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ABSTRACT

Residente Stammzellpools in vielen Geweben/Organen sind nicht nur fir den Erhalt des
Gewebes wahrend des physiologischen Gewebeerhalts, sondern auch fir den Prozess der
Knochenheilung nach regenerativen Eingriffen. In jingster Zeit wurden Fortschritte bei der
Mobilisierung von Stammzellen und der gezielten ZufUhrung von patienteneigenen Stamm-
Zellen an Sites erzielt, die fUr die Behandlung eines breiten Spekirums von Erkrankungen in
der regenerativen Zahnheilkunde von Interesse sind.

Eine wachsende Zahl von Arbeiten bestatigt, dass Stfammzellen aus dem Gaumen mobilisiert
und in bestimmte Mundhdhlen-Region transplantiert werden kénnen. DarUber hinaus hat die
Transplantation von zellfreundlichen Biomaterialien, die oral-vertrdgliche Biomolekile
enthalten, zur Regeneration von verlorenem/beschddigtem Alveolar-Gewebe gefUhrt,
ohne dass ex vivo manipulierte Zelltrdgermaterialien eingelbracht werden mussen. In jongster
Zeit hat das Homing von Stamm-Zellen zu bemerkenswerten biologischen Entdeckungen im
Labor und zu groBen Heilungserfolgen in préklinischen Szenarien gefthrt. Hier wird anhand
der Ergebnisse einer initialen klinisch- und histologisch kontrollierten Studie die biologische
Evidenz UberprUft, die der ex vivo Neural-crest-derived Stamme-Zellmobilisierung (hoNCSCs)
und dem Homing zugrunde liegt, mit dem Ziel, endogene regenerativ-reparative Stamm-
Zellen fUr therapeutische Anwendungen in der dentalen regenerativen Implantologie zu
nutzen. In Anbetracht der vielversprechenden Moglichkeiten, aber auch der Hindernisse
dieses Ansatzes, diskutieren wir die Ergebnisse, wie aus der Mundhdhle stammende
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Neuralleisten-Stammzellen des in vivo-Milieus modifiziert werden kdnnen, um den nativen
Regenerationsprozess zu férdern und das zukUnftige Tissue-Engineering-Design zu nutzen.

Einleitung

Die stammzellbasierte Therapie ist einer der am besten dokumentierten Ansdtze in der
regenerativen Medizin, einschlieBlich der regenerativen Parodontologie und Implantologie
(Grimm et al. 2014), und verspricht Heilung fUr eine Vielzahl von Krankheiten und Stérungen. Die
ex-vivo-Expansion von Stammzellen und ihre in-vivo-Transplantation sind jedoch durch die
begrenzte VerfUgbarkeit von Stammzellquellen, die Uberhdhten Kosten fUr die Vermarktung und
die zu erwartenden Schwierigkeiten bei der klinischen Umsetzung und behdérdlichen Zulassung
eingeschrankt. Eine Alternative zu ex vivo Ubertragenen Stammzellen sind Zellpopulationen, die
bereits im Kérper des Patienten vorhanden sind, einschlieBlich Stamm-/Progenitorzellen, die aktiv
an den Implantations-Sites den inseriert werden kénnen. Diese Technik, die als endogenes
Stammezell-Homing bekannt ist, hat das Potenzial, neue therapeutische Optionen fUr die in-situ-
Geweberegeneration zu entwickeln. Solche Optionen wdren weniger kostspielig und komplex
als Ansatze, die eine umfangreiche ex-vivo-Zellmanipulation erfordern und bei denen kinstliche
Tragermaterialien (Scaffolds) for den Zelltransport verwendet werden.
Geweberegenerationsmethoden, die sich auf die Ansiedlung endogener Stamm-
/Progenitorzellen, lokale Gewebereaktionen und funktionelle Stimulation stUtzen, bieten somit
neue Einblicke in das in-vivo-Gewebe-Engineering und sind vielversprechend fUr die Zukunft der
translationalen Medizin.

Das Homing von Zellen wird als ein Prozess der Insertion hdmatopoetischer Stammzellen aus
BlutgefdBen durch Transendothelisierung und anschlieBende Migration betrachtet. Hier
definieren wir Zellhoming im weitesten Sinne als akfive Rekrutierung endogener Zellen,
einschlieBlich Stamm-/Progenitorzellen, in ein anatomisches Kompartiment und berichten Gber
unsere kUrzlich veroffentlichten Ergebnisse aus der Studie "Effect of Human Neural Crest-Derived
Stem Cell Homing (hNCSCs homing) on the Mineralization of Newly Formed Alveolar Bone using
an Allogen Bone Substitute" (Grimm et al. 2019). Das Homing von Stamm-Zellen bietet einige
Vorteile gegentber der Stamm-Zelltransplantation fUr die vertikale Knochenaugmentation in
Kombination mit der Sofortimplantation von Implantaten:

- Das induzierte Homing von humanen, aus der Mundhohle stammenden Neuralleisten-
Stammzellen (hoNCSCs) aus dem Gaumen der Patfienten Uberwindet einige der
wichtigsten wissenschaftlichen, technischen, kommerziellen und regulatorischen
Probleme, die mit der Stammzelltransplantation verbunden sind, wie z. B. potenzielle

Kontamination, Uberhdhte Kosten, ImmunabstoBung, Ubertragung von
Krankheitserregern und mangelnde Ausbildung der derzeitigen Kliniker im Umgang mit
Zellen.

- Schwierigkeiten zur Erreichung von behdrdlicher Genehmigung fUr innovative
Zellprodukte,

- Einfache klinische Verabreichung von steril-verpackten und gelagerten molekularen
UnterstUtzungsprodukten,

- Maximierung der kérpereigenen Regenerationsfahigkeit.

Iweck dieser Verdffentlichung ist die Auswertung der Ergebnisse unserer kUrzlich verdffentlichten
initialen klinisch- und histopathologisch kontrollierten Studie zum Potenzial vom adultem
Palatinum als neuartiger Stammzellquelle von hoNCSCs in Kombination mit der Transplantation
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von Spongiosa-Knochenblécken (Osteograft®, Bingen, Deutschland) zur

einzeitigen
Knochenaugmentation und Sofortimplantation. Ziel dieser Patientenbeobachtungsstudie war
es, den Effekt eines Stammzell-Homing (hoNCSCs) auf die neu gebildete Knochenmineralisierung
unter Verwendung von stammzellgestitztem humanem allogenem Knochen als Tr&égermaterial
bei der vertikalen Augmentation mit Sofortimplantation, histologisch zu evaluieren (Grimm et al.
2019).

Obwohl wir uns hier auf die Beschreibung von Fortschritten auf dem Gebiet des Homing
residenter regenerativ-reparativer Zellen fUr therapeutische Anwendungen in der regenerativen
Implantologie konzentrieren, sollfen das Konzept und die Designiberlegungen, die hier diskutiert
werden, allgemein auf viele, wenn nicht alle regenerativen Paradigmen der Medizin anwendbar
sein.

Mobilisierung und Homing von aus der Mundhéhle stammenden Neuralleisten-Stammzellen
(hoNCSCs)

In der Zellwissenschaft und -biologie beschreibt der Begriff "Homing" die Fahigkeit von
Stammezellen, ihre urspringliche "Nische", hier die Insertion des dentalen Implantates, zu finden
und dorthin zurUckzukehren. Dieser Begriff wird seit Kurzem verwendet, um die Fahigkeit einer
Stamm-Zelle zu betonen, auf exirazellulére Signale (z. B. Migrationsstimuli  und
Differenzierungshinweise) zu reagieren, um zielgerichtetes Traffickihng und Migration zu
ermdglichen (Yin et al. 2017), siehe Abb. 1.
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Abb. 1: Beim in-situ-Tissue-Engineering werden biologische Molekile und GerUste verwendet, um die Stammzellen aus
den Nischen zu rekrutieren, ihre Proliferation und Differenzierung zu férdern und schlieBlich die Geweberegeneration zu
erreichen (Meng ef al. 2022).

OoNCSCs, die oft als vierte Keimschicht bezeichnet werden, umfassen eine migrierende
Stamm- und Vorlduferzellpopulation und sind ein Synonym fUr die Evolution und Entwicklung
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von Wirbeltieren (Le Douarin und Dupin, 2018). Diese Stamm-Zellen folgen definierten
Pathways, um an verschiedene Sites des Kopfskelettes zu wandern, wo sie eine Vielzahl von
Zelltypen und Geweben bilden (Achilleos und Trainor, 2014). Die Zellen der Neuralleiste, die
das Kopfskelett der Wirbeltiere bilden, wandern und interagieren mit den umgebenden
Geweben, um den Schadel zu formen. Die Neuralleiste wurde erstmals von dem Schweizer
Anatomen und Kardiologen Wilhelm His als "Zwischenstrang" beschrieben. Er beschrieb die
Neuralleiste als eine vorUbergehende embryonale Struktur, die wdhrend der
Embryonalentwicklung der Vogel zwischen dem Neuralrohr und der Epidermis entsteht.
Nach der Neurulation wandern embryonale Neuralleistenzellen (NCCs) aus ihrer Nische
heraus und bringen neben mesenchymalen Zellen (Schddelknochen, Knorpel- und
Fettzellen) auch ektodermale Zelltypen hervor (z. B. Schwann'sche Zellen, periphere
Neuronen, Melanozyten und Keratinozyten). Aufgrund dieses infrinsischen Potenzials, Zellen
aus zwei Keimschichten (Ektoderm und Mesoderm) hervorzubringen, besitzen NCCs ein
auBerordentlich hohes Entwicklungspotenzial, das nur von totipotenten Zellen der Zygote
und pluripotenten embryonalen Stammzellen Gbertroffen wird (Widera et al. 2009). Es gibt
oNCSCs, die lebenslang in undifferenziertem Zustand in den Geweben erhalten bleiben
Abb. 2).
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Abb. 2: oNCSCs aus der Neuralleiste kdnnen aus verschiedenen Geweben der Mundhdhle isoliert werden.
Mikroskopische Aufnahmen zeigen, dass oNCSCs typische neurosphdrenartige Strukturen bilden, wenn sie in einem
chemisch definierten Kulturmedium kultiviert werden.

Daher schlagen wir den Begriff oral-derived Neural Crest-derived Stem Cells (ONCSCs) als neue
Kategorie vor, die die meisten bisher beschriebenen adulten dentalen Stammzellen umfassen
wirde (siehe Ubersicht, Grimm et al. 2011).
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Urspringlich ging man davon aus, dass die Mechanismen, die den regenerativen Féhigkeiten
der aus der Mundhdéhle stammenden Neuralleisten-Stammzellen zugrunde liegen, auf ihrer
Fahigkeit beruhen, geschadigtes Gewebe zu erkennen und sich in spezifische Zelltypen zu
differenzieren, die defekte Zellen ersetzen wirden. Obwohl die Transplantation von Stammzellen
zur Gewebereparatur weit verbreitet ist, gewinnt die therapeutische Modulation der
Stammezelinische zur Erleichterung der Regeneration durch patienteneigene Zellen zunehmend
an Aufmerksamkeit (Ubersicht in Lane et al. 2014). Jingste Arbeiten haben jedoch gezeigt, dass
nicht die Zellen selbst, sondern von oNCSCs produzierte MolekUle (Sekretom), insbesondere
solche, die in exfrazelluldren Vesikeln (EVs) verpackt sind, fir die Gewebereparatur
verantwortlich sind (Haque et al. 2021). Kirzich wurden die regenerativen Ergebnisse
zellbasierter Therapien mit parakrinen Faktoren und extrazelluldren Vesikeln [EVs] in Verbindung
gebracht, die von den transplantierten Zellen selbst freigesetzt werden (Widera und Grimm,
2019).

Osteogene Eigenschaften von aus der Mundhéhle stammenden Nevuralleisten-Stammzellen
(oNCSCs)

Obwohl die Mechanismen, die solche endogenen Regenerationsprozesse steuern, weitgehend
unbekannt sind, hat sich die Entwicklung zellfreier Strategien auf der Grundlage biomimetischer
Methoden und der Zufuhr von Wachstumsfaktoren als praktikables Konzept fUr die endogene
Regeneration etabliert (Zhao et al. 2015). Ein profundes Wissen Uber die biologischen
Unterschiede und gemeinsamen Merkmale der oNCSC-Populationen ist fUr die Entwicklung
und kinftige Anwendung regenerativer Knochentherapien von entscheidender Bedeutung
(Widera et al., 1997). Diese einzigartige Plastizitdt begUnstigt die Verwendung dieser Stamm-
Zellen zum Wiederaufbau von verlorenem Knochengewebe (Abb. 3). Wir und andere Gruppen
berichteten Uber eine &hnliche Expression von stammzellassoziierten Zelloberfldchenantigenen
in allen oNCSC-Populationen (Zeuner et al., 2017).
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Abb. 3: Aus dem adulten Schafsgaumen isolierte oNCSCs zeigen in vitro Stammzelleigenschaften (A, B) Zellen aus dem
subpalatalen Gewebe des Schafs bilden unter serumfreien Kulturbedingungen Neurosphdéren. (C) Dissoziierte oNCSCs
kénnen in vitro als adhdrente Kultur expandiert werden. (D) oNCSCs, die aus 3 verschiedenen Tieren isoliert wurden,
exprimieren die Neuronenstamm-Marker Nestin, Twist und Slug, was durch PCR-Analyse nachgewiesen wurde. NTC: keine
Template-Kontrolle. Actin: Housekeeping-Gen. (E) Die relative Expression der Marker Nestin, (F) Twist und (G) Slug war in
den Zellisolationen der verschiedenen Tiere nicht signifikant unterschiedlich. (H) Die Immunzytochemie zeigte das
Vorhandensein von Nestin (gelb) in allen Zellen einer reprdsentativen Kultur. Die nukledre Gegenfdrbung wurde mit DAPI
(cyan) durchgefihrt.

In unseren Hinden exprimieren oNCSCs hohere Konzentrationen von Cytokeratin 18 und 19
(CK-18 und CK-19). Dariiber hinaus scheinen sie ein Odontoblasten-Differenzierungspotenzial
zu besitzen, aber nicht in der Lage zu sein, funktionelle Neuronen oder Muskelzellen zu erzeugen.
AuBlerdem zeigten oNCSCs eine schnellere Proliferationsrate und eine hohere
Telomeraseaktivitdt. Wir konnten auch zeigen, dass oONCSCs eine hhere Menge an BMP-2 und
BMP-6 mRNA exprimieren. Alle bisher beschriebenen oNCSCs haben die intrinsische Fahigkeit,
osteogene Zelltypen hervorzubringen, was die Herkunft dieser Stamm-Zellen aus der
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Neuralleiste weiter unterstreicht. Insbesondere eine Kombination aus Dexamethason, B-
Glycerophosphat und L-Ascorbinsdure-2-phosphat in einem FCS-haltigen Medium wurde héufig
zur osteogenen Induktion verschiedener oNCSC-Populationen verwendet. Die osteogene
Induktion in der Frithphase kann durch Bestimmung der Aktivitit der alkalischen Phosphatase
(ALP) oder durch RT-PCR oder qPCR-basierte Messung von Markergenen, z. B. Osteopontin,
Osterix, Osteonectin, beurteilt werden.

Immunmodulatorische Eigenschaften von oNCSCs

Unsere Daten deuten auch darauf hin, dass oNCSCs aufgrund ihrer Uberlegenen
immunmodulatorischen Eigenschaften, die durch verschiedene Zytokine, insbesondere durch
Interferon-y (IFN-y), reguliert werden, ein guter Kandidat fir allogene SC-basierte Therapien sein
kédnnen. Diese Eigenschaften von oNCSCs kdnnen fUr defekte Heilungsprozesse von oralem
Gewebe von Vortell sein. Im Gegensatz dazu gibt es weniger Informationen Uber die Wirkung
von Toll-like-Rezeptor-Liganden auf die immunmodulatorischen Eigenschaften dieser Zellen.
Unsere Daten zeigen eine potenzielle Interaktion zwischen IFN-y- und TLR2-Reaktionen in
hoNCSCs, die an der Regulierung der Immunantwort bei Entzindungsprozessen und
insbesondere nach der Sofort-Implantatinsertion beteiligt sein kdnnten. Da oNCSCs selbst in pro-
und antiinflammatorische Phdnotypen polarisiert werden kénnen, ist es von groBem Interesse, ob
die pro- oder antinflammatorisch polarisierten oNCSCs anfti-inflammatorischen  Zytokine
sezernieren. Die Literaturdaten zeigen eine mogliche Interaktion zwischen IFN-y und TLR2-
Reaktionen in oNCSCs, die an der Regulierung der Immunantwort bei akuten
EntzOndungsprozessen beteiligt sein kdnnten. Uber die immunregulatorischen Funktionen von
oNCSCs wurde in der Literatur weiter berichtet (Kirdly et al., 2009). Gleichzeitige PKC- und cAMP-
Aktivierung induziert die Differenzierung menschlicher Zahnmarkstammezellen in funktionell aktive
Neuronen. Wir vermuten daher, dass oNCSCs einen hoch immunprivilegierten Stammzellentyp
darstellen kénnten.

Préklinisches GroBtiermodell zur initialen Untersuchung der Sicherheit und Wirksamkeit
endogener NCSC-Transplantationen

Nach den Uberarbeiteten Leitlinien der International Society for Stem Cell Research (ISSCR)
sollten Tiermodelle verwendet werden, da sie die menschliche Anatomie und Pathologie
besser simulieren (2021). Der Verabreichungsweg, die optimalen Zellzahlen und die Dosis von
Biologika k&dnnen auf der Grundlage von GroBtierstudien besser auf das menschliche System
extrapoliert werden. In diesem Zusammenhang bieten Schafmodelle den Vorteil, dass sie ein
Ghnliches Kérpergewicht wie der Mensch haben und eine deutlich IGngere Lebensspanne, die
Langzeitstudien ermdglicht. In unseren kirzlich veréffentlichten GroBtierstudien (Ubersicht siehe
Zeuner et al. 2017) konzentrierten wir uns auf die Zulassung des standardisierten
Alveolarknochendefektmodells beim Schaf, das als ,lliac-Schaf-Modell* weiterentwickelt
wurde (Abb. 4).
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Abb. 4: Der adulte harte Gaumen von Schafen enthdlt Stammzellen aus der Neuralleiste (A) Der harfe Gaumen von
Schafen wurde entnommen und Sagittalschnitte wurden angefertigt. (B-D) Die typische Struktur mit der duBeren
Keratinschicht, der Epithelschicht (EL), der Basalschicht (BL) sowie der Lamina propria (LP) einschlieBlich der innervierten
Meissner-Kérperchen (MC) wurde durch H&dmatoxylin- und Eosin-Farbung sichtbar gemacht. (E) Die Immunzytochemie
zeigt das Vorhandensein des neuralleistenspezifischen Infermedidrfilaments Nestin (gelb) in der LP, insbesondere in den
MC. Die nukledére Gegenfarbung erfolgte mit DAPI (cyan).

Diese Studien umfassten die Isolierung und Charakterisierung von oNCSC  aus
Schafsgaumengewebe und die Entwicklung addquater Bewertungsmethoden fur die klinische
und histo-pathologische Effizienz zur Beurteilung des Alveolarknochen-Regenerationsprozesses
unter Verwendung geeigneter Rdntgen-, MicroCT- und nicht demineralisierter histologischer
Methoden. Kurz gesagt, wurden primdre orale Neuralleisten-Stammzellen vom Schaf aus dem
Gaumen gewonnen, um sie mit menschlichen oNCSC zu vergleichen. Alle diese oNCSC-
Populationen kd&nnen mittels magnetischer Zellseparation auf der Basis ihrer Expression des
Zelloberflachenmarkers CD271 isoliert und angereichert werden (siehe folgendes Kapitel "CD
271-basierte magnetische Isolierung von fierischen und menschlichen Gaumen-Stammzellen”).
Das osteogene Potenzial der aus Schafen stammenden NCSCs wurde in unseren Studien durch
verschiedene histologische Messungen an nicht demineralisiertemm und deminerdlisiertem
Alveolarknochengewebe untersucht. Die verschiedenen histologischen Messungen an nicht
demineralisiertem Knochengewebe, die in unseren Studien mit Schafen verwendet wurden,
zeigten ein hohes Potenzial fUr die Bewertung der regenerativen Knochenprozesse, die durch die
Verwendung von Homing-Prozessen stattfinden. Auf der Grundlage dieser Ergebnisse konnten
wir zeigen, dass von Schafen stammende NCSCs als geeignete Zellquelle fUr das Homing und fUr
die Bewertung der regenerativen Knochenprozesse dienen kdnnten, die in den von unserer
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interdisziplindren und internationalen  Forschungsgruppe entwickelten  Schafmodellen
staftfinden.

Stem Cell Sheets mit oNCSCs aus der Neurdlleiste: eine neue zellbasierte Strategie fir die
Knochenreparatur und -regeneration

Die Grenzen herkdmmlicher Tissue-Engineering-Methoden (Zellsuspensionen, Scaffolds und/oder
Wachstumsfaktoren) schrénken jedoch ihre Anwendung in der Knochenregeneration ein. Wir
und andere Forschungsgruppen haben gezeigt, dass orale Stammzellen aus der Neurdlleiste
(ONCSCs), eine Klasse adulter Stammzellen, eine vielversprechende Quelle fUr die
Knochenregeneration sind. Obwohl die Kombination von NCSCs mit Biomaterialgeristen eine
intferessante klinische Strategie fUr das Knochengewebe-Engineering darstellt, kénnte das
Vorhandensein der Scaffolds eine unerwinschte Wirkung auf die Zell-Zell-interaktionen haben.
DarGber hinaus mUssen die Stamm-Zellen vor der Anwendung von GerUstmaterialien bei der
Rekonstruktion von Knochengewebe mit proteolytischen Enzymen wie Trypsin oder Disase
manipuliert werden, die MolekUle der extrazellulGren Matrix (ECM) und Zelloberfldchenproteine
abbauen, was zu einer Schadigung der Stamm-Zellen und einem Verlust der Zellaktivitat fUhren
kann (Abb. 5).

Der Knochen hat eine intrinsische Fahigkeit zur Selbstregeneration. Wenn jedoch die GréBe der
L&sion oder der Grad der Degeneration zu schwerwiegend ist, um durch endogene
Reparaturmechanismen regeneriert zu werden, bietet der Einsatz von Stammzellen eine
vielversprechende  Moglichkeit, das verlorene Gewebe zu ersetzen oder die
Regenerationsfahigkeit des Knochengewbes zu steigern. Es ist wichtig, dass mehrere Arten von
adulten Vorldufer- und Stammzellen beschrieben wurden, die in der Lage sind, Knochenzellen
zu bilden. Dazu gehdéren Osteoblasten-Vorlduferzellen, mesenchymale Stromazellen (MSC)
unterschiedlicher Herkunft und adulte Stammzellen aus der Neuralleiste (NCSC). Alle diese
Zelltypen koénnten daher potenziell zur Regeneration von Knochengewebe nach der
Transplantation durch Differenzierung und funktionelle Integration eingesetzt werden (Zhao et al.
2015).

Daher ist die Entwicklung alternativer Strategien fir die Knochenregeneration erforderlich, um
diese Probleme zu 1&sen. In jingster Zeit wurde eine neuartige Tissue-Engineering-Technologie mit
der Bezeichnung "cell sheet" bei der Regeneration von Knochen-, Hornhaut-, Herz-, Luftréhren-
und parodontalem ligamentdhnlichem Gewebe wirksam eingesetzt. Das "cell sheet" ist eine
Schicht  von Stamm-Zellen, die intakte ECM und Zelloberfldchenproteine wie
Wachstumsfaktorrezeptoren, lonenkandle und Zell-Zell-Verbindungsproteine enthdlt. Die
Differenzierung von Neuralleistenzellen in Richtung der osteogenen Linie wird zumindest feilweise
durch die Topologie vermittelt. Zell-Material-Wechselwirkungen sind bei biomedizinischen
Implantaten von besonderem Interesse, da der erste Kontakt zwischen den Zellen und dem
Biomaterial Uber den Erfolg der Methode entscheiden kann. In der Tat wurde berichtet, dass eine
geeignete nanoskalige Topologie die osteogene Differenzierung einer Vielzahl von Zelltypen,
einschlieBlich osteogener Zelllinien, unreifer menschlicher Osteoblasten und mesenchymaler
Stammezellen (MSCs), induzieren kann. Als Teil der Mikroumgebung des Gewebes, in der sich die
Zellen befinden, sind die Oberfldchenmorphologie und das gewdhlte Tréger-Material ein
wesentlicher Bestandteil dieser Interaktion und der zelluldren Reaktion - Adhdsion, Migration,
Proliferation und Differenzierung - und tragen letztlich zum Uberleben der Zellen und zur
Gewebebildung bei. Texturierte Oberfldéchenmerkmale sind von besonderem Interesse, da
Zellen Uber mikro- (z. B. Organellen) und nanoskalige (z. B. Proteinkomplexe mit fokalen
Adhd&sionen) mit der exirazelluldren Umgebung interagieren. Wenn eine Oberfldche eine
charakteristische Dimension in der gleichen GréBenordnung wie Proteinkomplexe bis hin zu
Organellen aufweist, kann die Reaktion der Zelle durch eine Vielzahl von infrazellulGren
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Signalisierungs- und Mechanotfransduktionsereignissen moduliert werden, was zu einer
verdnderten Gentranskription fUhrt und moéglicherweise die Differenzierung von Stamm- und
Vorlduferzellen reguliert, siehe Ubersicht Sheard et al. (2019.
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Abb. 5: oNCSCs sind proliferativ und zeigen Migration in vitro (A) Die Zellzahl wurde nach 24, 48, 72 und 96 Stunden in
adhdrenten Kulturen von oNCSCs bestimmt, die aus drei verschiedenen Tieren isoliert wurden. Es wurde eine normale
Wachstumskurve beobachtet. (B) Die Bestimmung der Verdopplungszeit der Population zeigte keinen Unterschied
zwischen den verschiedenen oNCSC-Isolationen. (C) Ein in vifro-Wundheilungstest wurde durchgefthrt, indem die
Migration der Zellen in einer konfluenten Kultur mit Hilfe der Zeitraffermikroskopie 12 Stunden lang beobachtet wurde. (D)
Die Heilung des simulierten Defektes wurde im Laufe der Zeit bewertet. Die Wundheilung wurde zwischen 9 und 11
Stunden erreicht.

Die Verwendung von allogenen Knochentransplantaten mit einem stabilisierenden
stammzellhaltigen subepithelialen Bindegewebstransplantat ist nicht auf reifen vollstindig
mineralisierten Knochen beschriankt. Wir haben uns fiir ein stammzellhaltiges subepitheliales
Bindegewebstransplantat und allogenen menschlichen Knochen entschieden. Wir verwendeten
ein steriles, hochsicheres (Spenderauswahl, Virustests, chemische Reinigung, Verarbeitung und
Sterilisation) allogenes Knochenprodukt aus menschlichem Spenderknochen (OsteoGraft™-
Block) als Triager fiir unser stammzellhaltiges Gaumenweichgewebe. Die hohe biologische
Regenerationsfahigkeit dieses allogenen Knochenblocks fiihrt zu einem vorhersagbaren

klinischen und histopathologischen Ergebnis.

CD 271-basierte magnetische Isolierung von tierischen und menschlichen Gaumen-NSCs

Basierend auf der Migrationsfahigkeit von oNCSCs haben wir erfolgreich eine Trennungsstrategie
entwickelt, um eine Population von aus der Mundhohle stammenden Neuralleisten-Stammzellen
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mit Neuralleisten-Stammzellmerkmalen in verschiedenen tierischen und menschlichen Geweben
mit minimal-invasiven chirurgischen Verfahren zu isolieren und zu identifizieren (siehe Ubersicht,
Grimm et al. 2019). Wie wir gezeigt haben, verfigen diese Zellen Uber ein hohes MaB an
Multipotenz und Selbsterneuerungsfahigkeiten, kdnnen unter feederfreien
Adhé&sionsbedingungen als Monolayer-Zellen kultiviert und erhalten werden und sind auch in der
Lage, wunter Suspensionsbedingungen in  Form von Neurosphdren zu wachsen.
Zusammengenommen beschreiben unsere Ergebnisse eine leicht zugdngliche Quelle
multipotenter oNCSCs fUr die autologe Gewebezichtung und zellbasierte therapeutische
Forschung, die durch neueste Verdffentlichungen auf diesem Gebiet unterstUtzt wird (Weng et
al. 2022). Kulturexpandierte neurale Stammzellen (NCSCs) werden derzeit in klinischen Studien
verwendet, aber diese Eingriffe sind mit erheblichen Kosten und Bedenken Uber kulturbedingte
Wirkungsverluste verbunden. Unsere Ergebnisse zeigen die Machbarkeit einer neuen klinischen
Technologie zur Gewinnung von unkultivierten NCSC-Isolaten aus tierischen und menschlichen
Gaumengewebequellen auf der Grundlage einer immmunmagnetischen Selektion fir CD271-
positive Zellen. MACS MicroBeads® sind 50-nm-superparamagnetische Partikel, die mit
hochspezifischen Antikdrpern gegen das CD271 auf der NCSC-Oberfléche konjugiert sind.
Aufgrund ihrer geringen GroBe aktivieren sie keine Zellen und séftigen keine
Zelloberflachenepitope. CD271, auch bekannt als LNGFR (low-affinity nerve growth factor
receptor) oder p75NTR, gehort zur Superfamilie der low-affinity neurotrophin receptor und tumor
necrosis factor receptor. CD271 ist ein bekannter Marker fOr Stammzellen, die von der
Neuralleiste abstammen (Abb. é).
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Abb. 6: oNCSCs sind in der Lage, verschiedene mesenchymale Zelltypen zu bilden (A) oNCSCs, die 7 Tage lang in osteogenem
Differenzierungsmedium kultiviert wurden, zeigen alkalische Phosphatase (ALP)-Aktivitat. (B-C) oNCSCs von drei verschiedenen
Tieren, die 21 Tage lang in osteogenem Differenzierungsmedium kultiviert wurden (B, untere Vertiefungen; C, magentafarbene
Balken), enthalten deutlich mehr Kalziumablagerungen, wie die Alizarinrot-Férbung und die entsprechende Messung der
Farbstoffausbeute zeigen, als Zellen in normalem Kulturmedium (B, obere Vertiefungen; C, graue Balken). (D) VergréBertes Bild
einer reprdsentativen Kultur von oNCSCs - abgeleiteten Osteozyten (21 Tage) mit Alizarinrot-Farbung. (E) oNCSCs differenzieren
sich in Adipozyten, wie die Ablagerung von Lipidirépfchen mit Oil Red O hach 21 Tagen zeigt. (F) Nach 21 Tagen chondrogener
Differenzierung exprimieren die oNCSCs Glykoprotein, wie durch Alcianblau-Farbung gezeigt wird.
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Das Gaumengewebe wurde isoliert und sofort unter sterlen Bedingungen mit dem
mechanischen Rigenera®-Disaggregatorsystem aufbereitet. Zundchst wurden CD271+-Zellen
indirekt mit CD271 (LNGFR)-PE-Antikérpern und anti-PE MicroBeads® magnetisch markiert. Dann
wurde die Zellsuspension auf eine MACS®-S&ule geladen, die sich im Magnetfeld des MACS-
Separators® befand. Die magnetisch markierten CD271+-Zellen werden in der Sdule
zurGckgehalten. Die unmarkierten Zellen passieren die Séule; diese Zellfraktion ist somit von
CD271+ Zellen befreit. Nachdem die Sdule aus dem Magnetfeld entfernt wurde, wurden die
magnetisch zurickgehaltenen CD271+-Zellen als positiv selektierte Zellfraktion eluiert. Die
erhaltene Suspension, die reich an oNCSCs ist, wurde mit Hilfe des allogenen Knochentrégers in
die Implantationsstelle transplantiert.

Ausblick und entscheidende Hindernisse fir den Fortschritt

Zu den aktuellen Forschungsthemen auf dem Gebiet der auf Stammzellen aus der oralen
Neuralleiste basierenden Regeneration gehdren unter anderem

- Entwicklung von Freisetzungstechnologien, die Signale zur Mobilisierung, Rekrutierung
und Steuerung der Effektivitét von endogenen oNCSCs liefern;

- Entwicklung therapeutischer und abbaubarer Biomaterialien, die mit dem Mund-
(Gaumen-) Gewebe interagieren und die Heilung von Alveolarknochendefekten
fordern;

- Gewadhrleistung einer nahtlosen Integration des Biomaterials in den Kérper im Bereich des
Implantats;
und

- die Erforschung von "Wachtem" zur Uberwachung und Behandlung von
Wundheilungsprozessen nach dem Einsetzen von Zahnimplantaten und nach
regenerativen Prozessen des Zahnknochens.

Die Isolierung und verldngerte Expansion von oralen Stammzellen unter klinischen, GMP-
konformen Bedingungen beeinflusst die Eigenschaften der "Stammzellen" auf unterschiedliche
Weise

Die Weiterentwicklung sicherer und wirksamer Methoden, die die orale (Gaumen-) spezifische
Ansiedlung gezielter oNCSC-Untergruppen ermdglichen, ist von entscheidender Bedeutung, um
das in situ Dental Tissue Engineering und die Regeneration in ein klinisches Stadium zu bringen.
Eine echte Voraussetzung fUr in-situ-Regenerationstechnologien und ihre biomedizinischen
Anwendungen ist die Fahigkeit, lebende oNCSCs in einer operativ geschaffenen Site
anzusiedeln, um so ein echtes "Tissue Weaving' zu realisieren. Um die therapeutischen Ergebnisse
ZU bestdtigen, sollte ein besonderes Augenmerk auf die langfristige Bewertung der biologischen
und mechanischen Eigenschaften dieser neu gebildeten Gewebe gelegt werden. Die
fortgesetzte Zusammenarbeit zwischen Biologen, Chemikern, Ingenieuren und Klinikern auf
diesem Gebiet wird eine neue Ara der klinischen regenerativen Zahnmedizin einleiten (Yu et al.,
2022

Wir mUssen jedoch erkennen, dass das Homing von Stammzellen keine universelle regenerative
Losung darstellt, da die Rekrutierung kérpereigener Zellen in einigen Fallen durch die geringe
Regenerationsfdhigkeit eines bestimmten Gewebes, durch das geringe Migrationspotenzial von
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Wirtszellen im Kérper und/oder durch eine altersbedingte geringe Anzahl regenerativ-reparativer
Zellen, die mobilisiert werden kénnen, eingeschrdnkt sein kann (Place et al. 2009).

Sekretome von aus der oralen Nevurdlleiste stammenden Stammzellen (unterstUtzte
Transplantation  (oNCSCsec), eine  neue  sekrefombasierte  Strategie  fUr  die
Alveolarknochenregeneration

Derzeit gibt es keine Studien Uber die Anwendung des Sekretoms von Schaf-NCSCs in
Tiermodellen zur Regeneration von Alveolarknochendefekten. Dennoch haben kUrzlich
verdffentlichte Berichte aus unserer Forschung robuste Auswirkungen auf zelluldre Prozesse
gezeigt, die die Knochenregeneration férdern (Zeuner et al., 2017). In der Tat haben
verschiedene Studien gezeigt, dass wichtige neurotrophe Faktoren wie der von Gliazellen
abgeleitete neurotrophe Faktor (GDNF), der vom Gehirn abgeleitete neurotrophe Faktor (BDNF),
der Stammzellfaktor (SCF) und der Insulinwachstumsfaktor (IGF) nach der Transplantation von
NCSCs erhoht waren, was die von NCSCs vermittelten Regeneratios-Effekte unterstitzt (Haque
et al. 2021). Vor diesem Hintergrund wdre es interessant, die Auswirkungen des Sekretoms der
Schaf-NCSCs auf die Heilung standardisierter Alveolarknochendefekte im Vergleich zu
konventionellen Ans@tzen wie der Transplantation von Schaf-NCSCs weiter zu untersuchen. In der
Diskussion zu dieser Publikation werden wir kurz die Auswirkungen des Sekretoms von Schaf-NSCs
auf die Regeneration von Knochendefekten in unserem Schafmodell analysieren. Um die
|6slichen und EV-assoziierten Proteinkomponenten zu identifizieren, die potenziell zur Wirkung des
Schaf-NSC-Sekretoms beitragen, werden wir ein Schaf-NSC-Profiling mit anschlieBender
bioinformatischer Analyse durchfUhren, um die Proteine in der I6slichen Fraktion im Schaf-NSC-
Sekretom gemdB Widera und Grimm (2019) zu analysieren und mogliche neue
knochenregulatorische MolekUle aufzuzeigen, die diese Wirkungen vermitteln. Primérkulturen
von ovinenNCSCs und Isolation des Sekretoms. Die Zellkultur von ovinenNCSCs wird wie von
unserer internationalen Forschungsgruppe beschrieben und gemdB den Protokollen und
strengen ethischen Richtlinien durchgefUhrt, die zuvor festgelegt und von den Ethikkommissionen
fUr Gesundheitsforschung unserer Forschungspartner genehmigt wurden (Antrag IraSME).

Diskussion

Das Homing von Stammzellen spielt eine wichtige Rolle bei der GewebezUchtung. Es ist jedoch
nur wenig Uber die Proliferation und Differenzierung von oNCSCs auf verschiedenen
Tragermaterialen (Scaffolds) bekannt. Mehrere neuere Studien haben gezeigt, dass von der
oralen Neuralleiste stfammende Stammzellen aus kraniofazialen Geweben von Sdugetieren wie
dem parodontalen Ligament, der Zahnpulpa und dem Gaumen isoliert werden kénnen. Diese
Zellen haben gemeinsam, dass sie neurosphdrenartige Cluster bilden und sich in serumfreier
Kultur vermehren. Unter diesem Gesichtspunkt hat sich gezeigt, dass der menschliche Gaumen
von entscheidender Bedeutung fUr den Regenerationsprozess ist. Obwohl klar ist, dass oNCSCs,
die sich in den subepithelialen Weichteilen des Gaumens befinden, eine Knochenregeneration
erreichen koénnen, ist diese Population heterogen und es ist nicht bekannt, welche
Subpopulationen eine Regeneration erreichen kénnen. Im Jahr 2007 beschrieb unsere
Forschungsgruppe erstmals die Charakterisierung und neuronale Differenzierungsfdhigkeit von
Stammezellen, die aus entzindetem Parodontalgewebe stammen (Widera et al.).

Herausgeber:
NAM Research Institute Tel: +43(0)662-822788

Rochusgasse 13 Mobil: +43(0)664 1250 239
A-5020 Salzburg salzburg@nam-institut.com



PUBLICATION

Journal of the NAM Research Institute

Diese so genannten periodontal-derived neural crest- derived stem cells (pdNCSCs) wurden
durch minimal-invasive Parodontalchirurgie isoliert und als so genannte Dentasphdren unter
serumfreien Bedingungen kultiviert (Abb. 7).

A B-lll-tubulin

ectoderm

mesoderm

Abb. 7: oNCSCs differenzieren sich in Zellen der ektodermalen und mesodermalen Linie (A) Die ektodermale
Differenzierung von oNCSCs fUhrt zu B-lll-fubulin-positiven Zellen (mittlere Tafel). Die Zellkerne wurden mit DAPI geférbt.
(B) Glattmuskel-Aktin (aSMA) wurde in oNCSCs nach mesodermaler Differenzierung exprimiert. Die Zellkerne wurden mit
DAPI gegengefarbt.

Daher suchten wir nach einer neuartigen Quelle fUr Stammzellen aus der Mundhohle, die
sich hervorragend fUr regenerative Zwecke eignen. Im Jahr 2009 beschrieben Widera et al.
erstmals das Vorhandensein von Nestin-positiven Stammzellen aus der Neuralleiste in
Meissner-Koérperchen  und  Merkelzell-Neuritenkomplexen im harten Gaumen von
erwachsenen Wistar-Ratten. Die Charakterisierung der oNCSCs durch RT-PCR und
Durchflusszytometrie ergab die Expression mehrerer Stammzellmarker wie Nestin und Sox2
sowie STRO-1 und CD146. Weitere Differenzierungsstudien bestatigten dieses Konzept und
zeigten, dass oNCSCs auch eine osteogene Differenzierungsfdhigkeit aufweisen. Die
osteogene Differenzierungsfahigkeit von oNCSCs war deutlich ausgeprégt, was darauf
hindeutet, dass diese Zellen ein geeignetes zelluldres Werkzeug fUr Homing zum Zweck der
alveol&ren Knochenregeneration sein kénnten.

Tatséchlich wurde festgestellt, dass Zellen, die aus dem Gaumen stammen, spezifische
Eigenschaften aufweisen, wie z. B. erhdhte Proliferationsraten, und einen regenerativen
Ph&notyp reprdsentieren, wie von unserer Forschungsgruppe und Forschungsgruppen
weltweit gezeigt wurde (siehe Ubersicht von Moshy et al., 2020, Grimm et al. 2019).
Ausgehend von der Hypothese, dass die Anzahl der oNCSCs sekunddr ist, wird das
individuelle Potenzial der oNCSCs, hohen Stress zu Gberleben und chemotaktisch osteogene
Vorlauferzellen anzuziehen, dominieren. Da das Augmentationsmaterial weit von der
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lokalen Blutversorgung entfernt ist, kann davon ausgegangen werden, dass ein naturliches
Selektionsverfahren auf die Zellen angewendet wird (Stem Cell Homing). Da sich die Blut-
und Sauerstoffversorgung in kleinen standardisierten Alveolarknochendefekten von selbst
wiederherstellt, kédnnten die oNCSCs dann ihr volles Potenzial entfalten. Daher wurde
stammzellgestUtztes humanes allogenes Knochenersatzmaterial als Stammzell-Homing
analysiert. Es zeigte sich, dass die Neubildung von mineralisiertem Knochen Gberwiegend
um und neben dem stammezellgetragenen allogenen Knochenersatzmaterial stattfand, was
mit der derzeit verfGgbaren Literatur Ubereinstimmt. Die histologischen Ergebnisse weisen
eindeutig auf das zuvor beschriebene osteoinduktive Potenzial der verwendeten
Stammzellen aus der Neuralleiste des menschlichen Gaumens hin. Eine verstarkte Bildung
von nicht mineralisierter extrazellul&rer Matrix und eine erhdhte Mineralanlagerungsrate in
der Ndhe der sich abbauenden allogenen KnochengerUste wurden von einer erhdhten
osteoklastischen Knochenoberfldche begleitet, was zu einer hbdheren Knochenmasse und
einer Tendenz zu einer reiferen trabekuldren Knochenstruktur um die allogenen
KnochengerUste herum fUhrte (Yue et al., 2022, Grimm et al., 2015).

Diese Ergebnisse zeigen, dass stammzellunterstUtzte Allogen-Knochengeriste ein
ausgedehntes perimplantéres Knochenremodeling bei guter Biokompatibilitdt induzieren.
Von besonderem Interesse war der Einfluss der Einheilzeit auf die Neubildung von
mineralisiertem Knochen. Eine detaillierte deskriptive Auswertung der histologischen Proben
ergab das Vorhandensein von Osteoid- und "Knochenauskleidungszellen™ als histologische
Merkmale einer Uberwiegend direkten Ossifikation. Nach 3 Monaten und nach 4 Monaten
bestand ein enger Kontakt zwischen dem neu gebildeten mineralisierten Knochen und dem
stammzellgestUtzten allogenen Knochenersatzmaterial. Der perimplantdre Knochen schien
weniger ausgereift zu sein. Nichtsdestotrotz k&énnen aus der Mundhdhle stammende
Neuralleisten-Stammzellen des in-vivo-Milieus modifiziert werden, um den nativen
Regenerationsprozess zu férdern und das zukUnftige Tissue-Engineering-Design zu inspirieren.
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