STAMMZELLEN

Bis zum Anfang der 1980er-Jahre herrschte in der Medizin

und den Biowissenschaften die gangige Lehrmeinung, dass

einzelnehochspezialisierte Zellen, wie z. B. Herzmuskel- oder

Nervenzellen, nach ihrem durch duBBere Einflisse bedingtem

Absterben nicht mehr ersetzt werden konnen. Mit der Ent-

deckung der adulten Stammzellen und der fortschreitenden

Erforschung ihres Verhaltens musste diese Ansicht jedoch

weitestgehend aufgegeben werden, nachdem bekannt wur-

de, dass durchaus spezialisierte somatische Zellen in einem

gewissen Umfang neu angelegt werden kénnen.

Stammzellen in der Zahnheilkunde —

Zum ,, 1 Issue

der echten 3. Zahne

Eineweitere wichtige Grundlage fiirkiinf-
tige Moglichkeiten des Tissue Engineerings
(TE) stellt die Erforschung der Gewebe- und
Organregeneration bei bestimmten Tierar-
ten dar. So ist z.B. von einigen Amphibien
bekannt, dass sie beim traumatischen Ver-
lustihrer Extremitaten diese vollstdndig und
ohne Narbenbildung regenerieren kénnen.
Die Séugetiere haben im Laufe der Evolution
diese Fahigkeit verloren. Lediglich Hirsche
sind in der Lage, jahrlich ihr Geweih neu zu
bilden. Aberauch die Untersuchung iiber die
Ursache des kontinuierlichen Zahnwachs-
tums der Frontzéhne von Nagern und derals
JWaffen” bezeichneten Eckzahne der Wild-
schweine mogen inder Lage sein, unser Wis-
sen auf dem Wege zum TE zu erweitern. Die
Biindelung der neueren Erkenntnisse aus
diesen Forschungsgebieten hat die Maglich-
keiten des Tissue Engineerings erheblich er-
weitert.

Fiir die zahnmedizinische Forschung dréngt
sich daherdie Frage auf, ob die Regeneration
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echter Zéhne der ,;3. Generation” eine zu-
kiinfte Alternative zu der Insertion von Im-
plantaten darstellen kénnte. Im Folgenden
soll daher ein kurzer Uberblick iiber die
Stammzellforschung,ihre Méglichkeitenund
gegenwdrtige Grenzen im Hinblick auf die
»Dritten“gegeben werden. Aufgrund dervor-
gegebenen Lange dieses Beitrags sind dabei
komplexe molekularbiologische Zusammen-
hdnge zum besseren Verstandnis stark ver-
einfacht und nicht erschopfend dargestellt
worden.

Einige Grundlagen

In jedem Organismus sterben standig Zellen
durch Verletzungen, Blutungen oder auf-
grund des programmierten Zelltodes, der
Apotose, oder aus vielen anderen Griinden
ab. Diese miissen ersetzt werden. Erwach-
sene Menschen produzieren daher in jeder
Sekunde ca. 50 Millionen neue Zellen. Die
Basis dieser Erneuerung bilden die adulten

~ngineering”

Stammzellen deserwachsenen Individuums,
da vollstandig ausdifferenzierte Zellen nicht
mehr oder nur in sehr geringem Mafie zur
Zellteilung befahigt sind (Abb. 1).

Stammzellen (SZ) sind daher undifferen-
zierte Zellen, die keinem endgiiltigen Zell-
typ angehdren. Nach der heutigen Auffas-
sung miissen Stammzellen definitorisch
zwei Funktionen erfiillen. Sie miissen sich
selbst durch unbegrenzte Zellteilung erneu-
ern und Tochterzellen hervorbringen kdn-
nen, die dann zu bestimmten Zelltypen dif-
ferenzieren. Es werden embryonale von
adulten Stammzellen unterschieden. Das
Differenzierungsverhalten der Tochterzel-
len wird mit verschiedenen Termini ihrer
Potenz beschrieben. Das grofite Differen-
zierungspotenzial haben die embryonalen
Stammzellen.Hierwerdenzweiunterschied-
liche Stammzelltypen unterschieden. Die
Nachfolgezellen der befruchteten Eizelle
bis zum Achtzellenstadium werden als toti-
potent bezeichnet, da sich aus ihnen nicht
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STAMMZELLEN

Teilung

Differenzierung

Abb. 1: Schaubild des Proliferations- und Differenzierungsverhaltens von Zellen. Proliferation und Differenzierung zeigen gegenléufiges Verhalten. Nur nicht oder wenig

differenzierte Zellen kdnnen sich schnell teilen.

nur alle Zelltypen des Embryos, sondern
auch die Zellen der Plazenta und der Na-
belschnur ableiten. Aus jeder dieser Zellen
kann ein vollstdndiger Embryo generiert
werden. Die eigentlichen embryonalen
Stammzellen liegen im Inneren der Keim-
blase. Da ihr Differenzierungsverhalten be-
reits eingeschrankt ist, werden sie pluri-
potentgenannt. Sie kénnen aber alle Zellen
aller Keimblatter, also die des Ekto-, Ento-
und Mesoderms, bilden. Die multipotenten
Stammzellen kdnnen alle Zelltypen eines
Keimblattes hervorbringen. Beispielsweise
kénnen mesenchymale Stammzellen Kno-
chen-, Knorpel-, Muskel- und Fettzellen bil-
den.Unipotente SZkénnennureinen
Zelltyp hervorbringen.

Wege und Methoden
zum Tissue Engineering des
Zahnes

Fiir das Bioengineering eines Zahnkeimes
miissen Kenntnisse iiber den Ablauf der
Zahnentwicklung, der Beteiligung welcher
Keimblatter, welcher Stammzellen, der Ak-
tivierung welcher Gene in welcher Reihen-
folge und in welchem Milieu diese Prozesse
ablaufen, bekannt sein. Wir wissen bereits,
dasssich die Zahne aus dem Zusammenspiel
von Ektoderm und Mesenchym aus der Zahn-
leiste, einer bogenformigen ektodermalen
Epithelverdickung unter dem embryonalen
Mundhéhlenepithel, bilden. Ferner sind die
Zielzellen bekannt, die den Zahn aufbauen.
Die Ameloblasten bilden den Schmelz, die
Odontoblasten das Dentin und die Zemen-
toblasten den Zement. Die Pulpa besteht aus
mesenchym-ahnlichem Bindegewebe und
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Abb. 2: Gewebeteilchen,
aus dem Zellen fiir eine Zellkultur
auswachsen.

enthalt Fibrozyten, Endothelzellen und Ner-
venzellen. Gefunden werden miissen dazu
allerdings noch die zugehorigen Stammzel-
len und der Bauplan mithilfe der dazu not-
wendigen Erkenntnisse auf zelluldrer und
molekularer Ebene. Einige grundlegenden
Methoden sollen in den folgenden Abschnit-
ten kurzerwahnt werden.

Bestimmung und Isolierung von
Stammzellen

Die Isolierung und Bestimmung von Stamm-
zellen aus zu untersuchenden Gewebetypen
wird iiblicherweise durch Anziichtung der
Gewebezellen in Zellkulturen

vorgenommen (Abb. 2).
Diese Zellkulturen be-

herbergen viele verschiedene Zelltypen
und sind Mischkulturen. AnschlieRend kon-
nen die verschiedenen Zelltypen gezéhlt und
separiert werden, um herauszufinden, wel-
che und wie viele Zellen einer zu bestim-
menden Stammzelllinie in der Kultur vor-
handen sind. Die Zellseparierung wird mit
der Durchflusszytometrie vorgenommen.
Hier gibt es zwei verschiedene Méglichkei-
ten. Die géngigste Methode stellt die fluo-
reszenzaktivierte Analyse dar, die soge-
nannte FACS Methode (FACS = Fluores-
cence Activated Cell Sorting). Stammzellen
weisen an ihren Oberflichen stammzell-
spezifische Rezeptoren oder andere Ober-
flachenproteine auf, mitderen Hilfe sie cha-
rakterisiert werden kénnen. Wird nun ein an
diesen Rezeptor bindender Antikorper mit
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einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt, so markiert es die Zelle farb-
lich. Sie kann dann mithilfe des FACS-Gerdtes aussortiert werden.
Die Sortierung kann auch auf magnetischem Wege (MACS) erfolgen,
wenn statt des Fluoreszenzfarbstoffes ein magnetisches Partikel-
chen an den Antikdrper gekoppelt wird.

Im Rahmen einer in unserer Abteilung durchgefiihrten Disserta-
tion (A. M. Giimmer, 2011) lieRen sich in der Pulpa von Zahnkeimen
ektodermale und mesenchymale Stammzellen nachweisen. In Ab-

RKI-konforme
W hygi
bildung 3 sind mesenchymale Stammzellen dargestellt, die mit asse r yg Iene
dem Stro-1-Antikérper und einem griin fluoreszierenden Farbstoff

Validiert. Garantiert.
Die Genexpression und Nachweis der Multipotenz .
Rechtssicher.

Die Genaktivitatin Zellen so auch in Stammzellen kann mithilfe der
PCR-Methode sowohl qualitativ als auch quantitativgemessen wer-
den. Die géngige Methode dafiir ist die RT-PCR (real time-PCR). Mit

dieser Methode l4sst sich auch iiber bestimmte Zwischenschritte die GroBes Gewinnspiel*
Expression der mRNA nachweisen und somit darstellen, welche Pro- mit Verlosung auf der
teine die Zelle gerade produziert. Allerdings muss dabei beriicksich- id mitte in Frankfurt!
tigt werden, dass die Hohe der mRNA Expression nicht immer und Wir verlosen

unbedingtmitfier Hohe (.jer Proteinsyn'the:se gleichzusetzen ist. DENTAL AUTO 1 BLUE SAFETY

Um r.laChZUW'EISEH, ob dle.nach I':ACS |sol.|erten Stammzeller-l auch DENTAL AUTO-Anlage
multlpotentsmd,werdfen sienunin verschledfenen KPlturmedlen e.r- im Wert von 24.000 €
neut angeziichtet. In einem osteogenen Medium miissten dann die S

Tochterzellen in Richtung Knochenzellen, also Osteoblasten, diffe- 2.Preis: 1Pad 3
renzieren. 3. Preis: 1 iPod
Reife Osteoblasten exprimieren die mRNA des Knochenzellenmar-
kers Osteokalcin und synthetisieren auch das Protein Osteokalcin.
Die mRNA lasst sich dann mit der RT-PCR und das Protein miteinem
ELISA-Test quantitativ nachweisen. In einem adipogenen Medium
kénnen Stro-1-positive mesenchymale Stammzellen Fettzellen ge-
nerieren. Hier liefde sich dann z.B. der Fettzellenmarker PPA~y nach-
weisen. Werden die Fettzellen dhnlich wie Gewebeschnitte fixiert,
kénnen sie auch mit einer histologischen Farbemethode (Ol-Rot-0-
Farbung) nachgewiesen werden.

Wo stehen wir und wo wollen wir hin —erste Ergebnisse
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*Gewinnspielkarten und Teilnahmebedingungen nur am

Werden die wesentlichen Ergebnisse der jiingsten Veréffentlichun-
gen zum Bioengineering von Zéhnen zusammengefasst, so ldsst sich
feststellen, dass der Weg bereits ein gutes Stiick beschritten ist, aber
das Ziel noch langst nicht erreicht ist. So konnten Ikeda et al. (2009)
einzelne epitheliale und mesenchymale Zellen aus einem Zahnkeim
eines14 Tage alten Mausembryosisolieren und anschliefiend fiir fiinf
bis sieben Tage auf einem Kollagengel kultivieren. Das sich aus den
Zellen gebildete Konstrukt wurde dann in leere Alveolen acht Wo- Besuchen Sie BLUE SAFETY auf den
chen zuvor gezogener Zahne erwachsener Mause implantiert. Nach

. ) . deutschlandweiten Fachmessen
36,7+5,5 Tagen wurden die Zahndurchbriiche beobachtet. Die im Mo-

larenbereich des Kiefers durchgebrochenen Zihne sahen aber nicht 5d3' BzyaiSCh:’ Zaz':)nigzztg%g'HMﬁni\Zegr 18&'28(;120'2012' Stand A9

. L . . id sid, Minchen, 20.10. , Halle A6, Stan
wie Molarer), s.ondern eher wie die Mausp'ramolaren aus. Sie waren id west, Diisseldorf, 26.-27.10. 2012, Halle 82, Stand F12
aber sonst in ihrem Aufbau und mechanischem Verhalten echten 2. Essener Implantologietage, ATLANTIC Congress Hotel Essen, 2.-3.11.2012
Zihnen gleich. Einen dhnlichen Versuch fiihrten Oshima et al. (2011) id mitte, Frankfurt a. M, 09.-10.11.2012, Halle 5.0, Stand E50
durch. Sie kultivierten die Zellen einer embryonalen Zahnanlage von GERL Hausmesse, KGln, 14.11.2012

Mé&usen nach Keimbléttern getrennt auf einem Kollagentrager und
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STAMMZELLEN

implantierten sie anschliefend in die Nie-
renkapsel erwachsener Tiere. Nach 60 Ta-
gen entstanden mineralisierte, zahnahnli-
che Gebilde.

Diese zunéchst faszinierenden Ergebnisse
lassen beziiglich ihres klinischen Nutzens
und der Anwendung am Menschen aber
eine schwerwiegende Hiirde aufler Acht.
Hier wurden pluripotente embryonale Zel-
len verwandt, um in erwachsenen Indivi-
duen Zahne zu generieren. Embryonale
Zellen werden uns nach der heutigen Ge-
setzeslage und mit Wahrscheinlichkeit auch
zukiinftig fiir das Bioengineering der Z&h-
ne nicht zur Verfiigung stehen. Wir werden
daher nur auf multipotente adulte Stamm-
zellen zuriickgreifen kénnen. Um Absto-
RBungsreaktionen zu vermeiden, miissen
Zellspender und Zahnkeimempfanger iden-
tisch sein. Ferner miissen alle beteiligten
Stammzellen bekannt sein. Sonoyama und
Mitarbeiten (2006) konnten verschiedene
Stammzelltypen im Gewebe des Wurzel-
apex unter anderen auch Stro-1-positive
mesenchymale Stammzellen nachweisen,
diewirineigenen Untersuchungauchinder
Zahnkeimpulpafanden. Hier konnten ferner
auch Nervenstammzellen gefunden werden.
Sind alle beteiligten Stammzellen bekannt,
so ergibt sich eine weitere Schwierigkeit.
Woher sollen beispielsweise die wichtigen
Stro-1-positiven Stammzellen wissen, ob
sie nun Osteoblasten oder Odontoblasten
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mer binding factor 4), SOX2 (sex determi-
ning region Y box 2), c-Myc und KLFz (Krup-
pel like Factor 4 )mithilfe eines viralen Vec-
tors in somatische Zellen, die danach pluri-
potente Stammzellen wurden. Sie werden
daherinduzierte pluripotente Stammzellen
(iPSC’s) genannt. Leider haben c-Myc und
KLF4 auch onkogene Wirkung, sodass ca.
20 9% der iPSC’s zu Tumorzellen entarteten.
Heute ist bekannt, dass Oct4 alleine in der
Lageist, Pluripotenz zuinduzieren. Ein Pro-
blem stellt nach wie vor die Tatsache dar,
dass die Oct4-Aktivierung in die Zelle bis-
lang nicht auf natiirlichem Wege, sondern
nur mithilfe eines Virus gelang, der die
Oct4 mRNA einschleusen musste. Ein virus-

Abb. 3: Stro-1-positive mesen-

chymale Stammzellen nach einer Zellsortierung.
Die Zellen sind mit einem griin fluoreszierenden Farbstoff
und die Kerne mit einem blauen Farbstoff markiert. Im oberen

Anteildes Bildes isteine Zellverbindung der oberen rechten Zelle
miteineran der linken Bildrandmitte gelegenen Zelle zu sehen.

produzieren miissen und das gebil-

dete Hartgewebe die Form eines Roh-
renknochens oder die eines Zahnes haben
soll. Als der Amerikaner Craig Venter mit
seinem Team das menschliche Genom ent-
schliisselte, trat neben der Freude liber das
gelungene Werk auch eine Erniichterung
ein.Man hatte herausgefunden, dassnurca.
drei bis vier Prozent des menschlichen Ge-
noms Proteine kodiert. Was aber ist die
Aufgabederrestlichen Gene? Eswirddaher
angenommen, dass eine grofRe Anzahl die-
ser Gene Baupldne représentiert. Die ers-
ten,,Bauplan-Gene“wurden beider Frucht-
fliege Drosophila nachgewiesen. Inzwischen
ist bekannt, dass diese sogenannten Ho-
meobox-Gene (HOX) in ihrer Abfolge und
Chromosomenlokalisation bei allen Spe-
ziesgleichund am selben Ortzufindensind.
Es muss dann folglich gelingen, das HOX-
Gen fiir die entsprechenden Zahne in un-
seren Stammzellen zu aktivieren. Dazu wird
es notwendig sein, Transkriptionsfaktoren
in die betreffenden Zellen einzuschleusen,
die diese Gene aktivieren. Bestimmte Trans-
kriptionsfaktoren sind auch in der Lage,
bereits differenzierte Zellen in multi- oder
sogar pluripotente Stammzellen ,,zuriick-
zuschalten®. Diese Transkriptionsfaktoren
werden nach ihrem Entdecker auch Yama-
naka-Faktoren genannt. Yamanaka und Mit-
arbeiter (2006) schleusten bei Versuchen mit
Mé&usezellen die vier Faktoren Oct4 (octa-

Gutsichtbarsind die kleinen Gondolae, in denen die

kommunizierenden Zellen Stoffe
austauschen.

haltiger Zahnkeim kann aber sowohl fiir
die Patienten als auch fiir Behandler keine
ideale Losung darstellen. Es konnte aber
kiirzlich nachgewiesen werden, dass Oct4
auch auf natiirlichem Wege von Stro-1-posi-
tiven Zellen an bereits differenzierte Zellen
tibertragen werden kann, die anschliefend
wiederum Oct4 aktivieren (Rolf et al., 2012).
Es gibt daher die Hoffnung, dass die ,echten
Dritten” bei weiteren Fortschrit-
ten in der Stammzellforschung [ﬁﬁ
durchaus keine Utopie sein wer- []I]

den. <
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