KNOCHENMARK

Ein gravierendes Problem der Implantologie ist, wenn Knochen-

verlust zu beklagen ist. Zur Regeneration konnen konzentriertes

Knochenmark oder bovines Knochenersatzmaterial verwendet

werden.
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Nicht nur Trauma und Tumorerkrankun-
gen konnen zu einem Defizit an Knochen-
substanz fiihren, sondern auch der Verlust
von Zédhnen fiihrt zu einer beschleunigten
Resorption des Alveolarkammes. Dies be-
deutet ein geringeres Angebot an vertikalem
und horizontalem Knochen fiir eine Implan-
tation. Tumorerkrankungen und Zahnlosig-
keit sind Probleme, die sich in naher Zukunft
mit der zunehmenden ,Veralterung® der Ge-
sellschaft verstarken werden. Um Knochen-
defekte zu rekonstruieren, gilt noch heute als
Materialder Wahlderautologe Knochenvom
Beckenkamm.*5
Vielen Vorteilen, besonders fehlende Im-
munreaktionen, stehen eine ganze Anzahl
an Nachteilen gegeniiber: begrenzte Menge
des fiir die Augmentation bendtigten Mate-
rials, der unverzichtbare zuséatzliche chirur-
gische Eingriff mit der damit verbundenen
Narkose und Morbiditétder Spenderregion.-®
Als regenerative Medizin bezeichnet man
Verfahren, mit denen man die Nachteile der
autologen Transplantatentnahme minimie-
ren oder umgehen méchte. Die regenerative
Medizin hatin den vergangenen zehn Jahren
grofRe Fortschritte gemacht. In der Zeit zwi-
schen 1995 und 2002 wurde fast ausschlieR-
lich Grundlagenforschung betrieben. Dieser
Zeitraum wird von Chris Mason, einem bri-
tischen Stammzellforscher, als das Zeitalter
der regenerativen Medizin 1.0 beschrieben.?
Die Bezeichnung1.0istder Nomenklaturvon
Computerprogrammen entliehen, die sich in
standigem Wandel befinden. In den Jahren
2002 bis 2006 erfolgte der Ubergang von der
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Grundlagenforschung in die Praxis. Erste
Konzepte wurden einer klinischen Priifung
unterzogen.®Indieser Euphorie wurden et-
liche Unternehmen gegriindet und an der

litatskontrollen, hohe Fixkosten durch Per-
sonal und Material waren Griinde fiir Insol-
venzen. Chris Mason nennt die Zeit ab dem
Jahr 2006 das Zeitalter der regenerativen
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Abb. 1: Knochenneubildung pro Zeit im Augmentat. Die vertikale Achse ist logarithmisch skaliert. Sechs Daten-
punkte wurden von jedem Sinus ,gejittert", d. h. etwas versetzt, dargestellt, damit iiberlappende Werte besser
erkanntwerden. Die Linie zeigt die in der Mixed-Model-Analyse gefundene Steigung, die auf der Testseite 49 %
(95 %-Konfidenzintervall: 6 % bis 84 %) schneller als auf der Kontrollseite war (p = 0,027).

Borse notiert. Die Ergebnisse waren durch-
wachsen: Neben Schwierigkeiten bei der In-
tegration und Erndhrung groflvolumiger, ge-
ziichteter Transplantate stellte der hohe lo-
gistische und finanzielle Aufwand ein er-
hebliches Problem fiir die junge Branche
der Biotechnologieunternehmen dar. Stren-
ge gesetzliche Auflagen, engmaschige Qua-

Medizin 2.0, weil sich seitdem klare wirt-
schaftliche Perspektiven abzeichneten.” Die
Industrie fasst wieder Fufl und investiert er-
neut in die klinische Anwendung von Tech-
nologien, die in der Grundlagenforschung
entstanden sind. Neue Biomaterialien und
Zelltypen wurden getestet und die Verfahren
kostengiinstiger und praktikabler gestaltet.
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Abb. 2: Knochenmarkaspirat in der groRen Kammer. — Abb. 3: Das Aufbereitungsgerat. — Abb. 4: Zentrifugationsgefaft und Thrombinzylinder im blauen Gegengewicht. —
Abb. 5:In der weiflen Zwischenschicht, die sich nach der Zentrifugation in der kleinen Kammer des Aufbereitungshehilters zeigt, befinden sich die MSCs und Thrombozyten.

StudienUbersicht

In der vorliegenden Ubersicht werden In-
vivo-Arbeiten vorgestellt, in denen iiberpriift
wurde, ob eine Kombination von bovinem Bio-
material (Abkiirzung: BBM, Bio-Oss, Geistlich,
Wolhusen, CH) mit mesenchymalen Stamm-
zellen aus dem Knochenmark (MSCs) ein im
wie schon genannten Sinne praktikables Er-
satzverfahren ist. Mesenchymale Stammzel-
len sind im Rahmen der desmalen Osteoge-
nese an der Knochenneubildung beteiligt. Da-
bei erfolgt die Knochenneubildungohne knor-
pelige Vorstufe direkt aus Stammzellen des
embryonalen Bindegewebes (Mesenchym).
Im Gegensatz zu Osteoblasten sind mesen-
chymale Stammzellen (MSCs) wenigeranfallig
gegeniiber niedrigen Sauerstoffpartialdrii-
cken.’ Wie bei der Frakturheilung wandern
Stammzellen oder Progenitorzellen aus dem

umgebenden vitalen Knochen zu den nicht

Volumen Rechts

Gelb—Linker Sinus
Blau—Rechter Sinus

Griin—Linkes Transplantat
Rot—Rechtes Transplantat

Sinus Volumen (ml)

Augmentat Volumen (ml)

Histologie

Dunkel-Magenta—Neuer Knochen ;
Hell-Magenta—Biomaterial
Blau—Markraum
Paraosanlin—Azur ll-Farbung

Neuer Knochen (%) 113 13

Biomaterial (%) 25.4 32.9

Markraum (%) 63.2 54.1
Tabelle1
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vitalen Knochentransplantaten. Dort lassen
sie sich nieder, proliferieren, differenzieren
in Osteoblasten und bilden neues Knochen-
gewebe. Die zelluldren Elemente enthalten
Wachstumsfaktoren, die eine starke osteo-
genetische Potenz besitzen.B Osteogenetische
Potenz bedeutet, dass die Faktoren Osteo-
blasten zur Bildung von neuem Knochen sti-
mulieren kdnnen. Wachstumsfaktoren sind
auchinderKnochenmatrix enthalten und wer-
den durch Osteoklasten im Rahmen der Ab-
und Umbauvorgange freigelegt. Die Kombina-
tion aus einem osteokonduktiven Biomaterial
mit Progenitorzellen aus dem Knochenmark
kann die lokale Konzentration an Osteopro-
genitorzellen verbessern, die in der Lage sind,
in Osteoblasten zu differenzieren.

Wissenschaftliche Vergleiche

In der praklinischen Phase des Projektes
wurde bei Schafen der Oberkiefer mit der Si-
nuslifttechnik augmentiert. Dabei wurde die
Kombination vom BBM und MSCs in ,Cross-
Over"-Studien einmal mit autologer Becken-
spongiosa (AB) und einmal mit BBM alleine
verglichen. Die BBM-MSC-Kombination war
der AB mit einer besseren Volumenstabilitat
bei vergleichbarer Knochenneubildung iiber-
legen.s Eine dem autologen Knochentrans-
plantat vergleichbare Knochenneubildung ist
bei der Verwendung von Biomaterial alleine
nichtzu erwarten.’s Ubereinstimmend mitden
hiervorgelegten Ergebnissenfanden Jaquiéry
et al. Hinweise auf osteoinduktive Eigen-
schaften von BBM und MSCs, als die Kon-
strukte subkutan in Mause implementiert
wurden.” Im Vergleich zu BBM alleine konnte
bei der BBM-MSC-Kombination 49 % mehr
Knochenneubildung in der gleichen Zeit-
spanne beobachtet werden (Abb.1).® Auch bei
einer Studie mit Minischweinen fanden Pieri
et al. bei den Fluorohydroxyapatit-Geriisten
mit MSCs nach drei Monaten 24 % mehr neu

gebildeten Knochen und 17 % mehr Knochen-
Implantat-Kontakt als bei jenen Geriisten,
die ohne MSCs getestet wurden. Im Tier-
versuch und bei der humanen Pilotstudie
wurde das sogenannte FICOLL-Verfahren, ein
chemischer Dichtegradient, zur Anreicherung
der Zellen verwendet. Der Nachteil dieser
Methode ist die Abhéngigkeit des Verfahrens
von einem Zelllabor. Dieser Umstand bedeu-
tet fiir eine breite klinische Anwendung ho-
he logistische und rechtliche Hiirden. Daher
wurde nach einer ,Chairside”-Methode ge-
sucht, die direkt im Operationssaal ange-
wendet werden kann. Die Konzentrierung
von Knochenmarkaspirat mit dem BMAC-Ver-
fahren (Bone Marrow Aspirate Concentrate,
Harvest Technologies Corporation, Plymouth,
MA, USA) hat sich dabei als praktikabel er-
wiesen (Abb. 2-5).2° Die BMAC-BBM-Kombi-
nation war der FICOLL-Methode gleichwertig
bei der Knochenneubildung im augmentier-
ten humanen Sinus.? Im konzentrierten Kno-
chenmarkaspirat (BMAC, Bone Marrow Aspi-
rat Concentrat) liegen auch Thrombozyten
vor. Diese enthalten Wachstumsfaktoren wie
VEGF (Vasoendothelialer Wachstumsfaktor)
und PDGF (Plateletderived Wachstumsfak-
tor).¥ Die Thrombozyten setzen diese Fakto-
ren besonders beim Koagulationsprozess frei.
Daher ist bei der Anwendung von BMAC auf
eine gute Gerinnung zu achten, die durch Zu-
gabe von Thrombin erreicht werden kann. Das
Thrombin kann, wie hierin derklinischen An-
wendung geschehen, als autologes Material
aus vendsem Blut hergestellt werden. Dieser
Vorgang kann zeitgleich mit dem Konzentrie-
rungsprozess des Knochenmarkes erfolgen,
sodass die OP-Zeit nicht verléngert wird. Das
Koagel stabilisiert zusatzlich das Biomaterial
und verleiht ihm eine anwenderfreundliche
Konsistenz. In den vorliegenden Tierversu-
chenundinderFICOLL-Gruppeder Pilotstudie
wurde die Thrombinkomponente des Fibrin-
klebers Tissue Col (Baxter, Heidelberg) zur Fi-
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Abb. 6: ,Initial Area under Curve® nach sechzig Sekunden steht fiir den Grad der Vaskularisation im Transplantat. Die Gefdbildung nimmt in beiden Kieferhohlen
kontinuierlich zu.,, Total Brain® stehtfiir die Werte im gesamten Kopfbereich. Das Abflachen der Kurve bedeutet, dass dortim Gegensatz zu dem augmentierten Bereich
dieVaskularisationgleichbleibt.—Abb.7:ktrans“zu ktrans“isteine komplexe mathematische Funktion von Blutfluss, GefaRoberfldche und -permeabilitéat. Die Werte
steigen in dem MaR, in dem neue, unreife GeféRe gebildet werden. Das Ansteigen und Abflachen der Werte im Bereich des gesamten Kopfes (total brain) sind mit
der postoperativen Umorganisation der Weichgewebe zu vereinbaren.— Abb. 8:,,ve” stellt das Kontrastmittelvolumen im extrazelluldren und extravasalen Raum dar.
Das Ansteigen der Kurven deutet auf eine verbesserte Blutversorgung im eingebrachten Biomaterial hin.

xierung der Zellen auf dem Biomaterial ver-
wendet. Die kommerzielle Thrombinkompo-
nente fiihrt zu einer festeren Konsistenz des
Zellkonzentrat-Biomaterial-Gemisches als bei
der Verwendung von autologem Thrombin,
das mitdem Thrombin-Kit aus dem BMAC-Set
(HarvestTechnologies Corporation, Plymouth,
MA, USA) gewonnen wurde. Durch die feste
Konsistenz, welche die Tissue Col-Thrombin-
komponente verursachte, konnten die Bio-
materialpartikel in der FICOLL-Gruppe nicht
so dicht gepackt werden wie in der BMAC-
Gruppe. Dies zeigt sich auch in der histomor-
phometrischen Auswertung.2:

Hier wurde in der BMAC-Gruppe signifikant
(p = 0,019) 12,2 % (90 %-Konfidenzintervall:
4,32 % bis 20 %) mehr Biomaterial und signi-
fikant (p=0,01) 17,4 % (90 %-Konfidenzinter-
vall: -272% bis 748 %) weniger Bindege-
websraum als in der FICOLL-Gruppe bei &hn-
licher Knochenneubildung gefunden. Diese
ist ebenfalls vergleichbar mit der Knochen-
neubildung, die in den Tierversuchen mit der
FICOLL-Methode erreicht wurde.>*® Ein aus
neu gebildetem Knochen und Biomaterial zu-
sammengesetzter héherer Hartgewebsanteil
in der BMAC-Gruppe bedeutet, dass unter
Anwendung der autologen Thrombinkompo-
nenteeinkompakterer Knochenaufbauerzielt
werden kann.

In einer randomisierten, kontrollierten Stu-
die im ,,Cross-Over-Design“ wurde bei zwdlf
Patienten/-innen eine beidseitige Sinusho-
denaugmentation durchgefiihrt.?2 Auf der ei-
nen Seite wurde BMAC-BBM und auf der an-
deren Seite AB-BBM verwendet. Dabei zeigte
sich nach 3,8 ( 0,2) Monaten auf der BMAC-
BBM-Seite mit 177% (+73%) signifikant
(p=0,01) mehrneuerKnochen als aufder AB-
BBM-Seite (12,2 % = 6,6 %). In einer weiteren
partiellen Cross-Over-Studie an 45 stark atro-
phierten Sinus wurde auf der BMAC-BBM-

Seite mit 12,6 % (+1,7%) eine vergleich-
bare Knochenneubildung wie auf der AB-
BBM-Seite (14,3% *1,8%) gefunden. Auf
der BMAC-BBM-Seite wurde ein signifikant
(p<0,0001) hoherer Biomaterialanteil ge-
funden.s Wie im vorangegangenen Tierver-
such war die Volumenpersistenz auf BMAC-
BBM-Seite signifikant besser (p=0,02). In ei-
ner Fallstudie bei einer Patientin mit kom-
promittierter Knochenheilung wurde BMAC
dem autologen Knochen zugesetzt, um das
Regenerationspotenzial bei der Unterkiefer-
rekonstruktion positiv zu beeinflussen.s In
derOnkologie wird das dynamische kontrast-
mittelverstarkte MRT (DCE-MRI) zum Moni-
toring der Tumorangiogenese in der Thera-
pieliberwachung eingesetzt. Es konnte an ei-
ner Patientin mit dem DCE-MRI repetitiv und
noninvasiv die Integration von Biomateria-
lienim Verlauf der Zeit beurteilt werden, d. h.
11,25, 53 und 104 Tage nach dem Sinuslift.> Es
war maglich, die Daten fiir jede Oberkiefer-
seite und jeden Zeitpunktgetrennt zu bestim-
men. Bei der Insertion dentaler Implantate
drei Monate nach der Augmentation wurden
Biopsien entnommen, die histomorphome-
trisch ausgewertet wurden. Hohe DCE-Para-
meter fiir Vaskularisation des Augmentates
gingen mit einer hohen Knochenneubildung
inden Biopsien einher (Abb. 6—8 und Tab.1).

Die Punktion des Knochenmarkes ist im
Rahmen von kieferchirurgischen Operatio-
nen durchfiihrbar. Die Aspiration von Kno-
chenmark ist eine einfache Methode zur Ge-
winnung von mononukledren Zellen, darun-
ter auch mesenchymalen Stammzellen. Diese
kénnen mitdem BMAC-Verfahren einfach und
ohne Zelllabor ,.chairside®, das bedeutet im
OP, fiinffach konzentriert werden. Autologes

Thrombin kann ebenfalls ,chairside” aus ve-
nosem Blut aufbereitet werden. Das mit me-
senchymalen Stammzellen vitalisierte Bio-
material kann vom Operateur in gewohnter
Weise, d.h. wie autologer Knochen, im Sinus-
lift verarbeitet werden. Die Knochenneubil-
dungistbeiderVerwendungvon konzentrier-
tem Knochenmark in Kombination mit Bioma-
terial vergleichbar mit der in Transplantaten
aus autologem Knochen und Biomaterial.
Sie ist schneller als bei der Verwendung von
Biomaterialalleine.Dabeim BMAC-Verfahren
kein autologer Knochen verwendet wird,
findet im Augmentat auch keine Resorption
statt,waszueinerbesseren Volumenstabilitat
fiihrt. Stammzellen aus konzentriertem Kno-
chenmark kdnnen auch fiir die rekonstruktive
Chirurgie eingesetzt werden. Fiir eine Aus-
weitung der Indikation sind weitere Studien
notwendig. Das mit dynamischen Kontrast-
mittel verstarkte MRT (DCR-MRI) ist
zur klinischen, repetitiven Untersu-
chung von Biomaterialien im Pa-
tienten geeignet.
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