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Bild oben: Zur Kryopraservation ge-
eigneter Container, der mit einem

Néhrmedium-Kristallisationsschutz-
mittel-Gemisch geftillt wird.

Zusammenfassung Mithilfe der Kryopra-
servation ist es moglich, kariesfreie und paro-

dontal gesunde Zéhne, die beispielsweise aus
kieferorthopddischen Griinden entfernt wer-
den, aufzubewahren und zu einem spateren
Zeitpunkt bei einem Zahnverlust als autologes
Transplantat zu verwenden. Verlorene Zéhne
kénnen auf diese Weise, insbesondere bei
Kindern und Jugendlichen, biologisch und
kostenglinstig ersetzt werden. Aufgrund des

nicht abgeschlossenen Kieferwachstums kon-
nen den Patienten in dieser Altersgruppe
weder Implantate noch Briicken inseriert wer-
den. Deshalb bietet die Kryopréservation spe-
ziell fir Kinder und Jugendliche eine alter-
native Moglichkeit des Zahnersatzes. An der
Universitdt Basel werden derzeit erste Erfah-
rungen gesammelt und die ersten Schritte in
Richtung Aufbau einer Zahnbank getan.

Einleitung

Die Transplantation von Zdhnen hat in der Zahnmedizin ihren
festen Stellenwert. Sie kann bei Kindern und Jugendlichen einen
nicht erhaltungswiirdigen Zahn (Karies), einen verloren gegan-
genen Zahn (Zahntrauma) oder einen nicht angelegten Zahn
durch einen eigenen kariesfreien Zahn ersetzen. Die Zahntrans-
plantation ist in dieser Altersgruppe in vielen Féllen anderen
Arten des Zahnersatzes, wie beispielsweise kieferorthopadi-
schem Liickenschluss oder Klebebriicken, aus finanzieller Sicht,

hinsichtlich der Behandlungsdauer sowie beziiglich Asthetik
und Funktion iiberlegen.

Autologe Zahntransplantationen werden heute mit hohen
Erfolgsraten und gutem Langzeiterfolg durchgefiihrt (ANDREASEN
1992, ANDREASEN ET AL. 1970, GALANTER & MINAMI 1968, HOVINGA
1986, SINGH & DUDANI 1970, THRHEYDEN ET AL. 1995, FRENKEN ET
AL. 1998, SLAGSVOLD & BJERCKE 1978, STOCKLI 1994, POHL ET AL.
2005, LANG ET AL. 2003). Zur einzeitigen Zahntransplantation
eignen sich besonders Weisheitszahne, Pramolaren und Milch-
eckzdhne (LANG ET AL. 2003, FiLIPPI 2009). Allerdings stellt sich
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héufiger das Problem der Verfiigbarkeit autologer Transplan-
tate, denn Zihne gehen in den seltensten Féllen vor oder ge-
nau zu dem Zeitpunkt verloren, zu dem potenzielle Transplan-
tate entfernt werden und zur Verfiigung stehen wiirden. Im
Zuge kieferorthopddischer Behandlungen miissen nicht selten
im spaten Wechselgebiss (etwa ab dem 10. Lebensjahr) paro-
dontal gesunde, kariesfreie und pulpavitale Pramolaren aus
Platzgriinden entfernt werden. Gerade diese fast perfekten
Transplantate gehen ohne Nutzen verloren. Es ist daher zu
iiberlegen, ob diese Zéhne nicht aufbewahrt werden sollten,
um spater allenfalls beim selben Patienten an einer anderen
Stelle transplantiert zu werden. Diese Mdglichkeit kann mittels
Kryopréservation realisiert werden (SCHWARTZ 1986, TEMMERMAN
ET AL. 2006).

Kryopridservation ist eine Methode, lebende Zellen und Ge-
webe mittels kontrollierter Tiefkithlung tiber lange Zeitrdume
hinweg zu konservieren. Die Lagerung vitaler Gewebe und
Zellen in fliissigem Stickstoff bei —~196 °C ist eine aus anderen
Bereichen der Medizin (beispielsweise Nabelschnurblut) und
Biologie bekannte und tiberpriifte Technik. Der Stoffwechsel
der Zellen und somit auch die Zellalterung kommen bei diesen
Temperaturen praktisch zum Stillstand, ohne dass die Uberle-
bensfahigkeit relevant beeintrachtigt wiirde. Untersuchungen
nach dem Auftauen von kryopraservierten Zahnen haben bei-
spielsweise gezeigt, dass etwa 97% der Zellen auf der Wurzel-
oberfliche vital und proliferationsfahig bleiben (OH ET AL.
2005). Es konnte weiter gezeigt werden, dass Parodontalzellen
auf Wurzeloberflichen bereits nach wenigen Tagen sich wieder
zu teilen beginnen. Sie bilden nach autologer Transplantation
ein intaktes, vom normalen Zahnhalteapparat nicht zu un-
terscheidendes Parodont (ANDREASEN 1992, ANDREASEN 1983)
(Abb. 1 und 2). Auch bei der Revaskularisation der Pulpa gibt
es keine signifikanten Unterschiede zwischen sofort transplan-
tierten Zéhnen und zuvor kryopréservierten Zihnen (PRICE
1972, LAUREYS ET AL. 2001). Selbst die Zahnhartsubstanzen erlei-
den - trotz dem unterschiedlichen Ausdehnungskoeffizienten
von Pulpa und Dentin - keine Schmelz- oder Dentinrisse (OH
ET AL. 2005) (Abb. 3).

Kritisch ist nicht die Lagerung an sich oder der Lagerungs-
zeitraum, sondern der Einfrier- und Auftauvorgang sowie all-
fallige Temperaturschwankungen wiahrend der Lagerungszeit.
Wihrend der Kryopraservation kann es in der Pulpa zu intra-
zelluldrer Eiskristallbildung und damit zu Zellschdden kommen,
weshalb dem kryopraservativen Zusatz (Kristallisationsschutz-

Abb.1

Wurzeloberflache eines kryopréservierten und aufgetauten Pramola-
ren in der Zellkultur: Zellwachstum nach 12 Tagen.
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Abb.2  Gleicher Zahn: Zellwachstum nach 30 Tagen.

Abb.3  Prémolar nach Kryopréservation und Auftauen. Untersuchung mittels
Teilchenbeschleuniger (DAISY): keine Risse im Schmelz oder Dentin (Ausschnitt
aus dem Bereich der Schmelz-Zement-Grenze).

mittel) in den speziell verwendeten Containern grosse Bedeu-
tung zukommt. Dieses Kristallisationsschutzmittel modifiziert
die physikalischen Belastungen, denen die Zellen beim Einfrieren
und Auftauen ausgesetzt sind. Insbesondere die intrazelluldre
Eiskristallbildung wiahrend des Gefriervorgangs wird reduziert
(LEIBO 1981). Bei optimalen Bedingungen sind daher Lagerungs-
zeiten von mehreren Jahren ohne wesentlichen Qualitatsver-
lust moglich (ANDREASEN 1992). Kryopréservation von Zéhnen
konnte somit zum Aufbau von Zahnbanken dienen (OH ET AL.
2005).

Neben Pramolaren, die aus kieferorthopéddischen Griinden
entfernt werden, stellen avulsierte Zdhne (meist obere Schnei-
dezidhne) eine weitere Indikation fiir die Kryopréservation dar.
Manchmal kénnen avulsierte Zdhne weder am Unfalltag noch
an den darauf folgenden Tagen replantiert werden, weil ent-
weder schwere allgemeinmedizinische Verletzungen, die Be-
handlungsprioritdt besitzen, oder erhebliche lokale Weichge-
websverluste bestehen, die zuerst reepithelisieren miissen, bevor
eine Replantation tiberhaupt moglich ist (KRISTERSON ET AL.



1976). Eine weitere Indikation zur Kryopréservation sind Kie-
ferfrakturen mit Zdhnen im Bruchspalt. Diese miissen haufiger
vor Osteosynthese entfernt werden. Auch hier bietet sich die
Moglichkeit der Aufbewahrung solcher Ziahne mittels Kryopra-
servation und der spateren Replantation (HILLERUP 1987). Auch
bei Patienten mit Dysostosis cleidocranialis kdnnten iiberzih-
lige retinierte Zahne kryopraserviert und fiir den spateren
Gebrauch konserviert werden.

Voraussetzung fiir jede Kryopraservation mit nachfolgender
erfolgreicher Trans- bzw. Replantation ist, dass die Zdhne so ge-
webeschonend wie moglich entfernt worden sind, was insbeson-
dere bei einer Avulsion nicht immer gewahrleistet ist. Die Wur-
zeln von aus kieferorthopddischen Griinden entfernten Pramo-
laren sollten etwa zu 50-75% ausgebildet sein, um das Uberleben
der Pulpa vorhersagbar zu ermoglichen (HENRICHVARK ET AL. 1987).

Vor einer moglichen Kryopraservation miissen alle Patienten
oder deren Erziehungsberechtigte miindlich und schriftlich
ausfiihrlich tiber das Verfahren und den Umgang mit ihren
Zahnen aufgekldrt werden.

Technik der Kryopraservation

Gewebe- und zellschonendes operatives Vorgehen

Die zervikalen gingivalen Fasern werden grundsatzlich vor
Zahnentfernung mittels schmalem Skalpell durchtrennt, um
diese Strukturen weitgehend zu erhalten (Schnittwunde vs.
Rissquetschwunde). Die Zahnentfernung (Transplantatent-
nahme) erfolgt so gewebeschonend wie moglich und immer
ohne Hebel oder kippende Zangenbewegungen, was beides
zum grossflachigen parodontalen Zelltod fithren kann. Der
Zahn wird unter leichten Rotationsbewegungen oder durch
Zahnlangsextraktion (Zalex®) (PoHL 2008) entfernt. Die Wur-
zeloberflaiche darf weder mit der Zange noch mit anderen
Instrumenten tangiert werden; Zement- und Zementoblas-
tendefekte erhohen das Risiko von Wurzelresorptionen und
reduzieren die Chance einer funktionellen parodontalen Hei-
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lung (functional healing). Fiir eine mogliche Kryopraservation
werden vor allem einwurzlige Zdhne (Frontzihne, Eckzihne
und Prdmolaren) aufgrund ihrer einfacheren Wurzelanatomie
(falls spatere Wurzelkanalbehandlung erforderlich) und ihres
Platzbedarfs im Container favorisiert.

Zellphysiologischer Transport ins Labor

Der Zahn wird unmittelbar nach der Entfernung in ein zell-
physiologisches Lagerungsmedium gebracht (Dentosafe®, Fa.
Medice Arzneimittel Piitter, Iserlohn, D; SOS Zahnbox®, Fa.
Hager & Werken, Duisburg, D; Curasafe®, Healthco-Breitschmid
AG, Kriens, CH) (Eskicl 2003, FiLIPPI 2009) (Abb. 4). In einer
solchen Box kann der Zahn, komplett von Nahrmedium um-
geben, ohne Eile in ein fiir Kryoprédservation zertifiziertes Labor
oder Institut gebracht werden. Das Uberleben der Zellen auf
der Wurzeloberfliche des Zahnes (Parodontalfibroblasten,
Zementoblasten) ist fiir mindestens 24 Stunden gewihrleistet.

Zellphysiologisches Einfrieren des Zahnes

Die Vorbereitungen fiir die Kryopraservation erfolgen unter
einem sterilen Abzug. Der Zahn wird zunéchst in mehreren
mit PBS (Phosphate buffered saline, pH 7,2) gefiillten Petrischa-
len gereinigt, indem er vorsichtig durch Schwenken von an-
haftenden Proteinen und Blut gesdubert wird (Abb. 5). Der
Zahn kommt dann in ein optimiertes Zellndhrmedium (z.B.
RPMI, Ross-Park-Memorial-Institute-Medium), dem fetales Kal-
berserum (FCS, 40%) und ein kryoprotektiver Zusatz (10%
DMSO, Dimethylsulfoxid oder Glycerol) zugegeben ist. In ei-
nem fiir das Einfrieren geeigneten verschraubbaren Container
(Fa. Nunc, Inhalt 1,8 ml) wird der Zahn platziert (Abb. 6). Der
verschlossene Container wird in einen mit Isopropanol gefiill-
ten Behilter eingebracht, damit ein langsames Abkiihlen ga-
rantiert ist (Abb. 7). Dieser Behalter wird tiber Nacht in einem
Gefrierschrank gelagert und auf -70 °C heruntergekiihlt. Am
folgenden Tag wird der Container dem Behilter entnommen
und in speziellen Racks platziert, welche in fliissigem Stickstoff
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Abb.4  Die verschiedenen Zahnrettungsboxen, die in der Schweiz erhéltlich sind.
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Abb.5  Reinigung des Zahnes von anhaftenden Proteinen und Blutbestand-
teilen durch Schwenken in PBS-Losung.

Abb.6  Zur Kryopréservation geeigneter Container, der mit einem Néhrme-
dium-Kristallisationsschutzmittel-Gemisch gefllt wird.

(=196 °C) gelagert werden (Abb. 8) (SCHWARTZ 1986). Das He-
runterkiihlen kann auch vollautomatisch mit entsprechenden
Kihlautomaten erfolgen.

Zellphysiologisches Auftauen des Zahnes

Der Container wird dem fliissigen Stickstoff (-196 °C) entnom-
men. Das Auftauen geschieht in einem 37 °C warmen Wasser-
bad unter schwenkenden Bewegungen (Abb. 9). Sobald das den
Zahn umgebende Gemisch aus Zellkulturmedium und Kristal-
lisationsschutzmittel beginnt fliissig zu werden, wird der Zahn
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Abb.8 Die Container werden in Kassetten geordnet in die mit fliissigem
Stickstoff gefillten Tanks gestellt.

dem Container entnommen und in mehreren, mit PBS gefiill-
ten Petrischalen im Sinne einer Verdiinnungsreihe gereinigt.
Der Zahn wird anschliessend sofort in einer Zahnrettungsbox
bis zur sich anschliessenden Trans- oder Replantation gelagert
(Abb.10) (SCHWARTZ 1986).

Transplantation des Zahnes

Das chirurgische Vorgehen nach Kryopraservation und Auf-
tauen entspricht weitgehend dem einer sofortigen Transplan-
tation eines Zahnes (FiLIPPI 2009).



-
Abb.9  Auftauen durch Schwenken in 37 °C warmem Wasserbad.

Das Transplantatbett (Knochen und Weichgewebe) muss
jedoch aufgrund des zweizeitigen Vorgehens zunachst geschat-
fen werden. In dieser Zeit wird der Zahn tiber fiinf Minuten in
einer Tetrazyklinlosung gelagert, was bei offenem Foramen
apicale die Wahrscheinlichkeit einer Pulpanekrose deutlich re-
duziert (YANPISET ET AL. 2000). Da die parodontale Prognose
nach Kryopriservation und Transplantation mit der einer ein-
zeitigen Transplantation nahezu identisch ist (KAWASAKI ET AL.
2004), eriibrigt sich in den meisten Fallen die Verwendung
weiterer antiresorptiver regenerationsfordernder Medikamente
(Emdogain®, Straumann, Basel, CH, oder Steroide) (POHL ET AL.
2005). Ausgenommen sind hiervon kryopraservierte avulsierte
Zdahne, die das gesamte Spektrum der heute tiblichen medika-
mentosen Therapien erhalten (ANDREASEN 1992, FILIPPI 2008a).

Unabhingig von der Kryopréservation bestimmen der Fort-
schritt des Wurzelwachstums sowie der Durchmesser des Fora-
men apicale, ob eine Wurzelkanalbehandlung erforderlich ist
oder nicht. Bei wurzelunreifen Transplantaten, bei denen das
Foramen apicale einen Durchmesser von 2 mm nicht unter-
und die Linge des Wurzelkanals eine Linge von 17 mm nicht
uberschritten hat, kann zunachst auf eine Wurzelkanalbehand-
lung verzichtet werden (PRICE & CSEREPFALVI 1972, ANDREASEN
ET AL. 1995). Sollte es trotzdem nicht zu einer Revaskularisation
kommen, schliesst sich eine Wurzelkanalbehandlung im Sinne
einer Apexifikation mit MTA (Dentsply, Maillefer, Ballaigues,
CH) an. Dies setzt jedoch engmaschige klinische und radiolo-
gische Nachuntersuchungen voraus, damit das Ausbleiben einer
Revaskularisation moglichst schnell erkannt werden kann. Bei
wurzelreifen Zihnen ist keine Revaskularisation zu erwarten.
Eine Wurzelkanalbehandlung wéahrend (retrograde Stiftinser-
tion) oder bald nach der Transplantation (konventionell) ist
erforderlich. Sie sollte nicht vor der Kryopréservation gesche-
hen, da sich die Ausdehnungskoeffizienten von Dentin und
Wurzelkanalfiillmaterial unterscheiden (ANDREASEN 1992), was
Einfluss auf die spdtere Dichtigkeit der Fillung haben kann.
Fiir die sich der Transplantation anschliessende Schienung hat
sich die TTS-Schiene etabliert (Fa. Medartis, Basel, CH). Die
Schienungsdauer betrdgt nur wenige Wochen.

Engmaschige klinische (Inspektion, Zahnbeweglichkeit, Pe-
riotest, Sondierungstiefen, Bleeding on probing, Sensibilitét)
und radiologische Kontrollen miissen in den ersten zwolf Mo-
naten nach Transplantation erfolgen. Erst nach etwa einem
Jahr kann auch die Revaskularisation der Pulpa sicher diagnos-
tiziert werden. Die Risikofaktoren fiir einen Misserfolg (Pulpa-
nekrose, infektionsbedingte Wurzelresorption, invasive zervi-
kale Resorption, Ankylose) hangen grundsitzlich nicht davon
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Abb.10 Lagerung des Zahnes sofort wieder in der Zahnrettungsbox.

ab, ob die Transplantation einzeitig oder zweizeitig durchge-
fiihrt wurde (FiLIPPI 2008b).

Schlussfolgerung

Die primair jugendlichen Patienten profitieren mit der Mog-
lichkeit einer Kryopraservation ggf. zu einem spdteren Zeit-
punkt vom Erhalt eines eigenen Zahnes, der aus Griinden von
Platzmangel (Pramolaren) oder lokaler Infektion (Weisheits-
zdhne) entfernt werden musste beziehungsweise durch Unfall
oder Kieferfraktur entfernt wurde.

Solange keine klinisch relevante Moglichkeit besteht, vitale
Zdéhne im Labor zu ziichten und solange Implantate kein vita-
les Parodont induzieren konnen und somit im noch wachsen-
den Kiefer nicht inseriert werden diirfen, wird der Stellenwert
der autologen Zahntransplantation und der Kryopriservation
bei Kindern und Jugendlichen stetig steigen.

Abstract

ZIMMERLI M, Fiuippi A: Cryopreservation of teeth (in German).
Schweiz Monatsschr Zahnmed 120: 423-428 (2010)

After tooth loss dental implants or fixed prosthetic restora-
tions are not indicated in children and adolescents due to in-
complete maxillary and mandibular development. Cryopreser-
vation is a method for long-term storage of healthy teeth which
were removed for orthodontic reasons or due to traumatic
origin. These preserved teeth can be used as autogenous re-
plants or transplants after tooth loss. During transport to and
from the freezing facilities prior to freezing the teeth are stored
in a cell culture medium. The tooth is transferred into a freez-
ing tube containing cell culture medium and cryoprotectant
DMSO. Teeth autotransplanted after cryopreservation show
vitality of the PDL cells. Usually no enamel and/or dentinal
cracks can be observed. After tooth loss transplantation of
cyropreserved teeth could be an effective and biological ther-
apy for tooth replacement.
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und Frau Martha Imholz gilt unser Dank fiir die Untersuchung
kryopréaservierter Zdhne in der Zellkultur (Abb. 1 und 2).
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