichung in %

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4 Gruppe 5

Abb. 5: Darstellung der neuen Knochenformation in Prozent

Die Ergebnisse zeigten in der Gruppe 1 60,27% (+ 16,13%) neue Knochenbildung im
Defekt. In der Gruppe 2 ohne MSC erfolgte nur zu 23,02 %( = 8,6%) neue
Knochenbildung, wahrend die Gruppe 3 mit MSC bei 38,35 % (x 19,59%) lagen. Die
beiden letzten Gruppen offenbarten mit dem a- Tricalciumphosphat im Vergleich zu
den Vorgangern die starkste neue Knochenformation. Gruppe 4 ohne MSC stellte
51,48 % (x 11,7%) neuen Knochen dar, wahrend die Gruppe 5 mit 61,8 % (+ 2,14) die
gréBte prozentuale volumenmaBige Knochenregeneration zeigte. Beide Gruppen

zeigten jedoch keine statistische Signifikanz gegenlber der Referenzgruppe 1.

Handschel 2007 zeigte in seiner Arbeit die Eignung von ESC fir das Tissue
Engineering von Knochen. Dexamethason, Ascorbinsdure und B-Glycerolphosphat
sind ein geeigneter Zusatz um ESC osteogen differenzieren zu lassen. Weiterhin
wurde untersucht auf welchen Biomaterialien ESC ihr Wachstumsverhalten am besten
entwickeln. Dabei zeigte sich, dass die héchste Biokompatibilitat ICBM (insoluble
collagenous bone matrix) gefolgt von B-Tricalciumphosphat (Cerasorb® und Cerasorb
M®), gemessen am Proliferationsverhalten und der rastermirkoskopischen
Morphologie aufwies. PLA/PGA (Copolymer auch Polylactat und Polyglykolsédure)
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sowie anorganischer boviner Knochen Bio Oss® offenbarten die niedrigsten Werte und
damit das geringste Wachstumsverhalten. Als Fazit dieser Studie lasst sie auch hier
zusammenfassend eine gute oesteogene Differenzierung der ESC feststellen. Sie

sind daher gut fur das Tissue Engineering von Knochen geeignet.

Jaeckel et al. 2012 zeigte in seiner Arbeit den Einfluss von fettabgeleiteten
Stammzellen auf die Knochenregeneration. Untersucht wurde ein critical size defect
von 5mm Durchmesser an der Ratte. Fir die Defekitflillung wurden einmal ADSC
Fribrinkleber
Tragermaterial aus Kollagen verwendet und mit einer Methode des protected bone

(adipose dervied stem cells) in Kombination mit oder einem
healing (pbh), autologem Knochentransplantat sowie den Kontrollen ohne Therapie
und Scaffold ohne Zellen verglichen. Dabei wurde in verschiedene Versuchsgruppen
unterteilt (Tab. 3). Radiologische Untersuchungen zur Beurteilung des zeitlichen
Ablaufs der Knochenneubildung erfolgten am Tag der Operation, sowie 1,2,4 und 8

Wochen nach dem chirurgischen Eingriff. Die quantitative Auswertung wurde mit

einem hochauflésenden flat-panel Volumen Computertomographen (fpvCT)
durchgeflihrt und einer entsprechenden Software.
Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4 | Gruppe 5
Mandibular- | Kontrollseite pbh Kontrollseite scaffold Pbh
seite 1 Fibrinkleber
ADSC
Mandibular- | pbh pbh autologes scaffold pbh scaffold
seite 2 Fribinkleber Knochentrans- | ADSC ADSC
ADSC plantat
Tab. 3: Darstellung der Versuchsgruppen — GruppengréBe n =10, split mouth Studie.

Therapieseiten critical size defect: Kontrollseite ohne Transplanat, pbh (protected bone
healing) ohne Transplantat, pbh mit 500.000 ADSC (adiposed derived stem cells) eingebettet
in  Fribrinkleber, eines eines

Transplantation Kollagenscaffold,

Kollagenscaffold nach 14 tagiger Kultivierung mit ADSC mit und ohne pbh. (aus JAECKEL
et al. 2012)

Transplantation
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Die Methode des pbh im Vergleich zu Kontrollseite ohne Therapie zeigte zum Ende
der Studie nach 8 Wochen innerhalb der Versuchsgruppe 1 keine signifikante
gréBere Knochenregeneration. In der Versuchsgruppe 2 offenbarte die Kombination
von ADSC mit Fibrinkleber und pbh im Vergleich zur Kontrolle mit reinen pbh eine
signifikant gréBere Knochenbildung. Das autologe Knochentransplantat in der
Versuchsgruppe 3 zeigte ebenfalls eine gréBere Knochenregeneration im Vergleich
zur Kontrolle ohne Therapie. Innerhalb der Versuchsgruppe 4 mit Kollagenscaffold und
ADSC war keine signifikant gréBere Knochenvolumenzunahme, jedoch eine signifikant
gréBere ossifizierte Defektflache im Vergleich zur Therapieseite mit ausschlie3lich
Kollagenscaffold erkennbar. Weiterhin keine Signifikanz der Knochenregeneration
zeigte der Vergleich innerhalb der Versuchsgruppe 5 mit ADSC in Kombination mit
Fibrinkleber und pbh mit ADSC in Kombination mit Kollagenscaffold und pbh. Nach 8
Wochen wurden die Tiere euthanasiert und der Unterkieferknochen histologisch
analysiert. In keinem histologischen Schnitt konnte eine komplette kndchernde
Durchbauung nachgewiesen werden. Auf der Kontrollseite ist das umliegende
Muskelgewebe in den Defekt vorgefallen, wahrend auf der Therapieseite mit pbh diese
vor dem umliegenden Gewebe geschitzt wurden. ADSC in Kombination mit
Fibrinkleber und pbh zeigte eine qualitativ gute Knochenregeneration im gesamten
Defektbereich. Ebenfalls eine qualitativ gute Defektkonochenregeneration lie3 sich mit
ADSC in Kombination mit Kollagenscaffold und pdh nachweisen. Die Studie zeigt,
dass ADSC in Kombination mit Fibrinkleber und pbh fiir den Einsatz im ,tissue
engineering fir Knochen® geeignet ist. Zudem erweisen sich ADSC als mégliche
Alternative zu ESC bzw. MSC.

Die Literaturrecherche sowie auch die verschiedenen wissenschaftlichen Arbeiten
zeigen, dass sowohl embryonale, mesenchymale als auch fettabgeleitete
Stammzellen positive Eigenschaften fir die Knochenregeneration und Implantologie
aufweisen. Vor allem die gute Datenlage fiir die mesenchymalen Stammzellen sind
vielfaltig und starker an die Implantologie angelehnt ( siehe Arbeiten von STUBBE et
al. und SAUERBIER et. al). Sie offenbaren bereits eine ,Klinik - / Praxisreife* fir eine

bessere Knochenregeneration.
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Zusammenfassung

7 Zusammenfassung

Nicht nur die Implantologie per se, sondern auch die verschiedenen Mdéglichkeiten der
kndchernden Regeneration sowie deren unterschiedliche operative Verfahren zum
Erhalt und Wiederaufbau der horizontalen und vertikalen Dimensionen haben
entscheidenen Einfluss auf die Versorgung mit Implantaten genommen. Asthetisch
anspruchsvolle Regionen als auch ,unterdimensionierte Knochenareale® kénnen
heute oftmals zufriedenstellend und mit hoher Vorhersagbarkeit therapiert werden.
An- und Auflagerungsplastiken, Distraktionsosteogenese, die verschiedene
Mdoglichkeiten der augmentativen Chirurgie mittels Eigenknochen sowie die Sinuslift-
Operation haben uns in den letzten Jahren immer bessere Knochenareale
regenerieren lassen, um eine ausreichende Ausgangssituation fir Implantate zu
schaffen. In jingster Zeit erobert das wissenschaftliche Feld der ,Stammzellen“ und
damit einhergehend das tissue engineering in rasanter Weise die Medizin. Auch in
der Zahnmedizin wurde viel Forschung auf diesen Gebiet betrieben und zeigt

hoffungsvolle Anséatze flir Regenerationen von Geweben in der Zukunft.

Ziel dieser Arbeit war es, die aktuelle Literatur zu Stammzellen mit Bezug zur
knéchernden Regeneration und Implantologie zu recherchieren, ihre Eigenschaften
aufzuarbeiten und in Anlehnung an wissenschaftliche Untersuchungen zu
beschreiben. Dabei wurde eine Literaturrecherche in den Datenbanken ,PubMed* und
,aoogle Scholar® unter bestimmen SchlUsselw6rter  durchgefihrt.  Die
Ausschlusskriterien wurden einfach gehalten, ein Zeitfenster wurde nicht gesteckt und
Querverweise der Literatur die zum Beispiel durch das Schnellballprinzip erfolgten,
wurden erganzend hinzugezogen. Insgesamt wurden aus den Datenbanken 76
Publikationen mit Bezug zur Implantologie ausgewertet und in der Arbeit

bericksichtigt.

Stammzellen lassen sich nach ihrem Differenzierungspektrum in totipotente,
pluripotente, multipotente und unipotente Zellen einteilen. Des Weiteren kann man
ihrem Ursprung nach embryonale von adulten Stammzellen unterscheiden. In dieser
Arbeit wurden fir die knéchernde Regeneration innerhalb der Implantologie bzw. des
Implatatlagers primar die embryonalen (ESC), mesenchymalen (MSC) sowie auch

fettabgleiteten Stammzellen (ADSC) bertcksichtigt.
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Zusammenfassung

Die Ergebnisse zeigen, dass sich sowohl die embryonalen Stammzellen (ESC) als
auch die fettabgeleiteten Stammzellen flir das tissue engineering von Knochen
eignen. Die ADSC erweisen sich dabei als echte Alternative zu denen durch das
Embryonenschutzgesetz schwierig zu gewinnenden ESC. Zudem sind ADSC sehr
leicht, komplikationsarm und in hdherer Zellzahl pro Gramm fir die Zlichtung zu
gewinnen. Dieser Vorteil I1asst sie ebenfalls sehr attraktiv als Alternative zu den MSC
erscheinen, da diese in der Zellzahl pro Gramm deutlich geringer ausfallen. Den
Uberwiegenden Teil an Publikationen zeigen die mesenchymalen Stammzellen (MSC)
mit direkten Bezug zur Implantologie. Auch die Ergebnissstruktur ist hier sehr
eindeutig. In mehreren Untersuchungen konnte durch die Zugabe von MSC gezeigt
werden, dass eine schnellere Knochenregeneration erfolgte. Histologische,
histomorphologische und computertomographische Auswertungen offenbarten
gegentber den Kontrollgruppen innerhalb bestimmter Zeiten oftmals eine starkere
Knochenzunahme bzw. Knochenbildung. Diese positive Eigenschaften der MSCs auf

die Knochenregeneration wurde in samtlichen Publikationen untermauert.

Hierdurch lasst sich abschlieBend festhalten, das sowohl ESC, MSC und ADSC
Verbesserungen fur die knéchernde Regeneration und hiermit sekundar positive
Eigenschaften fir das zu implantatierende Knochenlager zeigen. Des Weiteren stimmt
die Literatur auf eine hoffnungsvolle Entwicklung, die mdglicherweise weniger invasiv

fur den Patienten zu sein scheint.
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8 Summary

Not only implantology, but also the different possibilities of regeneration of bones as
well as their different operative procedures for the preservation and rehabilitation of
the horizontal and vertical dimensions have had a decisive influence on the provision
of implants. Nowadays, aesthetically challenging regions as well as “under-
dimensional bone areas” can be treated in a satisfying way with a high predictability.
Plastics for adsorption and support, distraction osteogenesis, the different possibilities
of augmentative surgery with the help of autogenous bone as well as the sinus lift
surgery have let us regenerate continuously improving bone areas in the last year in
order to create a satisfying initial situation for implants. In recent times the scientific
field of stem cells conquers the medical world and with it also tissue engineering. A lot
of research, including in dentistry, has happened in this area and shows an optimistic

approach for the regeneration of tissue in the future.

It was the objective of this work to research the topical literature about stem cells with
regards to the bony regeneration and implantology, to process their characteristics and
describe them in dependence on scientific examinations. Therefore, a research of
literature was carried out in the databases “PubMed” and “Google Scholar” with certain
keywords. The criteria for exclusion were kept easy, no time frame was set and further
cross references of the literature which resulted from the snowball principle were
additionally added. In total, 76 publications from the databases were evaluated in

regards to implantology and were considered in this study.

Stem cells can be divided into totipotent, pluripotent, multipotent and unipotent cells
regarding their differentiation spectrum. Furthermore, embryonic and adult stem cells
can be distinguished by their origin. In this study, the embryonic (ESC), mesenchymal
(MSC) as well as the stem cells derived from fat (ADSC) were primarily considered for

the bony regeneration within implantology or storage of implants respectively.
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The results show, that embryonic stem cells (ESC) as well as stem cells derived from
fat are suitable for tissue engineering of bones. ADSC prove to be a real alternative to
ESC which are difficult to obtain because of the law for the protection of embryos.
Furthermore, ADSC are obtained for growing cultures in an easy way, with a low risk
of complications and with an higher cell amount per gram. This advantage presents
them as a very attractive alternative for MSC as well, because the later ones show a
significant lower amount of cells per gram. The predominant part of literature refers to
the mesenchymal stem cells (MSC) with a direct relation to implantology. The structure
of results is very clear as well. In numerous examinations it could be shown by the
addition of MSC that a faster regeneration of bones took place. Histological,
histomorphological and computertomographic evaluations revealed a stronger gain of
bones or building of bones in a certain amount of time in regards to the control groups.
This positive feature of MSC on the regeneration of bones was strengthened in all
publications.

Hereby it can be finally stated, that ESC, MSC as well as ADSC show improvements
for the regeneration of bones and hereby also secondary positive features for the
bones to be implanted. Furthermore, literature points to an optimistic development,

which seems to be less invasive for the p
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