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Parodontale Geweberegeneration
durch Transplantation mesenchymaler
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Aspiration von Isolation von MSCs aus der
Knochenmark aus Knochenmarksuspension und
dem Beckenkamm Vermehrung durch Kultivierung

Differenzierung im g ~Transplantation

Zielzellen in vitro und von undifferen-
Transplantation zierten MSCs

Kryokonservierung der
Kkultivierten MSCs

MSC-Differenzierung in Zielzellen in vitro

durch Wachstumsfaktoren und Transplan-
tation der im Tragermaterial eingebetteten
MSCs zum Zielort

€0porose,
Osteoarthritis

Arteriosklerose

kungen der degenerative
Mundhdhle Erkrankungen

Abb. 4-1 MSC-Transplantation zur Geweberegeneration von Knochen, Knorpel,
Fettgewebe, Skelettmuskelfasern, Nervenzellen und BlutgefaBen.

Die Transplantation mesenchymaler Stammzellen (MSC)
des autologen Knochenmarks mit multipotentem Dif-
ferenzierungspotenzial in Parodontaldefekte erneuert
das parodontale Attachment. Im Friihstadium der
parodontalen Geweberegeneration differenzieren sich
die transplantierten MSC des Knochenmarks nahe der
Wurzeloberflache zu Zementoblasten und bilden neuen
Zement und Sharpey’sche Fasern auf der Wurzelober-
flache. MSC des Knochenmarks besitzen ein hohes Po-
tenzial zur Regeneration parodontaler Gewebe.

MSC des Knochenmarks und

regenerative Therapie

MSC des Knochenmarks konnen sich zu mesodermalen
Zellen wie beispielsweise Osteoblasten, Chondrozy-
ten, Myozyten, Kardiomyozyten oder Tenozyten und
auch zu ektodermalen (Neuronen) oder endodermalen
(Hepatozyten) Zellen differenzieren. Die Transplanta-
tion von autologen MSC vermeidet das Problem der
immunologischen AbstoBung sowie magliche ethische
Konflikte. Daher werden MSC als Ausgangszellen in der
regenerativen Medizin (Abb. 4-1) verwendet. Die pro-
phylaktische Kryokonservierung aspirierter MSC wére
wiinschenswert, um eine spatere Geweberegeneration
in der Behandlung neu auftretender systemischer Er-
krankungen zu ermdglichen (Abb. 4-2).

Das Parodont besteht aus multiplen Geweben, zu denen
der Zement, das Desmodont und der Alveolarknochen
zéhlen. Aufgrund des multipotenten Differenzierungspo-
tenzials konnen sich MSC flir die parodontale Gewe-
beregeneration eignen.

Abb. 4-2 Wenn es maglich wére, MSCs des Knochenmarks durch Kryo-
konservierung zu erhalten, konnten diese Zellen im weiteren Verlauf fiir die
Geweberegeneration im Rahmen verschiedener systemischer Erkrankungen
eingesetzt werden.

Gewinnung von Patientenblut
Serum fiir die Zellkultur wird
aus dem Patientenblut isoliert

o

A

Vorbereitung des MSC-Transplantats

MSCs werd 0 und4
aus dem Beckenkamm Verwendung des patienteneigenen
Serums kultiviert

Abb. 4-3 Klinisches Protokoll fiir die Verwendung von MSC des Knochen-
marks fiir die parodontale Geweberegeneration.
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Klinik der parodontalen Geweberegeneration
Tierstudien haben gezeigt, dass sich MSC nach der
Transplantation in parodontale Defekte zu entsprechen-
den Parodontalzellen differenzieren und die parodontale
Geweberegeneration unterstiitzen.? Insbesondere im
Friihstadium der Regeneration differenzieren transplan-
tierte MSC in der Nahe der Wurzeloberfliche zu Zement-
oblasten und bilden neuen Zement mit Sharpey’schen
Fasern auf der Wurzeloberflache.

Der erste Schritt in dem beschriebenen Behandlung-
sprotokoll ist die Aspiration von Knochenmark aus dem
Beckenkamm des Patienten. Das Knochenmark wird
dann zur Aufbereitung an ein entsprechend ausge-
stattetes Labor gesendet. Die MSCs werden aus der
Knochenmarksuspension isoliert und iiber 3 Wochen

. % Durch Mischen undifferenzierter MSCs mit
. \Atelokollagen-Gel wird das Transplantat

im patienteneigenen Serum Kultiviert. Es folgt die Mi-
schung mit einem Atelokollagen-Gel und chirurgische
Einbringung in entsprechende parodontale Knochende-
fekte (Abb. 4-3).

Perspektiven

Diese klinischen Forschungsergebnisse sind der erste
Schritt zum Einsatz von Knochenmark-MSCs fiir die
parodontale regenerative Therapie. Um das aktuelle
Prozedere zu verbessern, sind jedoch weiter gehende
Studien erforderlich. Fiir die Behandlung ausgedehnter
Parodontaldefekte miissen entsprechende Biomate-
rialien mit einer Tragerfunktion fiir MSCs entwickelt und
die chirurgische Einbringung verbessert werden.

Das Transplantat wird im Rahmen einer
Lappenoperation in den parodontalen
Defekt eingebracht
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Biowissenschaften
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Parodontaltasche -
Bakterielles Hsp60 —_ Zellulérer Stress induziert eine
(GroEL) ' erhohte Expression von Hsp60
Makrophage
MHC-Klasse-II-

Bakterielle Hsp60-reaktive T-Zellen

——— Zytokine —

Aktivierung
spezifischer
g B-Zellen ?é
Bakterielle Hsp60-spezifische Antikorper —_ k J k/

Ubergang zur systematisc/héﬁ
Gingivale GefaBe

Self-Hsp60-spezifischer
Antikorper

. — Koronararterie

Antikérperbindung

Zirkulation Endothel der Koronararterie

Hsp60-exprimierte Endothel-
zellen der Koronararterign

Reaktion zwischen Antikérper
und T-Zelle

Abb. 6-1 Molekulare Mimikry als mdgliches Bindeglied zwischen parodontaler Infektion und Athero-
sklerose. Nach dieser Hypothese werden Endothelzellen unter Stress gesetzt und exprimieren Hitze-
schockproteine. In Gegenwart einer parodontalen Infektion (P gingivalis) zeigt die Anti-P-gingivalis-
Immunantwort eine Kreuzreaktion mit dem exprimierten Hitzeschockprotein auf der Endothelzelle,
was zu endothelialer Dysfunktion und Atherosklerose fiihrt. Hsp60: Hitzeschockprotein 60. MHC:

Haupthistokompatibilitatskomplex (Major Histocompatibility Complex).

Die wichtigste pathologische Ursache fiir die koronare
Herzkrankheit ist die Atherosklerose. Die Entstehung der
Atherosklerose kann als Reaktion auf Verletzungen
angesehen werden, die durch Lipoproteine oder andere
Risikofaktoren verursacht wurden. Die Bedeutung der
Rolle von Infektionen und Entziindungen bei der Ent-
stehung und Progression der Atherosklerose wird heute
weitgehend akzeptiert. Dabei wurde iber Zusammen-
hange mit Chlamydia pneumoniae, Helicobacter pylori,
Cytomegalovirus und dentalen Infektionen, insbesondere
in Zusammenhang mit Parodontitis, berichtet.! Trotz
dieser epidemiologischen Zusammenhédnge sind die
Kausalmechanismen und deren Beziehungen unterein-
ander weiterhin unbekannt. Dennoch wurde eine Reihe
von Hypothesen postuliert: allgemeine Pradisposition,
systemische Entziindungen mit einem erhohten Spiegel
an zirkulierenden Zytokinen und Mediatoren, primare
Infektionen und immunologische Kreuzreaktivitat zwi-
schen bakteriellen und Autoantigenen (molekulare
Mimikry). Dementsprechend dringen Keime und deren
Stoffwechselprodukte in die Blutbahn ein und besiedeln
das Endothel, was zu einer endothelialen Dysfunktion,
Dysregulation des Plasmalipidprofils, Entziindungen und

24

Endothelzellverletzung

Atheromatose Plagues

Atherosklerose fiihrt. Dariiber hinaus erhoht sich durch
die Entziindung des parodontalen Gewebes die Menge
der zirkulierendem Zytokine, was eine Schédigung des
vaskuldren Endothels bewirkt und das in der Leber
synthetisierte C-reaktive Protein hochreguliert. Diese
Prozesse fiihren letztlich zur Atherosklerose (Abb. 6-1).

Pathogenese der Atherosklerose

In pathologischen Studien wurden definierte athero-
sklerotische Gefassveranderungen beschrieben.?
Endotheliale Dysfunktion: Hierzu gehoren eine erhohte
Permeabilitdt fiir Lipoproteine und andere Plasmabe-
standteile, die Hochregulation von Adhésionsmolekiilen
und die Proliferation und Migration glatter Muskelzellen
in die Intima.

Migration von Monozyten und T-Zellen in die GefaBwand:
Minimal oxidiertes Low-Density-Lipoprotein (LDL) stimu-
liert Endothelzellen zur Expression von Adh&sionsmole-
kiilen und chemotaktischen Proteinen wie monozyten-
chemotaktisches Protein 1 (MCP-1), was seinerseits zur
Rekrutierung von Monozyten und T-Zellen fiihrt.
Schaumzellbildung: Stark oxidiertes LDL bildet sich auf-
grund der Aktivitat von reaktiven Sauerstoffspezies und
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— S—
Infektionsbedingte Gesamtbelastung

Oral,
P, gingivalis

Direkte Infektion Angeborene Im-

munantwort (LPS)

Entziindung (IL-6,
TNF-a., CRP)

Molekulare
Mimikry

Atherosklerose

Abb. 6-2 Es ist ersichtlich, dass die Infektion tiber molekulare Mimikry
zu Atherosklerose fiihren kann. Diese Infektion kann die Atemwege (z. B.
C. pneumoniae), den Magen-Darm-Trakt (z. B. H. pylori) oder die Mundhdhle
(z. B. P, gingivalis) betreffen. Zusammen tragen diese Erreger zur infektions-
bedingten Gesamtbelastung bei. Diese zeigt deutliche interindividuelle
Unterschiede. Bei manchen Menschen tragen orale Infektionen zu einem
wesentlichen Teil zur Gesamtbelastung bei, bei anderen nur zu einem kleinen
Teil. IL-6: Interleukin-6. LPS: Lipopolysaccharid, TNF-o.: Tumornekrosefaktor ct.

Tabelle 6-1 Auswirkungen von P, gingivalis auf die Entwicklung
kardiovaskularer Erkrankungen

Komponente Ziel Wirkung
Lipopolysaccharid | Endothelzelle Adhésionsmolekiile T,
Chemokine
Makrophage Adhéasionsmolekiile T,
ChemokineT, inflammatorische
Zytokine T
Makrophage + Schaumzellbildung
LDL
Makrophage Matrix-Metallopeptidase
Hepatozyten CRP1 (liber Monozytenproduktion
von IL-6)
Fimbrien Endothelzelle Adhérenz und Invasion
—Adhasionsmolekiile T,
Chemokine T, inflammatorische
Zytokine T
Makrophage Adhéasionsmolekiile T,
ChemokineT, inflammatorische
Zytokine T
Makrophage Adhérenz und Invasion
—Schaumzellbildung
Endothelzelle Adhdrenz
GroEL Endothelzelle Adhdsionsmolekiile T
T-Zellen und Zytotoxizitat und Antikérper-
B-Zellen produktion
Gingipain Endothelzelle Storung der Zytokinreaktion und
Adhdsion
Thrombozyten Aggregation
Erythrozyten Hémagglutination

Lipasen. Das oxidierte aggregierte LDL wird durch Makro-
phagen phagozytiert, was zur Bildung von Schaumzellen
flinrt. Das Absterben von Schaumzellen hinterldsst eine
wachsende Masse von extrazelluldren Lipiden und Zell-
fragmenten.

Bildung von bindegewebigen Plaques:\liele Risikofaktoren
wie Homocystein und Angiotensin Il stimulieren die Migra-
tion und Proliferation von glatten Muskelzellen. Aktivierte
Makrophagen stimulieren T-Zellen mittels Interferon-y
(IFN-vy), was Makrophagen dazu anregt, Matrixmetallopro-
teinasen zu produzieren. Diese Enzyme kénnen die diinne
faserige Kapsel, die eine atheromatosen Plaque bedeckt,
zerstoren.

Bindeglied zwischen parodontaler Infektion und
atherosklerotischer Herz-Kreislauf-Erkrankung
Parodontale Infektionen von Endothelzellen wurden nicht
nur mit Gingivaentziindungen in Verbindung gebracht,
sondern konnten auch ein Bindeglied zwischen parodonta-
len Erkrankungen und atherosklerotischen Herz-Kreislauf-
Erkrankungen darstellen. Allerdings miissen die zelluldren
und molekularen Mechanismen, mit denen parodontale
Infektionen in die Entwicklung, Progression und Desta-
bilisierung von atherosklerotischen Lésionen eingreifen,
erst noch geklért werden. Mdgliche Mechanismen waren
(1) eine direkte Einwirkung von Infektionserregern auf
zellulare Komponenten der GefaBwand, (2) eine erhohte
Expression von Zytokinen, Chemokinen und zelluldren
Adhasionsmolekiilen mit dem Ergebnis einer lokalen
endothelialen Dysfunktion oder (3) eine Immunreaktion
auf Eigenproteine in der GefaBwand, vermittelt durch
molekulare Mimikry (Abb. 6-2).4
In-vivo-Untersuchungen an Parodontitispatienten haben
die Anwesenheit von parodontopathogenen Bakterien —
insbesondere Porphyromonas gingivalis — in atheroma-
tosen Plaques, erhdhte Spiegel von hochempfindlichem
C-reaktivem Protein (CRP) und Interleukin 6 (IL-6) sowie
dysregulierten Serumlipiden nachgewiesen.>® Dariiber
hinaus haben Untersuchungen an Tieren deutlich gezeigt,
dass eine Infektion mit P, gingivalis die Entwicklung von
Atherosklerose in Apolipoprotein-E-defizienten Méusen
induziert.” Bezug nehmend auf die molekulare Mimikry
wurden kreuzreaktive Antikorper und T-Zellen, Hitze-
schockproteine (Self-Hsp60) und P-gingivalis-GroEL im
peripheren Blut von Patienten mit Atherosklerose sowie
direkt in atherosklerotischen Plaques nachgewiesen. Anti-
korper konnen insofern mit Self-Hsp60 oder P-gingivalis-
GroEL auf Hsp60 in Endothelzellen reagieren, was in der
Folge eine Verletzung induziert (Tabelle 6-1).
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Obwohl die Zusammenhénge zwischen der Parodontitis
und kardiovaskuldren Erkrankungen nicht vollsténdig
aufgeklart sind, sollten die Prévention und Behandlung
von Infektionen, insbesondere chronischen Infektionen
wie Parodontitis, hohe Prioritat in der Beratung und Be-
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handlung von Patienten mit kardiovaskularen Erkrankun-
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auf die Erkrankung haben konnen.

5. Nakajima T, Honda T, Domon H, et al. Periodontitis-associated
up-regulation of systemic inflammatory mediator level may
increase the risk of coronary heart disease. J Periodontal Res
2010;45:116-122.

6. Yamazaki K, Honda T, Domon H, et al. Relationship of periodontal
infection to serum antibody levels to periodontopathic bacteria
and inflammatory markers in periodontitis patients with coronary
heart disease. Clin Exp Immunol 2007;149:445-452.

7.Lalla E, Lamster IB, Hofmann MA, et al. Oral infection with
a periodontal pathogen accelerates early atherosclerosis in
apolipoprotein E-null mice. Arterioscler Thromb Vasc Biol
2003;23:1405-1411.



10

Zehn

Regeneration von Zahngewebe als
Beispiel fur eine Orgaﬂztherapib




Biowissenschaften

Es ist zu erwarten, dass die regenerative Medizin im
21. Jahrhundert viele neue Therapiemaglichkeiten
schafft. Die Zahnentwicklung beginnt mit dem Zahn-
keim, der durch epithelial-mesenchymale Interaktionen
im Laufe der Embryogenese entsteht. Eine hoch orga-
nisierte Aggregation von Zellen verschiedener Zelllinien
bildet das Parodont, mineralisierte Gewebe und das
Pulpengewebe. Die Zahnregeneration wurde als Modell
einer Organersatztherapie entwickelt, bei der ein durch
Krankheit oder Verletzung verloren gegangenes oder be-
schédigtes Organ durch ein biotechnisch hergestelltes
Organ ersetzt werden soll.

Der aktuelle regenerative Ansatz sieht die Transplan-
tation von Stamm- oder Vorlduferzellen spezifischer
Gewebe in den Bereich des geschadigten Gewebes oder
Organs vor. Wunschziel der regenerativen Therapie ist
die biotechnische Herstellung eines voll funktionsfahi-
gen Organs.

Die Zahnentwicklung beginnt mit dem Zahnkeim, der
durch epithelial-mesenchymale Interaktionen wéhrend
der embryonalen Entwicklungsphase entsteht. Der
Zahnkeim ist eine hoch organisierte Ansammlung von
Zellen verschiedener Zelltypen, die spéter das Parodont,
die mineralisierten Zahngewebe und die Pulpa bilden.
Die aktuelle Strategie der Zahnregeneration zielt auf die
biotechnische Herstellung eines Zahnkeims aus unrei-
fen Epithel- und Mesenchymzellen ab, die aus einem
sich entwickelnden Zahnkeim isoliert wurden. Wenn die
Regeneration ganzer Zéhne Realitat werden soll, miis-
sen noch zahlreiche Teilverfahren entwickelt werden. So
sind die Prozessierung von Zellen zur Wiederherstellung
des Zahnkeims, die Identifizierung von Zellkulturen, die
den Zahnkeim rekonstituieren konnen, und eine Tech-
nologie zur Beeinflussung von ZahngréBe und -mor-
phologie notwendig.

Das Organkeimverfahren: Entwicklung eines

neuartigen dreidimensionalen Verfahrens zur

biotechnischen Herstellung von Zahnkeimen

Es wurde ein dreidimensionales Einzelzellverfahren zur
biotechnischen Herstellung von Zahnkeimen entwick-
elt. Dieses Verfahren erhielt den Namen »Organkeim-
verfahren«. Es handelt sich um den ersten Schritt auf
dem Weg zur regenerativen Dentaltherapie (Abb. 10-1
und 10-2). Biotechnisch wurde ein Zahnkeim mit dis-
soziierten Epithel- und Mesenchymzellen mit korrekter
Kompartimentierung bei hoher Zelldichte in einem
Kollagengel hergestellt. Dieser Zahnkeim konnte nach
Transplantation in eine subrenale Kapsel (Abb. 10-3) mit

40

Abb. 10-1 Entwicklungsschritte der dreidimensionalen Prozessierung von
Zellen (Organkeimverfahren) zur biotechnologischen Herstellung von Zahnkeimen.
Epitheliale und mesenchymale Gewebe wurden aus Schneidezahnkeimen
von ED14.5-Méauseembryos gewonnen und vollstdndig zu Epithel- bzw.
Mesenchymzellen dissoziiert.

Epithelgewebe Epithelzellen
. L

sy

Schneidezahnkeim

LR s R M

Mesenchymale

Mesenchymzellen

Gewebe
(ibaieitny Transplantation

- -

Regenerierter Zahn

v
Regenerierter
Alveolarknochen
Histologie

BlutgefaBe Pulpa

Schmelz  pentin

Abb. 10-3 Entwicklung eines biotechnologisch hergestellten Zahnkeims in
vivo nach Transplantation in eine subrenale Kapsel. Der Zahnkeim wurde
mehrere Tage lang in einer Organkultur inkubiert und in eine subrenale
Kapsel transplantiert, wo er 14 Tage lang verblieb. Die Darstellung zeigt den
biotechnologisch hergestellten Zahn mit korrekter Zahnstruktur und den Al-
veolarknochen 14 Tage nach der Transplantation in die subrenale Kapsel.

Odontoblasten
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Abb. 10-2 Epithel- und Mesenchymzellen mit hoher Zelldichte wurden nach-
einander in Kollagengel injiziert. Der Zahnkeim wurde mittels Epithel- und
Mesenchymzellen mit korrekter Kompartimentierung bei hoher Zelldichte
biotechnologisch rekonstituiert.
Injektion von Zellen in
Kollagengel

Biotechnologische Rekon-
struktion des Zahnkeims

Epithelzellen

Zahnkeim in einer Organkultur

Schneidezéhne und Molaren

Abb. 10-4 Entwicklung biotechnologisch hergestellter Schneidezahn- und
Molarenkeime in vitro in einer Organkultur. Die Zahnkeime verblieben
14 Tage lang in der Organkultur. Aus den entsprechenden Zahnkeimen bilde-
ten sich Schneidezahne bzw. Molaren.

hoher Frequenz einen korrekt strukturierten Zahn re-
generieren. Ein solcher Zahn konnte aber auch in einer
In vitro-Organkultur aus einem biotechnisch her-
gestellten Zahnkeim (Abb. 10-4) regeneriert werden.

Analyse der Regeneration biotechnisch
hergestellter Zahnkeime in der Mundhéohle

Der biotechnisch hergestellte Zahnkeim wurde meh-
rere Tage lang in einer Organkultur inkubiert und an-
schlieBend erfolgreich in eine Zahnliicke im oberen
Alveolenknochen einer erwachsenen Maus transplanti-
ert. Der biotechnisch hergestellte Zahnkeim eruptierte
in einem adulten oralen Milieu in Okklusion mit der
Gegenzahnreihe (Abb. 10-5). Dies ist ein Modell flr

Mesenchymzellen

Abb. 10-5 Eruption und Okklusion eines biotechnologisch hergestellten
Zahns. Der rekonstituierte Zahnkeim wurde fiir mehrere Tage in einer
In-vitro-Organkultur kultiviert und zu einem Zahnkeim ausgeformt. Der
Zahnkeim wurde isoliert und bei einer erwachsenen Maus erfolgreich in
eine Schaltliicke in den oberen Alveolenknochen transplantiert. Der biotech-
nologisch hergestellte Zahn eruptierte und erreichte die Okklusion mit dem
ersten Molaren der Gegenzahnreihe 49 Tage nach der Transplantation.

Biotechnologisch herg-
estellter Zahn, mit griin
fluoreszierendem Protein
markiert

Einzelner biotech-
nologisch hergestellter
Zahnkeim

b
L.

Eruption des biotechnologisch Okklusion eines natirlichen Zahns mit
hergestellten Zahnes dem biotechnologisch hergestellten Zahn

Tag 16

Ny
Tag 37 W
Tag 49 m

eine regenerative Dentaltherapie. Die mineralisierten
Gewebe des biotechnologisch hergestellten Zahns hat-
ten die richtige Struktur und Héarte, um Kaukréaften zu
widerstehen. Der Zahn reagierte genau wie die anderen
Gewebe der Mundhohle auf Reize wie mechanische
Belastung oder Schmerz. Diese Ergebnisse stellen einen
erheblichen Fortschritt dar und zeigen das Zukunftspo-
tenzial regenerativer Therapien zum Ersatz verlorener
Zéhne.

Dariiber hinaus wurde gemeinsam mit anderen zahn-
medizinischen Forschungseinrichtungen eine Mach-
barkeitsstudie zur Realisierung regenerativer Dental-
therapien durchgefiihrt. Weitere Untersuchungen zur
Identifizierung von Zellkulturen aus adultem Gewebe
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werden dazu beitragen, regenerative Therapien fir
fehlende Z&hne zu realisieren. Dies kann der Rekonsti-
tution eines biotechnologisch hergestellten Zahnkeims,
Initiationssignalen der Zahnentwicklung, der Regenera-
tion des Parodonts und der Zahnwurzel dienen. Diese
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