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Zusammenfassung

Der Verlust des Nasenseptumknorpels (NSK) stellt die plastisch-rekonstruktive
Rhinochirurgie vor grof3e Herausforderungen. Die Rekonstruktion erfordert die autologe
Transplantation von Ohr- oder Rippenknorpel, diese ist jedoch mit mechanischen und
kosmetischen  Komplikationen  assoziiert. Ein  klnstlich  hergestelltes
Knorpelersatzmaterial, das die biologischen und biomechanischen Anforderungen
erfullt, kénnte eine potentielle therapeutische Alternative darstellen. Xenogene
dezellularisierte Extrazellularmatrix (EZM)-Verbindungen haben sich in vorherigen
Studien als mogliche Alterantiven flr Tissue Engineering Applikationen qualifiziert. In
Verbindung mit humanen Chondrozyten als Zellquelle, zeigte das Material grofles
regeneratives Potential. Allerdings ist die Verwendung von Chondrozyten durch die
geringe Verfligbarkeit und schwere Zuganglichkeit limitiert. Adipose tissue-derived
Stem Cells (ASCs) sind adulte Stammzellen, die aus Fettgewebe isoliert werden kénnen.
Aufgrund dessen stehen sie in groRen Mengen zur Verfigung und qualifizieren sich
durch ihre Stammzelleigenschaften als alternative Zellquelle fiir den artifiziellen
Knorpelersatz mit dezellularisiertem porcinem Nasenseptumknorpel (dpNSK). Ziel
dieser Arbeit war es dpNSK mit ASCs zu besiedeln und die Zell-Matrix Interaktionen im
Hinblick auf die Eignung als Knorpelersatzmaterial zu evaluieren.

Dafiir wurden zuerst ASCs aus humanem Fettgewebe isoliert und die
Stammzelleigenschaften (Multipotenz und klonogenes Potential) demonstriert, sowie
die typischen Oberflachenmarker (CD29, CD105, CD44, CD13, CD90, CD45, CD235a und
CD31) in der Durchflusszytometrie analysiert. AnschlieRend wurden ASCs auf dpNSK-
Stanzbiopsien ausgesiat und mit einem kommerziell erhdltlichem Nadhrmedium
chondrogen induziert. Parallel dazu wurde eine Kontrollgruppe unter identischen
Bedingungen in Standardkulturmedium kultiviert. Der Begriff ,Interaktion” wurde auf
die Zelladhasion, -distribution, -vitalitat, -proliferation, -invasion und -differenzierung
festgelegt und mit biochemischen Assays (alamarBlue, PicoGreen, DMMB) und
histologischen Farbungen (Live-Dead, DAPI/ Phalloidin, Alcian Blau/ Kernechtrot)
evaluiert. Da dpNSK als EZM-Verbindung die histologische Organisation von humanem
NSK aufweist, konnten innerhalb des Scaffolds verschiedene Zonen identifiziert werden,
die sich durch die 3D-Struktur und Zusammensetzung der EZM-Inhaltsstoffe
unterscheiden. Ausgehend von den verschiedenen Phanotypen der Chondrozyten im
nativen Knorpel konnten drei Zonen identifiziert werden: Die superfizielle
Proliferationszone, die intermedidre Transitzone und die zentrale Hypertrophiezone.
Um den Einfluss der EZM-Zone auf das Stammzellschicksal zu untersuchen wurden in
einem weiteren Teil dieser Arbeit ASCs direkt auf der superfiziellen oder zentralen Zone
von dpNSK kultiviert und chondrogen induziert. AnschlieRend wurden die
Zelleigenschaften auf den beiden Zonen anhand der oben aufgefiihrten Methoden und
auf der Ebene der Genexpression mittels qPCR untersucht und verglichen.



Im Experiment konnte dpNSK als ein geeignetes Habitat fur ASCs identifiziert werden,
das die metabolische Aktivitat der Stammzellen unterstiitzt und Zellteilung ermdoglicht.
Unter der Stimulation mit chondrogenen Wachstumsfaktoren wurde zudem eine
signifikante chondrogene Differenzierung innerhalb des Scaffolds beobachtet. Die ASCs
zeigten somit vergleichbare Eigenschaften auf dpNSK wie humane nasale Chondrozyten
in vorherigen Studien und stellen eine alternative Zellquelle, oder einen moglichen
Partner fir eine Co-Kultur fir die zellbasierte Knorpelregeneration des NSK dar.
Allerdings ist eine Erhéhung der Matrixporositat notwendig, um die Zellinvasion in
tiefere Schichten des Scaffolds zu verbessern und eine Durchwanderung zu erreichen.

Bei der direkten Besiedlung der verschiedenen dpNSK-Zonen konnte eine hdhere
Proliferation und die Elevation friiher Chondrogenese- und Faserknorpelmarker (COL1A,
COL2A1, ITGA10, ITGA11) bei ASCs auf der superfiziellen Zone beobachtet werden. ASCs,
die auf der zentralen Zone kultiviert wurden, zeichneten sich durch eine statistisch
signifikant hohere GAG-Produktion und die Hochregulierung von Hypertrophiemarkern
(MMP13, COLX) aus. Zudem konnte durch die direkte Besiedlung der zentralen Zone die
Zellinvasion deutlich verbessert werden. Die verschiedenen EZM-Zonen modulierten
somit die Stammzellaktivitdt von ASCs auf dpNSK und die Zellen adaptierten einige
zonen-spezifische Zellmerkmale von nativen Chondrozyten.

Die Erkenntnis, dass das Schicksal der ASCs durch die zonale 3D-Architektur und die
Zusammensetzung der EZM-Makromolekile des Scaffolds in unterschiedliche
Richtungen beeinflusst werden kann, ist von hoher Relevanz flr weitere Tissue
Engineering Applikationen, insbesondere fiir moderne 3D-Druckverfahren. Weitere
Studien sind notwendig, um die ausschlaggebenden Faktoren in der Matrixorganisation
zu identifizieren, um so langfristig gesehen den Herstellungsprozess eines
biomimetischen und histologisch-organisierten Knorpelersatzmaterials zu optimieren.
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1.Einleitung

1.1. Form und Funktion der Nase

Die menschliche Nase gehort funktionell zu den oberen Atemwegen und spielt eine
wichtige Rolle in der Physiologie der Atmung. Durch ihre zentrale Position ist sie zudem
eine wichtige anatomische Landmarke in der Gesichtsasthetik und haufig die erste
Struktur die dem Gegeniiber ins Auge fallt [1,2].

Anatomisch kann man die Nase in die Innere (Nasus internus) und AuRRere Nase (Nasus
externus) einteilen. Die Basis bildet das knocherne Nasenskelett das sich aus sieben
Schadelknochen (Os nasale, Os ethmoidale, Os lacrimale, Maxilla, Os frontale, Os
palatinum, Vomer) zusammensetzt [2,3].

Die duBere Nase wird zusatzlich durch den flexiblen Nasenknorpel gebildet. Dabei
unterscheidet man zwischen den paarigen Fligelknorpeln (Cartilago alaris major), den
Dreiecksknorpeln (Cartilago nasi lateralis), den Sesamknorpeln (Cartilago alaris minor)
und dem einzelnem Septumknorpel (Cartilago septi nasi) (Abb. 1). Dem Knorpel kommt
dabei eine formgebende und schutzspendende Funktion zu [2]. Durch die Flexibilitat des
Knorpels reduziert sich das Verletzungsrisiko der Nase.

Der hyaline Septumknorpel separiert zusammen mit dem kndchernen Teil des
Nasenseptums (Vomer und Lamina perpendicularis des Os ethmoidale) die Nasenhohle
vertikal in zwei Raume. Durch diese zentrale Position ist er von erheblicher Bedeutung
flir die Formgebung der Nase und die Offenhaltung der nasalen Atemwege [4].

Dreiecksknorpel

Fligelknorpel

Septumknorpel

Abbildung 1) Das Knorpelgerist der Nase.
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1.2. Der Verlust des Nasenseptumknorpels und
Rekonstruktive Mallnahmen

Durch die Lage der Nase als ,Sonnenterrasse” ist diese besonders fiir die Entstehung
von Nicht-Melanom Hauttumoren (NMHT) pradestiniert. NMHT sind die haufigste
Krebsform der weillen Bevolkerung weltweit [5]. Die Inzidenz ist trotz erhdhter
praventiver Bemiihungen nach wie vor steigend [6-9]. Die Tumorexizision kann bei
fortgeschrittenem Befund zu einem partiellen oder totalen Verlust des
Nasenseptumknorpels fihren [10]. Weiterhin kdnnen Traumata der Schadelbasis und
nasale Deformierungen (u.a. Septumdeviationen) je nach Ausprdgung des Befundes
eine Rekonstruktion des Knorpels erforderlich machen. Seltenere Ursachen fir die
Destruktion des Septums sind Autoimmunerkrankungen (Sattelnase bei Granulomatose
mit Polyangiitis), Infektionen (u.a. bei der Tertidren Syphilis) und die nasale Inhalation
toxischer Substanzen (z.B. Kokain) [11-15].

Der therapeutische Goldstandard zur Rekonstruktion des Nasenseptumknorpels ist die
autologe Knorpeltransplantation von Ohr- oder Rippenknorpel. Bei einer simultanen
Destruktion des Haut-Weichteilmantels (z.B. durch NMHT) wird dieser Eingriff in der
Regel mit einer Nasolabial- oder Stirnlappenplastik (Abb. 3) kombiniert [10]. Neben den
allgemeinen Komplikationen einer Rhinoplastik, wie Infektionen,
Wundheilungsstorungen und Schmerzen, sind auch Hebedefekte an der
Knorpelentnahmestelle moglich [16]. Bei der Entnahme von Rippenknorpel kann dies zu
Thoraxdeformitaten mit funktionellen Problemen, wie einem Pneumothorax fihren
[17]. AuBerdem konnen im Verlauf dsthetisch unbefriedigende Ergebnisse, zum Beispiel
durch die Verbiegung des Knorpels entstehen (Abb. 2) [18]. All diese Komplikationen
konnen Revisionseingriffe nach sich ziehen, die die Komplikationsrate und
Krankenhausverweildauer erhéhen.

Ein funktionelles Knorpelersatzmaterial kénnte eine potentielle Alternative zu einem
autologen Knorpeltransplantat darstellen. Synthetika wie Gore-Tex und Silikone
konnten die biologischen und biomechanischen Anforderungen an solch ein Material
bislang nicht erfillen - bei der Verwendung wurden Entziindungen,
AbstolRungsreaktionen und Verformungen beobachtet [18-20]. Zellbasierte Therapien,
die auf die Anregung korpereigener Regenerations- und Reparaturprozesse setzen,
stellen eine vielversprechende Maoglichkeit zur Umgehung solcher Komplikationen dar.
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Abbildung 2) Komplikationen bei einer autologen Knorpeltransplantation.

Bild a zeigt eine Schiefnase durch verbogenen Rippenknorpel 8 Wochen nach der Operation.
Bild b zeigt den Knorpel nach seiner Entfernung.

Grafiken aus Rettinger G. Risiken und Komplikationen der Rhinoplastik; Laryngo—Rhino-Otologie
2007; 86:.40-54; Mit freundlicher Genehmigung des Thieme Verlags.

Abbildung 3) Rekonstruktion des Fliigel-
und Septumknorpels mit Auricularknorpel.
Diese intraoperativen Aufnahmen zeigen
die Entnahme des Auricularknorpels aus
dem linken Ohr (a) der Patientin.
AnschlieBend wurde der Knorpel passend
zugeschnitten und mit lokalen Nahten
fixiert (b). Uber dieses Knorpelgeriist
wurde anschlieBend eine paramediane
Stirnlappenplastik (c) zur Deckung des
Haut-Weichteildefektes gelegt und
eingendht. Die  Durchtrennung des
Lappenstils und asthetische Anpassung
erfolgt zu einem spateren Zeitpunkt, nach
sorgfaltiger Prifung der Vitalitat der
Lappenplastik.

1.3. Knorpel: Einteilung, Aufbau und Entwicklung

Knorpelgewebe ist eine spezialisierte Form des Bindegewebes und somit
mesenchymaler Herkunft. Man unterscheidet je nach der Zusammensetzung des
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Knorpels zwischen hyalinen, elastischen und Faserknorpel. Hyaliner Knorpel findet sich
an den Gelenkflachen aller Diarthrosen in Form des Gelenkknorpels. Alle weiteren

Lokalisationen sind in der Tab. 1 aufgefiihrt [21].

Hyaliner Knorpel Elastischer Knorpel Faserknorpel

Vorkommen Gelenkknorpel Ohrmuschel Menisci
Nasenknorpel AuRerer Gehérgang  Bandscheiben
Trachea Eustachische Rohre  Symphysis pubica
Rippenknorpel Epiglottis Labrum acetabulare
Praformiertes Cartilago corniculata Labrum glenoidale
Skelett wdhrend Kleine Bronchien Ubergangsweise bei
der chondralen Ligamentum flavum der sekundaren
Osteogenese Knochenheilung

Funktion Druckelastisch Druck- und Druckfest

Biegeelastisch
Perichondrium Ja Ja Nein
Kollagen Vor Allem Kollagen Vor Allem Kollagen Vor allem Kollagen

Besonderheiten

Typ Il

Gelenkknorpel hat

Typ Il + Elastische
Fasern
Besonders Zellreich

Typ | + Kollagen Typ Il

Zellarm, Entwicklung

in der Kom- kein und von elastischen aus straffem Binde-
position Perichondrium Fasern durchzogen  gewebe, in dem sich
die Fibroblasten unter
Druck- und Zugbe-
lastung zu Chondro-

zyten differenzieren

Tabelle 1) Unterteilung und Lokalisation von Knorpel.

besteht und deren Vorlduferzellen den

Chondroblasten, sowie der von den Zellen sezernierten Extrazelluldrmatrix (EZM). Die

Knorpelgewebe aus Chondrozyten
direkt an die Chondrozyten angrenzende Matrix wird auch als Perizellularmatrix (PZM)
bezeichnet [22]. Knorpel wird von einem Perichondrium umgeben, das sich aus einer
duBeren bindegewebigen Faserschicht (Stratum fibrosum) und einer inneren zellreichen
Schicht (Stratum chondrogenicum oder Stratum cellare) besteht. Das Stratum
chondrogenicum ist dabei der Ausgangsort der Regeneration und beherbergt
undifferenzierte mesenchymale Stammzellen die sich zu Chondroblasten differenzieren
konnen [23]. Da Knorpel kapillarfrei ist, erfolgt die Erndahrung der Chondrozyten Uber
Diffusion von dem durchbluteten Perichondrium ausgehend [24]. Aufgrund dessen
besitzt

mesenchymalen Ursprunges, eine schlechte intrinsische Spontanheilungskapazitat [25—

Knorpelgewebe, im Gegensatz zu den meisten anderen Geweben

27]. Chondrogenes Wachstum erfolgt entweder appositionell aus dem peripheren
Perichondrium, oder interstitiell durch die Vermehrung der Zellen und ihrer
interzellularen Substanz.
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Chondrozyten liegen von einer Kapsel umgeben in einer Knorpelhdhle. Der
Zusammenschluss aus Chondrozyt und umgebender PZM wird als Chondron bezeichnet
[28-30]. Umgeben werden diese Chondrone von dem stark basophilen Knorpelhof, mit
einem deutlich erhohten Gehalt an Chondroitinsulfat. Ein einzelnes Chondron und der
umgebende Knorpelhof wird als Territorium bezeichnet. Die Substanz zwischen den
einzelnen Territorien, wird demnach als interterritoriale Substanz bezeichnet.

Wahrend der Entwicklung des Menschen wird zundchst ein Primordialskelett aus
Knorpel geformt, das dann durch das Einwandern von BlutgefaRen und Osteoblasten zu
Knochen umgebaut wird. Diesen Prozess bezeichnet man als chondrale (indirekte)
Osteogenese [31].

1.4. Der Nasenseptumknorpel: Mikroskopisch und
Makroskopisch

Der durchschnittliche Nasenseptumknorpel in der weillen Bevdlkerungist 2,6 (+ 0,3) cm
hoch und 3,1 (+ 0,4) cm lang. Die Breite des Septumknorpels variiert stark. An der
breitesten Stelle ist dieser im Durchschnitt 2,7 (+ 0,1) mm breit. Der intermedidre Wert
betragt 2,0 (£ 0,2) mm und der Wert an der schmalsten Stelle betragt 1,2 (£ 0,1) mm [4].

Der Nasenseptumknorpel ist ein hyaliner Knorpel, der sich aus Chondrozyten und der
umgebenden Extrazellularmatrix (EZM) zusammensetzt. Im Folgenden wird im
Einzelnen auf die zelluldren und extrazelluldren Bestandteile eingegangen.

1.4.1. Zellulare Bestandteile des Nasenseptumknorpels

Popko et al. konnte mithilfe einer Mallory-Cason Farbung nachweisen, dass sich die
Chondrozyten Grofle und Verteilung innerhalb des Septumknorpels in verschiedene
Zonen gliedert [32]. Dabei konnten drei unterschiedliche Zonen identifiziert werden,
wobei zwischen den Zonen ein flieRender Ubergang stattfindet.

In der peripheren Zone finden sich zahlreiche, kleine, flache und parallel zur Oberflache
angeordnete Zellen. Da die Regeneration von peripher nach zentral erfolgt, handelt es
sich hierbei um jlingere Zellen [32]. Die Intermedidre Zone zeichnet sich durch weniger
zahlreiche, ovaloide Zellen aus, die sich eher senkrecht zur Oberflache orientieren. In
der zentralen Zone findet sich nur vereinzelt Chondrozyten. Diese sind rund, hypertroph
und in Gruppen angeordnet (Abb. 4) [32,33].

Zusammenfassend kann man also festhalten, dass die Zelldichte von peripher nach
zentral abnimmt und sich die Chondrozyten mit zunehmendem Alter von einem flachen
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zu einem runden Phanotyp entwickeln. Wahrend dieser Entwicklung drehen sich die
Chondrozyten um circa 90° von einer transversalen in eine sagittale Ausrichtung [32].
Eine biochemische Analyse des humanen Nasenseptumknorpels mit 33 Patienten ergab
eine durchschnittliche Zahl von 24,9 Millionen Chondrozyten pro Gram feuchten
Knorpel [34].

Eine Besonderheit der nasalen Chondrozyten ist, dass sie im Vergleich zu artikularen
Chondrozyten ca. viermal schneller proliferieren und eine EZM mit signifikant hoherer
Konzentration an Kollagen Typ Il und Glykosaminoglykanen (GAG) produzieren [35].

1.4.2. Extrazellulare Bestandteile des Nasenseptumknorpels

Die EZM des Nasenseptumknorpels wird von den Chondrozyten gebildet [36]. Sie
besteht durchschnittlich aus 77,7 % Wasser [34]. Die festen Bestandteile werden
hauptsachlich aus Strukturproteinen wie Kollagen Typ Il (7,7 % des Gesamtgewichtes)
und Proteoglykanen (PG), wie Chondroitin-4-Sulfat, gebildet [34,37]. Die PG setzen sich
dabei aus sulfatierten GAG (sGAG) und einem Proteingeriist zusammen. Die sGAG
machen ein Gesamtgewicht von 2,9 % aus [34]. Aggrecan macht den groBten Anteil der
PG aus und bildet mit Hyaluronsdure groBe Aggregate. Die Kollagenfibrillen sind in
diesen Aggregaten vernetzt und werden durch diese stabilisiert. Somit spielen die PG
eine wichtige Rolle fir die mechanische Integritat des Nasenseptumknorpels [37].

Bei der Zusammensetzung der EZM des Septumknorpels konnten Popko et al. zonale
Unterschiede feststellen. Dabei fallt auf, das der Kollagen Typ Il Anteil peripher
vergleichsweise hoher und homogener ausfallt [32]. Zudem findet sich eine perilakunare
Anreicherung des Kollagen Typ Il in der zentralen Zone [33]. Kollagen Typ | kommt
typischerweise im hyalinen Knorpel nicht vor, l3dsst sich aber im umgebenden
Perichondrium nachweisen. Des weiterem konnte durch eine Herovici Farbung
zwischen jungem und altem Kollagen differenziert werden. Ahnlich wie bei den
Chondrozyten nimmt auch das Alter des Kollagens im Septumknorpel von peripher nach
zentral zu [32]. De facto sind somit die peripheren, jlingeren Chondrozyten von jungem
Kollagen Typ Il umgeben, das sich in der Farbung hellblau darstellt, vice versa verhalt es
sich mit den dlteren Chondrozyten, deren umgebende Matrix sich rétlich anfarbt.

Wiggenhauser et al. konnte durch eine Alcian Blau Farbung die Verteilung der GAG im
humanen Nasenseptumknorpel demonstrieren (Abb. 4) [33]. Alcian Blau farbt GAG bei
niedrigem pH-Wert cyan-blau [38]. Hierbei fallt ein dhnliche Verteilung der GAG wie von
Kollagen Typ Il auf: Beide EZM-Komponenten zeigen ein homogenes Muster in der
peripheren und intermedidren Zone und eine heterogene, intensivere und palisaden-
artig organisierte Verteilung in der zentralen Zone [33]. In immunhistochemischen
Farbungen auf das Cartilage Oligomeric Matrix Protein (COMP) zeigte sich ebenfalls eine
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ahnliche Anordnung wie in der Alcian Blau Farbung. Zudem war eine perizelluldre
Anreicherung von COMP zu beobachten [33]. COMP ist ein nicht-kollagenes
Matrixprotein aus der Gruppe der Thrombospondine und als solches fir Zell-Matrix und
Zell-Zell Interaktionen mitverantwortlich [39,40]. In einer weiteren
immunohistochemischen Farbung auf Matrilin-3, einem weiteren nicht-kollagenem
EZM-Protein, zeigte sich ein diffuses Verteilungsmuster im Querschnitt des
Nasenseptumknorpels mit erhéhter immunoreaktiven Aktivitat in der superfiziellen-
interterritorialen und perizellularen Zone. Matrilin-3 spielt ebenfalls eine wichtige Rolle
bei der Formierung des komplexen Zell-Matrix Netzwerkes [41,42].

Abbildung 4) Querschnitt durch eine
humane Nasenscheidewand.
In der Alcian Blau Farbung zeigen sich
deutliche Unterschiede in der
intermediate histologischen Organisation der Zonen. Es
wird folgendes dargestellt: Saule aus
hypertrophierenden Chondrozyten
(Ellipse), flache regenerative Zellen parallel
zur Oberflache (Ellipse gestrichelt), zelllose
central zentrale EZM mit versprengten
hypertrophen Chondrozyten (Pfeil) (Balken
=200 um).
Grafik aus Wiggenhauser et al. The
distribution patterns of COMP and matrilin-
intermediate 3 in septal, alar and triangular cartilages of
the human nose; Histochemistry and Cell
Biology (2018) 150:291-30. Mit
freundlicher Genehmigung von Springer-

superficial Nature.

superficial
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1.4.3. Biomechanik des Nasenseptumknorpels

Bei der Biomechanik des Nasenseptumknorpels ist von einer Anisotropie auszugehen.
Diese wird hauptsachlich durch die inhomogene Ausrichtung und Zusammensetzung der
extrazelluldren Bestandteile des Knorpels in den verschiedenen Zonen gebildet [43]. Der
Elastizitatskoeffizient und die Permeabilitat des Nasenseptumknorpels sind Abhangig
von der Hohe der Kompression und der Kraftausrichtung (horizontal vs. vertikal) auf den
Knorpel. Die Arbeitsgruppe von Wiggenhauser et al. konnte eine Permeabilitat von 1,5
x 10> m*#/ Ns bis 0,6 x 10> m%/Ns und einen Elastizitdtskoeffizienten (E-Modul) von
0,49 MPa bis 0,77 MPa in einer Studie mit Nasenseptumknorpel von 10 Spendern
berechnen [43].
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1.5. Zell-Matrix Interaktionen

EZM ist eine dynamische Umgebung die einerseits von den Zellen gebildet wird und
andererseits durch ihre biochemischen, biophysischen und biomechanischen
Eigenschaften dazu in der Lage ist das Zellverhalten zu beeinflussen [44]. Es findet also
eine permanente Kommunikation zwischen Zellen und Matrix statt.

Unter biochemischen Einfliissen wird die direkte oder indirekte Interaktion (iber
Oberflachenrezeptoren und Wachstumsfaktoren verstanden [45]. Physikalische
Einflisse bezeichnen die Porositat, Rigiditat, Loslichkeit und Topographie der EZM. Diese
sind in der Lage Teilung, Migration und Polaritdt von Zellen zu beeinflussen [44,46].
Mechanotransduktion Uber Matrixsteifheit und dullere Krafte werden als
biomechanische Einflisse zusammengefasst [47,48].

Zell-Matrix Interaktionen finden in allen Geweben des Korpers statt und spielen in der
Embryologie eine entscheidende Rolle [47]. Die Hauptinteraktion vermittelt dabei die
direkt an die Zellen angrenzende PZM und ihre Inhaltsstoffe [29,49].

Knorpelgewebe stellt hierbei keine Ausnahme dar: Vorherige Studien konnten zeigen,
dass Chondrozyten in einer 2D Umgebung anfangen zu dedifferenzieren und einen
fibroblastenartigen Phdanotyp annehmen. Diese Verdanderungen werden von einer
Herunterregulierung von knorpelspezifischen Genen (Kollagen Typ I, Aggrecan) und der
EZM Sekretion begleitet. Fibroblasten-typische Marker wie Kollagen Typ | werden dabei
hochreguliert [50-52]. Dieser Prozess kann in dreidimensionaler Kultivierung wieder
umgekehrt werden [53]. Dies ist ein Beispiel fur biophysische Interaktion zwischen den
Chondrozyten und der EZM.

Pathologische Verdanderungen des Knorpels, wie sie bei Arthritis und Arthrose
vorkommen, eignen sich gut zur Demonstration von biochemischen und
biomechanischen Zell-Matrix Interaktionen: Beispielsweise konnte ein Zusammenhang
zwischen pathologisch veranderter Hyaluronsaure und Knorpeldegeneration bei
Arthritis hergestellt werden [30,54]. In physiologischen Verhaltnissen wird
Hyaluronsdaure an der inneren Zellmembran der Chondrozyten produziert und
anschliefend in die EZM freigesetzt. Dort kommt es zur Interaktion mit TLR-4 und CD44
Rezeptoren, die die Zellhomodostase gewahrleisten. In pathologischen Verhadltnissen
wird die Hyaluronsdure von hydrolytischen Enzymen und reaktiven Sauerstoffspezies zu
kleinen Fragmenten degradiert. Diese kleinen Hyaluronfragmente interagieren
wiederrum mit TLR-4 und CD44 und aktivieren (iber andere Signalwege NF-kB, das im
Zellnukleus die Transkription weiterer schadigender Mediatoren initiiert [54]. NF-kB gilt
als kritischer Faktor fir die Entstehungen von rheumatoider Arthritis und Arthrose [55].
Giulak et al. bezeichnet Arthrose als Krankheit der PZM, deren Pathologie zu einer
Veranderung der Chondrozyten Morphologie fiihrt [56].
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Neben den biochemischen tragen auch biomechanische Zell-Matrix Interaktionen zur
Entstehung von Arthrose bei [57]. Folkman et al. konnte zeigen, dass die Zellform ein
potenter Regulator fur das Zellwachstum und die Physiologie ist, eine Verformung durch
physikalische Krafte kann also zu einer Anderung des Zellverhaltens fiihren [58]. Solche
Stimuli spielen in der Embryologie und in der Stammzelldifferenzierung eine groRe Rolle.
Donald Ingber identifizierte 1991 Integrine, als hauptverantwortliche Mediatoren der
Mechanotransduktion [59]. Integrine sind Transmembranproteine die neben der Zell-
Matrix Interaktion auch fir Zell-Zell Interaktion von Bedeutung sind [60,61].

1.6. Tissue Engineering

Tissue Engineering bezeichnet ein interdisziplindres Feld, das Prinzipien der
Naturwissenschaften und des Ingenieurwesen verbindet und das Ziel hat ein
biologisches Substitut herzustellen, welches verletztes Gewebe oder ganze Organe
wiederherstellt, ersetzt oder verbessert [62].

Flr den Herstellungsprozess werden klassischerweise Zellen mit einem Gerist (Scaffold)
und spezifischen Wachstumsfaktoren kombiniert, um so das gewiinschte Gewebe zu
kreieren und zu vervielfaltigen [63,64].

In den letzten 30 Jahren konnten in verschiedensten medizinischen Bereichen
Fortschritte in diesem Forschungsfeld verzeichnet werden: Neben verschiedenen
erfolgreichen Ansatzen im Tissue Engineering von Blutgefdllen, konnte im Jahr 1999 die
erste De Novo Rekonstruktion einer Saugetier-Harnblase erfolgreich durchgefiihrt
werden [65,66]. Somit wurde das erste funktionelle Organ durch Tissue Engineering im
Labor hergestellt.

1.6.1. Chondrogenes Tissue Engineering

Auch das chondrogene Tissue Engineering folgt dem Prinzip, dass Zellen und ein
biologisch und biomechanisch geeignetes Gerlist miteinander kombiniert werden (Abb.
5) [25,63]. Im Gegensatz zu vaskularisierten Geweben oder Organen, hat Knorpel jedoch
den Vorteil, dass er liber Diffusion aus der Peripherie ernahrt wird [24]. Dieser Umstand
vereinfacht die Komplexitdt des Engineering Prozesses erheblich. Dies bedeutet
allerdings auch, dass in der spateren klinischen Anwendung, das fertige Konstrukt von
einem gut vaskularisierten Gewebe umgeben sein muss, um die Ernahrung und das
Uberleben zu gewihrleisten [67]. Zusatzlich ist die lymphatische und nervése
Versorgung von Knorpel limitiert, daher wird von einem immunologischen Vorteil bei
der Knorpeltransplantation im Vergleich zu anderen Kérpergeweben ausgegangen [68].
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Abbildung 5) Der Tissue Engineering Prozess von Nasenknorpel.
Grafik aus Lavernia et al. Towards tissue-engineering of nasal cartilages; Acta biomaterialia 88
(2019): 42-56. Mit freundlicher Genehmigung des Elsevier Verlags.

Bereits 1992 wurden erste grundsatzliche Erkenntnisse im chondrogenen Tissue
Engineering gewonnen: Buschmann et al. konnte zeigen das Chondrozyten eine
knorpelartige EZM in einem Agarose Gel bilden kdnnen [36]. Seitdem wurden viele
verschiedene Studien mit unterschiedlichsten Zellen und Materialien publiziert [68—-70].

Im Folgenden soll genauer auf die verschiedenen Zellquellen und Scaffold-Materialien
eingegangen werden, die beim Tissue Engineering von Knorpel Verwendung finden:

1.6.2. Zellen

Neben dem Scaffold ist eine geeignete Zellquelle die absolute Grundvoraussetzung fiir
erfolgreiches Tissue Engineering [71]. Die Zellen missen vital, leicht verflgbar,
manipulierbar, nicht immunogen und tumorgen sein. Fir chondrogenes Tissue
Engineering werden in der Regel entweder Mesenchymale Stammzellen (MSCs) oder
Chondrozyten verwendet [71].

1.6.2.1. Chondrozyten

Humane Chondrozyten kénnen aus Knorpelgewebe mit verschiedenen Methoden
isoliert werden. Dazu zahlen die mechanische und die enzymatische Isolation [72,73].
Allerdings ist Knorpelgewebe nur begrenzt verfligbar und nicht leicht zuganglich, dies
limitiert den Einsatz von Chondrozyten in der Regenerativen Medizin [67].

1.6.2.2. Mesenchymale Stammzellen (MSCs)

Stammzellen sind undifferenzierte Zellen, die die Fahigkeit zur Selbsterneuerung
besitzen (klonogenes Potential) und sich unter bestimmten Bedingungen in
spezialisierte Zellen entwickeln kénnen [74,75].
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Innerhalb dieser Definition kann genauer zwischen den unterschiedlichen
Stammzellpotenzen differenziert werden. Diese sind in der folgenden Tabelle

aufgelistet:
Potenz Fahigkeit
Totipotent Bildung eines vollstandigen
Organismus
Pluripotent Bildung verschiedener Zellen aller drei
Keimblatter
Multipotent Bildung verschiedener Zellen eines
Keimblattes

Tabelle 2) Stammzellpotenzen.

Im Wesentlichen kann man die Stammzellen in zwei groBe Gruppen unterteilen. Die
embryonalen und die postnatalen (adulten) Stammzellen. Die embryonale Stammzelle
bezeichnet eine pluripotente Stammzelle, die der inneren Zellmasse der Blastocyste
entstammt und zur Differenzierung von Zelltypen aller drei Keimblatter (Endoderm,
Mesoderm und Ektoderm) befahigt ist [76,77].

Die adulte Stammzelle hingegen wird aus postnatalen Gewebe gewonnen. Im Jahr 1963
konnten Till und McCulloch et al. erstmals die Prasenz einer Zelle mit der Fahigkeit zur
Selbsterneuerung im Knochenmark von Mausen beschreiben und postulierten diese
Zellgruppe als regenerative Stammzellen [77,78]. Heute bezeichnen wir diese Zellen als
Hamatopoetische Stammzellen (HSCs) [77]. 1968 gelang Friedenstein et al. die
Entdeckung der MSCs ebenfalls im Knochenmark [79].

MSCs sind Vorlduferzellen des Bindegewebes, die sich haufig teilen und deren
Nachkommen sich in verschiedene Formen des Bindegewebes entwickeln kdnnen
[80,81]. Diese Zellpopulation gilt somit als multipotent [82]. In den letzten Jahren
konnten allerdings durch verschiedene Autoren demonstriert werden, dass MSCs auch
Tendenzen dazu zeigen sich in Zelllinien die aus dem Endoderm (u.a. Hepatozyten) und
Ektoderm (u.a. Neurone, Schwannzellen, Oligodendrozyten) entstammen, zu
differenzieren [83,84]. Die Neuronen und Gliazellen zeigten allerdings nicht alle
Eigenschaften von reifen Zellen [85]. Somit wird teilweise von einer Pluripotenz dieser
Zellpopulation ausgegangen, allerdings ist diese Frage noch nicht abschlieRend geklart
[77,86,87].

Als gesichert gilt, dass MSCs in Osteozyten, Adipozyten, Chondrozyten, Myozyten und
Tenozyten differenzieren konnen [88-92].

Seit ihrer initialen Entdeckung im Jahr 1968 konnten MSCs auch in verschiedenen
anderen Geweben des postnatalen Organismus gefunden und daraus isoliert werden.
Dazu zdhlen das Fettgewebe, Blut, Amnion Flissigkeit, Haut, Knochenmark, Periost,
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Plazenta, Infrapatellarer Fettkérper, Muskel, Nabelschnur-Synovia und der
Trabekelknochen [86,92-97].

MSCs als Stammzellen des adulten Organismus, haben die Funktion das Gewebe zu
erneuern und bei Verletzung zu regenerieren [98,99]. Des Weiteren werden den Zellen
immunmodulatorische und sekretorische Fahigkeiten zugeschrieben [100,101].

In der Literatur sind meistens die MSCs aus dem Knochenmark (bmMSCs) gemeint,
wenn von MSCs gesprochen wird. Allerdings hat sich in den letzten Jahren der
Forschungsfokus zunehmend auf die MSC die aus Fettgewebe isoliert werden, die
Adipose tissue-derived Stem Cells (ASCs) verlagert.

1.6.2.3. Adipose tissue-derived Stem Cells (ASCs)

Im Jahr 2001 konnte Zuk et al. erstmal eine Stammzellpopulation im Fettgewebe
identifizieren und erfolgreich daraus isolieren [82,94]. Die sogenannten ASCs sind Zellen
mit der Qualitdt einer MSC und sind innerhalb des Fettgewebes in einem speziellen
Mikrohabitat zu finden, der sogenannten Stammazell-Nische [102]. Dort liegen sie in
einem ,Standby-Modus” vor, bis sie durch &duBere Einflisse, Uber Zell-Matrix
Interaktionen zur Proliferation oder Differenzierung angeregt werden [102-104].

ASCs sind im Gegensatz zu vielen anderen Formen der MSCs, besonders leicht
verfligbar, denn die Entnahme Uiber eine Liposuktion erfordert in der Regel nur eine
lokale Anadsthesie [105,106]. Des Weiteren stehen ASCs als Bestandteil des Fettgewebes
in groBer Menge zur Verfligung.

Die minimalen Kriterien zur Definition wurden von der ,International Federation of
Adipose Therapeutics and International Society for Cellular Therapy” folgendermalien
festgelegt und hier vereinfacht dargestellt:

Die isolierten Zellen miissen
1) plastikadhdrent sein
2) die Fahigkeit zur Selbsterneuerung besitzen
3) multipotentes Differenzierungspotential (adipogen, osteogen und chondrogen)
aufweisen
4) spezifische Oberflachenmarker exprimieren:
a. >80 % positiv flr: CD13, CD29, CD44, CD73, CD90, CD105
b. <2 % positiv fur: CD31, CD45, CD235a [107,108].

ASCs und bmMSCs haben viele Gemeinsamkeiten und weisen dhnliche regenerative
Eigenschaften auf [109]. Ein vereinfachter Vergleich ist in Tabelle 3 dargestellt.



26

bmMSCs ASCs Referenz
Phanotyp in 2D Fibroblastenartig Fibroblastenartig [110,111]
Chondrogenes +++ ++ [110]
Differenzierungsverhalten
Adipogenes +++ +++ [110]
Differenzierungsverhalten
Osteogenes +++ ++ [110]
Differenzierungsverhalten
Kumulative 13,7+0,5h 17,2+0,3 h [110]
Populationsverdopplungszeit
Aufwand der Isolation Mittel Einfach [109,112]

Tabelle 3) Unterschiede und Gemeinsamkeiten von ASCs und bmMSCs.

ASCs werden klassischerweise mittels einer Kollagenase aus dem Lipoaspirat des
Patienten als zelluldrer Bestandteilen der Stromal Vascular Fraction (SVF) isoliert
[80,107]. Die SVF enthalt neben den ASCs auch Populationen von Fibroblasten,
Endothelzellen, glatten Muskelzellen, Perizyten und verschiedene Immunzellen [113].
Durch die Plastik-adhdrenz der ASCs und die spezifischen Oberflachenmarker kann man
diese nach einigen Tagen in Kultur von den restlichen Zellen der SVF separieren
[113,114].

ASC-Eigenschaften konnen durch verschiedene Charakteristika des Spenders (Alter,
Geschlecht, BMI), sowie durch die Entnahmestelle und Verarbeitung des Fettgewebes
[115-120]. Daher
Patientenkollektives und eine weitestgehend identische Methodik essentiell fir die
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse [121].

beeinflusst werden ist eine genaue Charakterisierung des

Dank ihrer Eigenschaften als Stammzellen und Immunmodulatoren sowie der einfachen
Zuganglichkeit und hohen Bioverfiigbarkeit eignen sich die Fettgewebsstammzellen
hervorragend fir verschiedene Applikationen in der Regenerativen Medizin, wozu auch
das Tissue Engineering von mesenchymalen Gewebe zahlt [122].

1.6.3. Scaffold

Die Anforderungen an ein Scaffold beim Tissue Engineering sind hoch: Das Material
muss zum einen ein stabiles Gerdst fiir die verwendeten Zellen anbieten. Zum anderen
muss es Zellinvasion, -adhdsion, -proliferation und gegebenenfalls Zelldifferenzierung
zulassen und darf keinesfalls toxisch sein [63,123]. Dariber hinaus muss das Scaffold
auch die natiirlichen biomechanischen Anforderungen an das zu imitierende Gewebe
erflllen. Beispielsweise sollte ein hyaliner Knorpel, der durch Tissue Engineering
hergestellt wurde genauso druckelastisch und formstabil sein wie ein nativer Knorpel.

Die Anforderungen an den Nasenseptumknorpel unterscheiden sich dabei von denen an
den Gelenkknorpel: Das Septum muss die Form der Nase in der Sagittalebene
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gewadhrleisten und die Atemwege offenhalten, es ist das wichtigste Stltzelement der
Nase [124]. Allerdings muss das Septum nicht so hohen Druck- und
Gewichtsbelastungen wie der Gelenkknorpel standhalten [125].

Grundsatzlich kann zwischen zwei groBen Materialgruppen unterschieden werden, die
sich als potentielles Scaffold eignen: Zum einen gibt es die biologischen EZM-
Verbindungen und zum anderen die kiinstlichen Polymer-Verbindungen [67].

Die biologischen Scaffolds werden durch die Dezellularisierung und Sterilisation von
xenogenen oder humanen Knorpel gewonnen. Diese Materialien haben den groRRen
Vorteil, dass sie dem nativen Gewebe in ihrer Komposition, ihrer Anatomie und ihren
biologischen und biomechanischen Eigenschaften gleichen [67,68,126]. Dies wird auch
als Biomimikry bezeichnet [127]. Vorherige Studien konnten demonstrieren, dass das
Biomimikry effizient die Remodellierung des Gewebes beeinflussen kann, anstatt zur
Entstehung von Narbengewebe zu fiihren [128,129].

Trotz des immunologischen Vorteils von Knorpelgewebe, kann dennoch ein
diskonkordantes Xenograft eine potentielle Gefahr der Antikorper vermittelten
hyperakuten und chronischen AbstofBungsreaktion fiir den Patienten bedeuten. Diese
Immunreaktionen werden (ber natlrliche polyklonale Antikérper (anti-Gal) im
humanen Serum vermittelt, die an spezifische Sdugetier Kohlenhydrate a-Gal (Galal-
3Galb1-4GIcNac-R) die auf porcinen und bovinen Geweben exprimiert werden, binden
konnen [68,130]. Dazu kommt das Risiko, das xenogene und allogene Transplantate
Infektionen und Mutationen zwischen den Arten, beziehungsweise Individuen
Ubertragen kdonnen. Dieses Risiko kann man durch gezielte genetische Modulation der
Spender Spezies oder Sterilisierungsprozesse des Transplantates reduzieren [68].

Kinstliche Materialen, wie zum Beispiel Polycaprolacton (PCL) haben den Vorteil, dass
sie fur 3D-Druck Verfahren verwendet werden kdonnen [67]. Dadurch kénnen diese
Scaffolds leicht mit Computer-assisted design/ Computer-assisted manufacturing
(CAD/CAM) personalisiert werden. Dabei werden 3D-Scans oder radiologische
Bildgebung wie CT- oder MRT-Bilder ausgewertet und ein patientenindividueller
Implantat-Entwurf erstellt (CAD). AnschlieBend wird das Implantat mittels 3D-Druck
produziert (CAM) [67]. Eine Schwierigkeit bei Kunststoffen ist, dass diese Zelladhasion,
Vitalitat, Proliferation und Zelldifferenzierung gewahrleisten und von dem Kérper als
Fremdmaterial akzeptiert werden missen. In diesem Zusammenhang sind auch
resorbierbare Materialen interessant [131]. Allerdings konnte bisher kein geeignetes
kiinstliches Material identifiziert werden, dass alle Anforderungen zufriedenstellend
erfillt [67].
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1.6.3.1. Dezellularisierter porciner Nasenseptumknorpel (dpNSK)

Im Jahr 2010 meldeten die Autoren Breiter, Korber und Schwarz ein Patent fir die
Herstellung einer dezellularisierten porcinen Knorpelmatrix vom Nasenseptumknorpel
an [132]. Die Entwicklung und Herstellung dieses xenogenen Scaffolds erfolgte um ein
Bioimplantat zu generieren, dass eine geeignete Knorpelersatzmatrix darstellt und eines
Tages als eine Alternative zur autologen Knorpeltransplantation mit Auricular- oder
Rippenknorpel dienen kann [68].

Die Dezellularisierungs- und Sterilisationsprozess ist unter 3.1.1. genauer beschrieben.
Ziel der Autoren war es durch die Sterilisation sicherzustellen, dass kein Risiko der
Ubertragung von Infektionen und Krankheiten zwischen den Arten besteht. Die
Dezellularisierung erfolgte, um die Immunogenitat des Transplantates zu eliminieren
und so Antikérper vermittelte Reaktionen auszuschlieBen. Gleichzeitig sollten die
biomechanische Integritat, Mdglichkeit der Rezellularisierung und chondrogenen
Eigenschaften der dpNSK erhalten bleiben [68,133].

Die Autoren konnten zeigen, dass durch die Verarbeitung alle Chondrozyten,
Mikroorganismen und Funghi aus dem Scaffold entfernt werden konnten [68]. Dies
inkludiert die Destruktion des Kohlenhydratkomplexes a-Gal (Galal-3Galb1-4GIcNac-R)
auf der Oberflache der Zellen innerhalb des Xenotransplantates. Zudem wurde dabei die
totale Matrixporositat signifikant erhéht, was primar auf die Reduktion von GAG
zuriickzufiihren ist. Die Form und GroRe des Scaffolds konnten durch die intakte
Kollagenstruktur erhalten werden [68]. Die anschlieBende in vitro 3D-Kultur konnte
demonstrieren, dass humane Chondrozyten Scaffold-adharent und vital waren und
marginal vom Rand des Scaffolds nach zentral migrierten. Dabei konnte auch die
erneute Bildung einer GAG-haltigen chondrogenen Matrix durch die Zellen beobachtet
werden. Somit wurde ein zytotoxischer Effekt durch die Dezellularisierung
ausgeschlossen und dpNSK konnte als geeignetes Habitat flir humane Chondrozyten
identifiziert werden [68]. Die Interaktionen zwischen dpNSK und humanen
Chondrozyten wurden in einer weiteren Publikation mit immunhistochemischen
Farbungen und einer Analyse der Genexpression untersucht. AuRerdem wurde die
mechanische Stabilitat des Zell-Matrix Konstruktes ausgewertet [134]. Hier konnte
demonstriert werden, dass die humanen Chondrozyten, nach einer Dedifferenzierung
in der 2D-Kultur, in 3D wieder beginnen zu redifferenzieren, was nach 14 Tagen von
einem Anstieg der Aggrecan und Kollagen Typ Il Synthese, also der Bildung einer
knorpeltypischen  Matrix  begleitet wurde. Dies konnte auch in der
immunhistochemischen Farbung dargestellt werden [134].

In einer weiteren Publikation wurden die in vitro und in vivo Effekte von dpNSK auf die
Regeneration von Naseseptumknorpel nochmals genauer evaluiert [69]. Daflir wurde im
Rattenmodell die Eignung des Scaffolds sich in Knorpeldefekte zu integrieren und die
Nasenseptumperfortion zu verhindern, untersucht. Die unbesiedelten und mit
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Chondrozyten besiedelten dpNSK zeigte dabei eine vergleichbare Fahigkeit im Bezug auf
die Septumstabilitat wie nativer Knorpel. Histologische und immunhistologische
Untersuchungen konnten zeigen, dass das implantierte Scaffold geringflgige
Makrophagen und Lymphozyten Infiltration forderte, aber keine starke
inflammatorische Reaktion induzierte. Elsaesser et al. schlussfolgerten aus diesen
Ergebnissen, dass dpNSK eine sichere xenogene Kollagenmatrix darstellt, die eine
ausreichende Biokompatibilitat fir Tissue Engineering Applikationen aufweist und in
vivo (in einem Ratten-Modell) integrative Reparaturmechanismen fordert [69]. Die
Langzeit-Effekte dieser Ergebnisse wurden im Jahr 2019 in einem Kaninchen-Modell
Uberprift und von derselben Arbeitsgruppe publiziert [70]. Hier konnte eine stabile und
verldssliche Septumrekonstruktion erreicht werden und Biokompatibilitat des dpNSK
demonstriert werden. Die mit Chondrozyten besiedelten Scaffolds zeigten dabei
bessere Ergebnisse bezliglich der Langzeit-Stabilitat als Unbesiedelte [70].

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass dpNSK als natirliche
Extrazellularmatrix-Verbindung, ein potentielles biokompatibles Scaffold fir Tissue
Engineering Applikationen in der rekonstruktiven Rhinochirurgie darstellt. Die Autoren
bewerteten die Besiedlung von dpNSK mit humanen Chondrozyten als erfolgreich und
die Zellen waren adharent, proliferierten, migrierten und bildeten Bestandteile einer
Knorpel-EZM [68,134]. Zudem zeigte das Scaffold in vivo eine gute Biokompatibilitdat und
die Fahigkeit integrative Reparaturmechanismen zu férdern [69,70].
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2.Fragestellung

2.1. Klinischer Bezug

Der Nasenseptumknorpel ist eine unverzichtbare anatomische Struktur fir die Form und
Funktion der Nase. Eine Destruktion des Septums erfordert die Transplantation von
autologem Knorpel als rekonstruktive MaBnahme. Dies ist jedoch mit mechanischen
und kosmetischen Komplikationen assoziiert. Ein  kiinstlich  hergestelltes
Knorpelersatzmaterial wiirde dem Patienten eine Alternative anbieten, die keinen
zusatzlichen Hebedefekt kreiert.

DpNSK ist eine EZM-Verbindung, die in vorherigen Studien in Verbindung mit humanen
nasalen Chondrozyten grofRes Potential als Knorpelersatzmaterial fiir den
Nasenseptumknorpel gezeigt hat [68—70]. Die Verwendung von humanen Chondrozyten
ist jedoch durch die geringe Verfligbarkeit und die aufwendige Isolation limitiert.
Mesenchymale Stammzellen aus Fettgewebe, sogenannte ASCs besitzen die Fahigkeit
zur Chondrogenese, stehen in groRen Mengen zur Verfiigung und kdnnen minimal-
invasiv durch eine Liposuktion gewonnen werden [135]. Diese Eigenschaften machen
ASCs zu einer potentiellen alternativen Zellquelle fiir Tissue Engineering Applikation mit
dpNSK. Aus diesem Grund soll in dieser Arbeit die Eignung von ASCs in Verbindung mit
dpNSK fir das Tissue Enginnering von Nasenseptumknorpel untersucht werden. Diese
Zell-Matrix Kombination bietet einen potenziellen Vorteil im Vergleich zu den bisher in
der Literatur publizierten Herangehensweisen zum Einsatz von dpNSK fir die
Regeneration des NSK.

Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurden die Ziele und Hypothesen dieser Arbeit in
drei Teile eingeteilt. Diese sind im Folgenden dargestellt:

2.2. Teil I: Nachweis der Stammzellidentitat

Der erste Teil dieser Arbeit hat das Ziel, die Identitdt der aus humanem Fettgewebe
isolierten Zellpopulation als ASCs zu demonstrieren und die Fahigkeiten der Zellen im
Hinblick auf den Nutzen flr chondrogene Tissue Engineering Applikationen von NSK zu
evaluieren. Vor diesem Hintergrund wurden die folgenden Teilfragen formuliert:

1. Kann die Identitat der isolierten Zellpopulation als ASCs bestatigt werden?
2. Zeigen ASCs Potential fir chondrogenes Tissue Engineering?
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2.3. Teil ll: In vitro Evaluation von dpNSK und ASCs als
potentielles Knorpelersatzmaterial

Fir diesen Teil der Arbeit sollen erstmalig die Interaktionen zwischen ASCs und dpNSK
im Hinblick auf die Eignung als Knorpelersatzmaterial in vitro evaluiert werden. Dafir
erfolgt die Besiedlung von dpNSK mit der isolierten Zellpopulation aus Teil | und die
Stimulation mit chondrogenen Wachstumsfaktoren. Aufbauend auf den vorherigen
Studien mit dpNSK und humanen nasalen Chondrozyten wurden folgende Teilfragen
formuliert:

1. Ist die Rezellularisierung von dpNSK mit ASCs moglich und sind die Zellen auf
dem Scaffold adharent (Zelladhdrenz und Zelldistribution)?

2. Sind ASCs auf dpNSK vital und metabolisch aktiv (Biokompatibilitat)?

3. Proliferieren ASCs auf dpNSK (Proliferation)?

4. Sind ASCs in der Lage in tiefere Zonen von dpNSK zu migrieren (Zellinvasion)?

5. Ist die chondrogene Differenzierung von ASCs auf dpNSK mdglich und kénnen
die Zellen Bestandteile einer knorpeltypischen Matrix produzieren
(Differenzierung)?

Wachstumsfaktoren [ ,"'I Dy -
ﬁ ] ,.’ v“ Y
Scaffold . & A L
S » , ¢
» G ; o Ay ,.-r-i
Zellen ' = ﬁ
= R N Chondrogene
4} @N:  Induktion
% o
SR LEn ‘J
v .;z’ v 4 'i’g
Dezellularisierter porciner
ASCs Nasenseptumknorpel
1) Isolation

2) Charakterisierung

Abbildung 6) Theoretischer Versuchsaufbau von Teil Il und Ill.

Zuerst werden ASCs aus Fettgewebe isoliert und charakterisiert. AnschlieRend wird dpNSK mit
ASCs besiedelt und kultiviert. Unter dem Einfluss von chondrogenen Wachstumsfaktoren soll
die chondrogene Differenzierung der ASCs induziert werden. REM-Aufnahme aus Goldberg-
Bockhorn et al. Physikalische Charakterisierung dezellularisierter Knorpelmatrix zur Anwendung
in der Rhinochirurgie; Laryngo-Rhino-Otologie 2014; 93: 756-763. Mit freundlicher
Genehmigung des Thieme Verlags.
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2.4. Teil lll: Einfluss der EZM-Zonen auf das Zellschicksal
von ASCs

Die genaue histologische und biomechanische Auswertung von humanem und
xenogenem Nasenseptumknorpel in vorherigen Studien, konnte verschiedene Zonen
identifizieren: Die superfizielle, die intermedidare und die zentrale Zone. Diese
unterscheiden sich durch die Morphologie der Chondrozyten, die EZM-Komposition und
die biomechanischen Eigenschaften des Knorpels [32-34]. Bei der Analyse der
unterschiedlichen Zonen fallt auf, dass die nasalen Chondrozyten der superfiziellen Zone
einen proliferativen Phanotyp exprimieren: sie sind klein, zahlreich und umgeben von
jungem Kollagen Typ Il. Die intermediire Zone stellt eine Ubergangszone dar und die
nasalen Chondrozyten der zentralen Zone exprimieren einen hypertrophen und
kugelférmigen Phdnotyp mit dichten GAG Anreicherungen in ihrer perizelluldren
Umgebung.

Die Arbeitsgruppe um Breiter, Kérber und Schwarz konnte zudem einen schonenden
Dezellularisierungsprozess entwickeln, bei dem die natiirliche 3D-Struktur und EZM-
Komposition des Nasenseptumknorpels groBtenteils erhalten werden kann. Die
natlirliche Heterogenitat und Anisotropie der Zonen ist somit auch im dpNSK abgebildet
[68,134]. Aufgrund der wechselseitigen Interaktionen zwischen Zellen und der Matrix ist
eine zonen-spezifische Beeinflussung des Zellschicksals durch die EZM nach der
Besiedlung mit ASCs naheliegend. Ausgehend von dem Phanotyp der Chondrozyten im
nativen Nasenseptumknorpel wurden daher die folgenden Teilfragen formuliert:

1. Weisen ASCs bei der Kultivierung auf der superfiziellen Zone von dpNSK eine
héhere Proliferationsrate als auf der zentralen Zone auf?

2. Weisen ASCs bei der Kultivierung auf der zentralen Zone von dpNSK eine héhere
Hypertrophie auf und produzieren groRere Mengen einer knorpeltypischen
Matrix?
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3. Material und Methoden
3.1. Isolation der ASCs

3.1.1. Demographie der Spender

Die verwendeten Stammzellen wurden aus den Aspiraten von Liposuktionen gewonnen,
die im Zeitraum vom 22.03.2017 - 10.03.2018 in der Abteilung fir Handchirurgie,
Plastische- und Asthetische Chirurgie am Klinikum der Universitit Miinchen
durchgefihrt wurden. Ein positives Votum der Ethikkommission der Ludwig-
Maximilians-Universitat Miinchen liegt vor (Registriernummer 17-046). Alle Patienten
haben schriftlich in die Prozedur eingewilligt und wurden negativ auf HIV, Hepatitis B
und C getestet. Alle Daten wurden anonymisiert behandelt. Die gewonnenen Proben
wurden am Operationstag im Zellkulturlabor verarbeitet und die Stammzellen nach dem
unten aufgefliihrten Protokoll isoliert. Die Probengrof3e lag im Bereich zwischen 10 und
30 ml und wurde durch eine wasserstrahl-assistiertes (,waterjet-assisted”)
Liposuktionssystem (Body-Jet evo, Human med, Deutschland) gewonnen.

Abbildung 7) Das wasserstrahl-assistierte Body-Jet System.

Eine Ubersicht der Spender ist in der folgenden Tabelle dargestellt:

Spenderkiirzel Geschlecht Entnahmestelle Alter (Jahre)  Raucher
D1 weiblich Abdomen 64 Nein
D4 weiblich Abdomen 55 Nein
D7 weiblich Abdomen 59 Nein
D10 weiblich Abdomen 52 Nein
D11 weiblich Abdomen 44 Nein

Tabelle 4) Ubersicht der ASC Spender.
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Gerate und Standartzubehor fiir die Zellkultur

Thermo Scientific Safe 2020 Sicherheitswerkbank
der Klasse Il

Thermo Fisher Scientific, USA

HERAcell 240i Inkubator

Thermo Fisher Scientific, USA

Heraeus Megafuge 40R Zentrifuge

Thermo Fisher Scientific, USA

Three-Dimensional Shaker TL 10

Edmund Biihler, Deutschland

Neubauer Kammer

Brand, Deutschland

Primovert Mikroskop

Zeiss, Deutschland

Kryoréhrchen (Cryovials)

Thermo Fischer Scientific, USA

T-175 Flask Thermo Fisher Scientific, USA
50 ml Falcon Sarstedt AG & Co., Deutschland
15 ml Falcon Sarstedt AG & Co., Deutschland

Steriflip Filter System

Milipore, Deutschland

70 pl Zellsieb

Corning, USA

Pipetten (10 -1000 pl)

Eppendorf, Deutschland

Chemikalien

Kollagenase Typ Il (275 U/mg)

Worthington, USA

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) high-
glucose

Life Technologies Corporation, USA

Fetal bovine serum (FBS)

Life Technologies Corporation, USA

100 Units/ml Penicillin and

Streptomycin (Pen/Strep) Losung

100 pg/ml

Biochrom, Deutschland

Phosphate buffered saline (PBS)

Life Technologies Corporation, USA

Trypsin 0,05 %/ 0,02 % EDTA in PBS L6sung

Biochrom, Deutschland

Dimethylsulfoxid (DMSQ)

AppliChem, Deutschland

Losungen und Medien fiir die Isolation, Kultivierung und Lagerung in fliissigen Stickstoff

Kollagenase Typ Il Lésung

DMEM-high glucose
1 mg/ml Kollagenase Typ Il Pulver
1 % Pen/ Strep Losung

Kulturmedium

89 % DMEM-high glucose
10 % FBS
1 % Pen/Strep Losung

Gefriermedium

70 % Kulturmedium
20 % FBS
10 % DMSO

Zur Isolation wurden die Proben unter sterilen Bedingungen auf 50 ml Falcons aufgeteilt,

wobei jedes Falcon mit 10 ml befillt wurde. Anschliefend wurde das Aspirat im

Verhaltnis 1:1 mit einer vorher vorbereiteten und auf Kérpertemperatur erwarmten und

sterifiltrierten Kollagenase Il Losung auf einem 3D-Shaker fiir 10 Minuten inkubiert. Im

nachsten Schritt wurde die Probe gevortext und zehnmal mit einer 25 ml Pipette titriert.

Nach kurzem Abwarten bildeten sich 2 Phasen in der Emulsion. Der hellere, fettig

erscheinende Uberstand wurde vorsichtig vom fliissigerem, blutigem Unterstand



35

abgesaugt und in ein neues Falcon liberfiihrt. Die bisherigen Arbeitsschritte werden mit
dem Uberstand 2-5 Mal wiederholt, wobei jedes Mal der neue Unterstand gesammelt
wurde. Der gesammelte Unterstand wird anschliefend durch ein Zellsieb filtriert und
die Kollagenase Reaktion durch die Zugabe von 10 ml Kulturmedium gestoppt.
AnschlieBend wird der Falcon bei 500 g fir 5 Minuten zentrifugiert. Unter
Berlicksichtigung der entstandenen Pellets wird die Flissigkeit in dem Falcon abgesaugt
und das Pellet in 1 ml Medium resuspendiert und in einer T-175 Flask ausgesat.

3.1.3. Kultivierung und Lagerung

Die ASCs wurden in einem humifizierten Brutschrank (21 % O, 5 % CO2 und 37 °C)
inkubiert und die Probe am Folgetag der lIsolation, zum Entfernen verbliebener
Erythrozyten, mehrfach mit PBS gewaschen. Des weiterem wurde das Medium alle 3-4
Tage gewechselt und das Wachstum der Zellen unter dem Mikroskop fotographisch
dokumentiert. Bei dem Erreichen von mindestens 80 % Konfluenz wurden die Proben
trypsiniert und eingefroren oder im Verhaltnis 1:1 in eine neue Flask gesplittet. Dabei
wurde zuerst die alte T-175 Flask mit PBS gewaschen und 1 Minute bei Raumtemperatur
(RT) inkubiert. Im Anschluss wurden 4 ml der Trypsinlésung hinzugefligt und die Flask
far 5 Minuten im Brutschrank platziert. Nachdem das Ablésen von mindestens 90 % der
Zellen unter dem Mikroskop bestatigt wurde, wurde die Trypsin Reaktion mit der
doppelten Menge Medium gestoppt und der gesamte Inhalt der Flask in einen Falcon
Tube Uberflhrt. Dabei wurden jedes Mal 50 ul der Zellsuspension unter dem Mikroskop
mittels einer Neubauer Kammer gezahlt. Es wurden immer 4 Quadranten auf beiden
Seiten der Kammer (A-H) ausgezahlt und die Gesamtzellzahl nach der folgenden Formel
berechnet:

Zellen A+B+C+D+E+F+G+H
] = LC s )l x 10
m

Der Falcon wurde derweil bei 500 g fir 5 Minuten zentrifugiert. Im Anschluss wurde das
Medium aus dem Falcon, in Ricksichthnahme auf das Pellet abgesaugt. AnschlieRend
wurde das Pellet in Gefriermedium resuspendiert und in Kyroréhrchen im Stickstofftank
eingefroren und die Zellzahl dokumentiert. Diese Zellen wurden dann als Passage 1
bezeichnet.

Wenn die ASCs flir Experimente benétigt wurden, wurden die Kryoréhrchen zligig aus
dem Stickstofftank geholt und im 37 °C warmen Wasserbad bis zur Verfllissigung des
Inhaltes gelagert. AnschlieBend wurde der Inhalt des R6hrchens sofort in einer Flask
ausgesat und das Medium am nachsten Tag gewechselt, um die letzten Reste des
zytotoxischen DMSO zu entfernen.
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3.2. Nachweis der ASC Identitat

3.2.1. Colony Forming Unit (CFU) Assay
Instrumente und Chemikalien

Instrumente
Zeiss Axiovert 40 CFL Carl Zeiss, Deutschland
Petrischale 100 x 15 cm Greiner, Deutschland
Chemikalien
Giemsa Farbung Sigma-Aldrich, USA
Methanol Carl Roth, Deutschland

Zur Evaluierung des klonogenen Potentials der ASC erfolgte ein CFU-Assay, nach einem
modifizierten Protokoll von Alberton et al. [136]. Dafiir wurden Zellen der Passage 1
verwendet und mit einer Konzentration von 10 Zellen/ pro cm? (= 600 Zellen) in einer
Petrischale ausgesat. Nach 10 Tagen erfolgte die Visualisierung der Zellen mittels einer
Giemsa Farbung. Dafir wurden zweimal mit PBS gewaschen und die Zellen anschlieBend
mit 10 ml Methanol fiir 30 Minuten bei - 20 °C fixiert. AnschlieSend erfolgte die Farbung
mit der Giemsa Farbeldsung (0,02 % Giemsa Farbung in dH;0) flir 30 Minuten bei RT und
die abschliefende Waschung mit destilliertem Wasser.

Dann wurden die Kolonien gezahlt, wobei jede Kolonie mindestens 8 Zellen beinhalten
musste, um als Kolonie angesehen zu werden. Die CFU-Effizienz wurde nach der
folgenden Formel berechnet:

Anzahl Kolonien

100

CFU-Effizienz (%) =

Anzahl ausgesahte Zellen

3.2.2. Durchflusszytometrie (FACS)

Instrumente und Chemikalien

Instrumente

LSR Fortessa Flow Cytometer BD Biosciences, Heidelberg, Germany

Chemikalien
FACS Buffer

Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, USA

Fetal Bovine Serum (FBS)

Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, USA

Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)

Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, USA

Human TruStain FcX™
Solution)

(Fc Receptor Blocking

BioLegend, USA

Fixable Viability Dye eFluor™ 780 (1:1000)

eBioscience, Deutschland

Antikérper Klon Isotyp Hersteller
Pacific Blue™ anti-human CD44 BJ18 Maus IgG1, k BioLegend, USA
Brilliant Violet 711™ anti-human CD13 WM15 Maus IgG1, k BioLegend, USA
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Brilliant Violet 785™ anti-human CD90 S5E10 Maus IgG1, k BioLegend, USA
FITC anti-human CD29 TS2/16 Maus IgG1, k eBioscience,
Deutschland
PerCP anti-human CD45 2D1 Maus IgG1, k BioLegend, USA
PE anti-human CD235a HI264 Maus 1gG2a, k BioLegend, USA
PE-Cy7 anti-human CD31 WM59 Maus IgG1, k BioLegend, USA
APC anti-human CD105 SN6h Maus IgG1, k BioLegend, USA

Zur Bestimmung der ASC-typischen Oberflachenmarker erfolgte das Fluorescence-
Activated Cell Sorting (FACS). Daflir wurden 5 x 10° primare Zellen mit Trypsin geerntet
und fur 5 Minuten bei RT mit dem supplimentierten FACS Buffer (2 % FBS und 2 mM
EDTA) und einem Fc- Rezeptor-Blocker inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Farbung mit
dem ,,Viability Dye” und den primaren konjugierten Antikorpern, beziehungsweise der
Isotypen Kontrolle. Nach 20 Minuten bei 4 °C wurden die Zellen gewaschen und in der
Durchflusszytometrie analysiert. Die Datenanalyse erfolgte mit der FlowJo V10.6.1
Software (BD Biosciences, Deutschland).

3.2.3. Nachweis der Multipotenz

Zum Nachweis der Multipotenz der ASCs wurden die Zellen mit 5 verschiedenen
Spendern jeweils osteogen, adipogen und chondrogen differenziert. Dafiir wurden
jeweils 5x10* Zellen pro Well in einer 6 Well Platte ausgesat, wobei 3 Wells mit dem
spezifischen Differenzierungsmedium versetzt wurden und 3 Wells mit Kontrollmedium
befillt wurden. Die Induktion erfolgte bei Erreichen von 80 % Zellkonfluenz in den Wells.
Differenzierungs- und Kontrollmedium wurden regelmaRig (alle 3-4 Tage) erneuert. Bei
allen drei Differenzierungen erhielt die Kontrollgruppe Standard-Kulturmedium. Der
Nachweis der Multipotenz erfolgte nach 21 Tagen durch eine gewebespezifische
Farbung. Zusatzlich wurde die chondrogene Differenzierung zusatzlich in einer Pellet-
Kultur durchgefiihrt. Im Folgenden wird im Einzelnen auf die verschiedenen
Differenzierungen und Farbungen eingegangen:

3.2.3.1. Adipogene Differenzierung und Quantifizierung

Instrumente und Chemikalien
Instrumente
6-Well Platte Thermo Fisher Scientific, USA
Fluoreszenz Mikroskop Axio Observer KMAT Zeiss, Deutschland
Chemikalien
Dexamethason Sigma-Aldrich, USA
Indomethacin Sigma-Aldrich, USA
Insulin Sigma-Aldrich, USA
3-Isobutyl-1-Methyl-Xanthin (IBMX) Sigma-Aldrich, USA
Formaldehydlésung 4% Microcos, Deutschland




38

BODI-PY 493/503 Thermo Fisher Scientific,USA

Medien und Farbungen fiir die Adipogene Differenzierung

Induktionsmedium (Tag 1-5) Kulturmedium +

0,1 mg/ml Insulin

1 uM Dexamethason
0,2 mM Indomethacin
1 mM IBMX
Erhaltungsmedium (Tag 6-7) Kulturmedium +

0,1 mg/ml Insulin

Die adipogene Differenzierung erfolgte nach einem modifizierten Protokoll von Saller et
al. [137]. Bei Erreichen von 80% Konfluenz innerhalb der einzelnen Wells konnte die
adipogene Differenzierung der ASCs induziert werden. Dazu wurden die Zellen mit dem
adipogenen Induktionsmedium versetzt. Nach 5 Tagen Induktionsmedium wurde fiir 2
Tage auf ein Erhaltungsmedium umgestellt. Dieser Rhythmus wurde bis zum Tag 21
fortgesetzt.

AnschlieBend wurden die Adipozyten mithilfe einer lipophilen BODI-PY Farbung unter
dem Fluoreszenz Mikroskop dargestellt. Dazu wurden die Wells 2x fir jeweils 2 Minuten
mit PBS gewaschen und anschlieBend mit Formaldehydl6sung fiir 25 Minuten bei RT
fixiert. Anschlieffend wurde wieder 3x mit PBS gewaschen und dann bei 37 °C fir 15
Minuten mit dem Fluoreszenzfarbstoff BODI-PY (1:2500 in PBS) in dunkler Umgebung
bei Korpertemperatur inkubiert. Nach abschlieBendem erneutem Waschen mit PBS
wurden Bilder unter dem Fluoreszenz Mikroskop aufgenommen.

Zur Quantifizierung wurde mittels der Open Source Software Image J (Version 1.51n
(Java 1.8.0_66 // 64-bit) der prozentuale Anteil der gefarbten Fettvakuolen im Verhéltnis
zur  Gesamtfliche des Bildes mit dem Macro  ,Measure  Stack”
(https://imagej.nih.gov/ij/macros/MeasureStack.txt) berechnet. Dafiir wurden in jedem
Well 6 Bilder bei gleichbleibender Belichtungszeit aufgenommen [138].

3.2.3.2. Osteogene Differenzierung und Quantifizierung

Instrumente und Chemikalien
Instrumente
Thermomixer Comfort Eppendorf, Deutschland
Centrifuge 5415 D Eppendorf, Deutschland
Zellschaber 2-Posit. Klinge 25 Sarstedt AG & Co., Deutschland
Tecan SAFIRE Il Tecan Group, Schweiz
Chemikalien
Dexamethason Sigma-Aldrich, USA
B-Glycerolphosphat Sigma-Aldrich, USA
Ascorbinsdure Sigma-Aldrich, USA
Alizarin S Red Sigma-Aldrich, USA
Essigsdure Sigma-Aldrich, USA
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Ammonium Hydroxid Sigma-Aldrich, USA

Medien und Farbungen fiir die osteogene Differenzierung

Osteogenes Differenzierungsmedium Kulturmedium +
100 nM Dexamethason
10mM B-Glycerolphosphate

50 uM Ascorbinsaure

Nach Abschluss der osteogenen Differenzierung erfolgte die gewebespezifische Farbung
mit dem Farbstoff Alizarin S Rot [117,137]. Die Wells wurden 2x mit PBS gewaschen und
anschliefend fir 15 Minuten bei RT mit 4 % Formaldehyd fixiert. Nach zweifachem
Waschen mit dH,O wurden 40 mM Alizarin S Rot (mit Essigsaure auf pH 4,1 justiert) fir
20 Minuten zur Farbung in die Wells hinzugefligt. AbschlieRend wurde erneut mit dH.0
gewaschen und die Wells bei RT getrocknet. Alizarin Rot farbt die Calcium Derivate an
und dient daher als Nachweis flr die erfolgreiche osteogene Differenzierung.

Um den Erfolg der Differenzierung zu quantifizieren wurde die getrocknete Farbung fir
30 Minuten mit 10 % Essigsaure aufgelost und mit einem Zellschaber aus dem Well
entfernt und in einem hitzestabilen Reaktionsgefal fir 10 Minuten bei 85 °C in einem
Thermomixer inkubiert. Darauffolgend wurden die Proben fiir 15 Minuten bei 14.000 g
zentrifugiert und der Uberstand gesammelt. Zuletzt wurde der pH mit 10 %
Ammoniumhydroxid neutralisiert und die Proben bei 405 nm Wellenlange mit einem
Tecan-Reader gemessen.

3.2.3.3. Chondrogene Differenzierung und Quantifizierung

Instrumente und Chemikalien

Instrumente

V-Boden Polypropylen Platte

Corning, USA

CT 4 22 Zentrifuge

Jouan, Thermo Fisher Scientific, USA

Hypoxie Multi Gas Inkubator

Sanyo, Japan

CryoStar™ NX50 Cryostat (Kryotom)

Thermo Fisher Scientific, USA

Tissue-Tek Cryomold® eckig (15x 15 x 5 mm)

Sakura Finetek, Die Niederlande

Chemikalien
StemMACS ChondroDiff Medium Miltenyi Biotech, Deutschland
Dexamethason Sigma-Aldrich, USA

Natriumpyruvat

Sigma-Aldrich, USA

Ascorbinsdure-2-phosphat

Sigma-Aldrich, USA

ITS+ 3 (Insulin, Transferrin und Selenit)

Sigma-Aldrich, USA

Bone Morphogenetic Protein 6 (BMP-6)

R&D systems, USA

Transforming growth factor, beta 3 (TGF-R3)

R&D systems, USA

Saccharose

Merck, Deutschland

Cryomold

Sakura Finetek, Die Niederlande

Tissue-Tek O.C.T Compound

Sakura Finetek, Die Niederlande

Paraformaldehyd (PFA) 4 %

Sigma-Aldrich, USA

Safranin-Orange

Sigma-Aldrich, USA
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Alcian-Blau Carl Roth, Deutschland
Kernechtrot Carl Roth, Deutschland
Hamatoxylin-Eosin-Farbung Carl Roth, Deutschland

HCL (Salzs&ure) Carl Roth, Deutschland
Menzel Objekttrager Thermo Fisher Scientific, USA
Roti-Mount-Aqua Roth, Deutschland

Fir den Nachweis der chondrogenen Differenzierung wurden verschiedene Methoden
und Differenzierungsmedien getestet, um spater unter optimalen Voraussetzungen auf
dem Scaffold differenzieren zu kénnen. Zum einen wurden zwei verschiedene Medien
in einer 2D Kultur getestet und gegen eine Differenzierung in einer 3D Pellet Kultur
verglichen.

Die chondrogene Differenzierung in der 3D-Kultur erfolgte nach einem Protokoll von
Alberton et al. [117,139]. Daflir wurden die ASCs in einer Monolayer Zellkultur fiir 5 Tage
in Hypoxie prakonditioniert. AnschlieBend wurden je 2,5x10° Zellen/ Well in eine 96-
Well Polypropylen Platte mit V-formigen Boden passagiert. Diese wurde flir 5 Minuten
bei 400 g zentrifugiert, dies flhrte zur Formierung eines Pellets. Die ASCs wurden fiir 28
Tage in Hypoxie (2 % 02, 5 %, CO2 5 %, 37 °C) kultiviert und anschliefRend mit PBS
gewaschen und dann fiir 2 h mit 4 % PFA bei RT fixiert. Danach wurde das Pellet erneut
dreifach mit PBS gewaschen und fiir 4 h in Saccharose Losung (30 % in PBS) eingelegt.
AnschlieBend erfolgte die Einbettung in Tissue-Tek O.C.T Compound und die Lagerung
bei - 80 °C. Die Pellets wurden mit dem Kryotom geschnitten und mit 0,1 % Safranin
Orange (in dH,0) gefarbt. Die Quantifizierung der Differenzierung der 3D Kultur erfolgte
analog zur adipogenen Quantifierung mit der Software Image J und dem Macro
»Measure Stack”. Daflr wurde der Anteil der Safranin O positiven Areale von der
Gesamtflache der Pellets berechnet.

In der 2D Kultur wurden die 5x10* Zellen analog zu der adipogenen und osteogenen
Differenzierung ausgesat und mit einem industriell erzeugten ,Ready-to-use” Medium
differenziert. AnschlieBend erfolgte die Farbung mit Alcian Blau/ Kernechtrot bzw.
Safranin Orange. Die Unterschiede zwischen den verschiedenen Methoden sind in der
folgenden Tabelle aufgefihrt:

Die chondrogenen Differenzierungsmethoden im Vergleich
Monolayer-Kultur Pellet-Kultur
Platte 6-Well 96-Well mit V-Boden
Zellzahl 5x10%/Well 2,5x10° /Well
Aussaht Monolayer Pellet
Differenzierungs- StemMACS ChondroDiff | Kontrollmedium
medium Medium + 20 pg/ml TGF-R3
+100 pg/ml BMP-6
Kontrollmedium Kulturmedium DMEM high-glucose
10 uM Dexamethason
1 mM Natrium Pyruvat
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0,195 mM Ascorbinsadure-2-
phosphat 1% ITS+3  (Insulin,
Transferrin und Selenit)

Dauer 21 Tage 28 Tage
Prakonditionierung Keine 5 Tage in Hypoxie
02-Gehalt Normoxie Hypoxie
Mediumwechsel 2x pro Woche 3 x pro Woche
Fixierung 15 min.in 4 % PFA 2hin4 % PFA

4 hin 20 % Saccharose

Fixierung in Tissue-Tek O.C.T
Compound und Anfertigung von 8
pum Schnitten mit dem Kryotom

Farbung Alcian Blau und Kernechtrot: | Safranin-Orange:
l. Mit dH20 waschen l. Mit PBS waschen
II.  Alcian Blau (1 gin 100 II. 5 min. mit 0,1 % Safranin-
ml 3 % Essigsaure) flr Orange (in dH,0) farben
30 min. [I. Fixieren mit Roti-Mount-
[l. Mit PBS waschen Aqua

V. 30 min. Kernechtrot

Safranin-Orange:
l. Mit PBS waschen
Il. 10 min. 1 % Safranin-
Orange (in dH,0)

Tabelle 5) Vergleich der chondrogenen Differnzierungsmethoden

3.3. Dezellularisierter porciner Nasenseptumknorpel
(dpNSK)

Als Scaffold wurde dezellularisierter Nasenseptumknorpel vom Schwein der Rasse
Deutsches Edelschwein (Sus scrofa domestica) verwendet. Die Schweine waren im
Durchschnitt 6-8 Monate alt und 110-130 kg schwer. Aus dem steril geernteten Knorpel
wurden mittels Stanzbiopsie Zylinder mit einem Durchmesser von 5,5 mm und einer
Hohe von 1,5 mm angefertigt [68].

Abbildung 8) Schematische Darstellung des dpNSK.
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3.3.1. Der Dezellularisierungsprozess

Der Dezellularisierungsprozess (DP) wurde in freundlicher Vorarbeit, nach patentierten
Protokoll am Lehrstuhl fiir Bioverfahrenstechnik der Friedrich-Alexander-Universitat
Erlangen-Nurnberg durchgefiihrt [132].

Wahrend des DP wurde der Knorpel mit Natriumhydroxid (NaOH) behandelt, um das
Prion Protein Scrapie (PrPsc), das Humane Immundefizienz Virus (HIV), Hepatitis A Virus
(HAV), Hepatitis B Virus (HBV), Hepatitis C Virus (HCV), sowie RNA und DNA zu zerstoren.
Der zusatzliche Einsatz von Wasserstoffperoxid (H.0;) gewahrleistete die Inaktivierung
und Entfernung von Mikroorganismen, wie Pilzen, Sporen und Hefen und war
unterstiitzend viruzid (Herpes Simplex Virus Typ |, Respiratory-Syncytical-Virus (RSV),
Vacciniavirus). Um den Gehalt an nicht kollagenen Produkten, wie GAG zu reduzieren,
wurde das Scaffold zusatzlich in eine Guanidin Hydrochlorid Lésung mit Natrium Acetat
Puffer fiir 96 Stunden inkubiert [68].

3.3.2. Der Sterilisationsprozess

Instrumente und Chemikalien

Instrumente

24 Well Platte ‘ Thermo Fisher Scientific, USA
Chemikalien

Ethanol 99,8 % | Sigma Aldrich, USA

Um die Sterilitat der Scaffolds zu gewahrleisten, wurden diese vor den Experimenten
erneut sterilisiert. Daflir wurde jedes Scaffold einzeln in 1 ml 70 % Ethanol fiir 1,5
Stunden inkubiert. AnschlieRend wurde das fllssige Ethanol entfernt und die Well Platte
fir 1 Stunde bei offenem Deckel unter der eingeschalteten Sicherheitswerkbank stehen
gelassen, um das restliche Ethanol zu verdunsten. Die fertigen Scaffolds wurden trocken
und in der Dunkelheit gelagert.
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Abbildung 9) Mikroskopische und Makroskopische Darstellung von dpNSK.

A zeigt explantierten pNSK aus denen die Zylinder-groRen Stanzbiopsien (B — in der
mikroskopischen Darstellung) gewonnen werden. C zeigt den Knorpel nach dem DP unter dem
Rasterelektronenmikroskop.

Grafik aus Kuhlmann et al. Experimental approach to nasal septal cartilage regeneration with
adipose tissue derived stem cells and decellularized porcine septal cartilage;
Xenotransplantation. 2021,28:e12660. Mit freundlicher Genehmigung von Blackwell-Publishing.

3.4. Die Besiedlung und Kultivierung von dpNSK

Instrumente und Chemikalien
Instrumente
12-Well Platte Thermo Fisher Scientific, USA
Einwegskalpell No. 20 FEATHER, Japan
Chemikalien
Agarose ‘ Biozym LE, Deutschland

Vor der Besiedlung wurden die dpNSK-Scaffolds fiir 2 h in Kulturmedium rehydriert. Die
einzelnen Scaffolds wurden dann auf eine mit 0,27 % Agarose beschichten 12-Well
Platte Uberfluhrt. Fir die Versuchsreihen bei denen gezielt die verschiedenen
Interaktionen zwischen den Zonen von dpNSK und ASCs untersucht werden sollten,
wurden die Scaffolds mit einem Skalpell langs halbiert und mit der zu besiedelten
Oberflache nach oben in der Well-Platte platziert. Die Zellen wurden in 50 pl Medium
konzentriert und direkt auf dpNSK bzw. die dpNSK-Zone pipettiert. Im Anschluss wurde
das Well mit 1 ml Kulturmedium vorsichtig tiber den Rand befillt.
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Die Scaffolds wurden in 1 ml Kulturmedium in einer 12 Well-Platte kultiviert und bei 21

% 02, 5 % COz und 37 °C im Inkubator gelagert. Das Medium wurde alle 2-3 Tage
gewechselt.

]

Abbildung 10) Schematische Darstellung der Besiedlung von doNSK fur Teil Il.
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Abbildung 11) Schematische Darstellung der Besiedlung der doNSK-Zonen fir Teil lll.
Die Scaffolds wur-den langs halbiert und die Zellen in 50 pl Kulturmedium direkt auf die zentrale
oder die superfizielle Zone pipettiert.

3.5. Vitalitats- und Proliferationsassays

3.5.1. Live-Dead Assay
Instrumente und Chemikalien
Instrumente
Siebléffel 15 mm @ Carl Roth, Deutschland

Chemikalien
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Propidiumiodid Lésung Sigma Aldrich, USA
Fluorescein Diactetat Sigma Aldrich, USA
Aceton Merck, Deutschland

Zur Evaluation des Erfolges der Besiedlungsmethode wurden die dpNSK-Zonen mit
5x10% 10° und 2,5x10° ASCs besiedelt und 4 h spater im Live-Dead Assay gefarbt. Dabei
wurden das zytotoxische Propidiumiodid (Pl), fir die Darstellung der toten Zellen und
Fluorescein Diacetat (FDA) fir die vitalen Zellen verwendet. Pl kann nur die perforierte
Zellmembran passieren und eignet sich daher sehr gut fur die Identifikation von
apoptotischen Zellen [140]. FDA ist ein Fluoreszenzfarbstoff, welcher durch
intrazelluldare Esterasen aktiviert wird und zur intrazellularen Akkumulation intakte
Zellmembranen benétigt. Dadurch ist es ein geeigneter Marker der Zellvitalitat
[140,141]. Die Scaffolds wurden zuerst mit einem Sieb-Loffel fir 30 Sekunden in FDA (5
mg/ml in Aceton) und anschlieBend fir 5 Sekunden in Pl getaucht. Danach wurden die
Scaffolds in PBS gewaschen und anschlieRend unter dem Fluoreszenz Mikroskop
fotografiert.

Um die Zelldistribution und Vitalitat tber den zeitlichen Verlauf zu beurteilen, erfolgte
die Besiedlung von dpNSK mit 5x10* ASCs und ein Live-Dead Assay nach 1, 7 und 14
Tagen in Kultur. Als Kontrolle diente eine Monolayer-Zellkultur, fir die 5x10% Zellen in
einer 6-Well Platte ausgesat wurden.

3.5.2. AlamarBlue Assay

Instrumente und Chemikalien
Instrumente
Tecan SAFIRE Il Tecan Group, Schweiz
Black-bottom 96 Well Platte Corning, USA
Chemikalien
alamarBlue Cell Viability Reagent ‘ Thermo Fisher Scientific, USA

Zum Nachweis der mitochondrialen metabolischen Aktivitdat (MMA) der Zellen auf dem
Scaffold wurde ein Resazurin basiertes alamarBlue Assay durchgefiihrt. Resazurin wird
in den Mitochondrien der Zellen zu Resorufin reduziert. Zytotoxische Substanzen
reduzieren die metabolische Aktivitat und das Redoxpotential der Zellen und
verlangsamen somit die Verstoffwechselung des Farbstoffes. Somit kdnnen Resazurin
Assays zur Quantifizierung der Zellvitalitat angewendet werden [142].

Zur Durchfiihrung des Assays wurde dpNSK (Teil 1), bzw. die dpNSK-Zonen (Teil Ill) mit
5x10% ASCs besiedelt und kultiviert. Parallel dazu wurden zum Vergleich mit einer
Monolayer-Kultur 5 x10* Zellen in 2D ausgesat. Fur den alamarBlue Assay wurde das
Kulturmedium fir 8 Stunden mit alamarBlue Arbeitslosung (1:10 verdiinnt in
Kulturmedium) ersetzt. Dazu wurden die Scaffolds vorsichtig in eine frische 12 Well Plate
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uberfihrt um mogliche Messfehler durch plastik-adharente ASCs zu vermeiden.
AnschlieBend wurde das AB Medium entfernt und 100 pl in Duplikaten in eine schwarze
96 Well Plate pipettiert und die Fluoreszenz Emission bei 590 nm Wellenlange im Tecan
Reader gemessen. Fir die Ergebniskalkulation wurde der Blank (alamarBlue
Arbeitslosung mit einem unbesiedelten Scaffold) subtrahiert.

3.5.2.1. Indirekte Ermittlung der Cell Seeding Efficiency (CSE)

Zur indirekten Ermittlung der Zahl der Zellen auf dpNSK wurden definierte
Zellkonzentrationen in 2D ausgesdt und die Relativen Fluorescence Units (RFU) im
alamarBlue Assay nach 24 h gemessen. Anschliefend wurde aus den Ergebnissen eine
lineare Regressionsgerade berechnet und die in 3D gemessenen Werte nach x (Zellzahl)
aufgelost. So konnte indirekt tGber die Hohe der Resazurin zu Resorufin Umsetzung der
Zellen in 2D, das Aquivalent der Zellen auf dem Scaffold ermittelt werden und daraus
die CSE fur die beiden dpNSK-Zonen berechnet werden. Die CSE gilt als Mal3 fir den
Erfolg der Scaffold-Besiedlung und errechnet sich folgendermalRen [143]:

CSE (%) = Zellen auf dem Scaf fold
Anzahl der ausgesiten Zellen
3.5.3. PicoGreen Assay
Instrumente und Chemikalien

Instrumente
Tecan infinite 200Pro Tecan Group, Schweiz
Tissue Lyser Quiagen, Niederlande
7 mm Stahlkugeln Quiagen, Niederlande
Zentrifuge (5415 C) Eppendorf, Deutschland
2 ml Safe Seal ReaktionsgefaR Eppendorf, Deutschland
1,5 ml Safe Seal ReaktionsgefaR Eppendorf, Deutschland
ThermoMixer® C Eppendorf, Deutschland
Chemikalien
Proteinase K AppliChem, Deutschland
EDTA 0,5 M pH 8 Invitrogen by Thermo Fisher, USA
Tris(hydroxymethyl)aminomethane (TRIS) -HCL 1 M | Invitrogen by Thermo Fisher, USA
pH 7,5
Quant IT PicoGreen dsDNA Reagenz Invitrogen by Thermo Fisher, USA

Das PicoGreen Assay wurde zur quantitativen Konzentrationsbestimmung von
doppelstrangiger DNA (dsDNA) in den Proben durchgefiihrt [144]. DpNSK wurde mit 10°
Zellen besiedelt und nach 1, 28 und 42 Tagen in Kultur geerntet. Fiir Teil Il dieser Arbeit
wurden die dpNSK-Zonen ebenfalls mit 10°> ASCs besiedelt und nach Tag 1, 14 und 28 in
Kultur geerntet.
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Nach Beendigung der Zellkultur wurde das Scaffold vorsichtig mit einer sterilen Pinzette
in ein 2 ml Safe-Seal Reaktionsgefdll Uberfihrt und in flissigem Stickstoff
schockgefroren. AnschlieBend erfolgte die Lagerung bei - 80 °C bis zum Beginn der
Experimente. Daflir wurde 100 pl Proteinase K Arbeitslosung (50 pug/ml Proteinase K in
0,1 M K;HPQ,) in das ReaktionsgefaR hinzugefiigt und der dpNSK fiir 20 Minuten bei 50
Hz im Tissue Lyser mit einer 7 mm Stahlkugel homogenisiert. AnschlieBend wurde das
Homogenisat mit weiteren 400 pl Proteinase K Arbeitslosung aufgefillt und fir 16
Stunden bei 56 °C und 700 rpm im Thermomixer Gber Nacht inkubiert.

Am nachsten Tag wurden die Proben fir 20 Minuten bei - 20 °C gelagert um die
Proteinase K Reaktion zu stoppen. Nach dem Auftauen der Proben erfolgte die
Zentrifugation fur 5 Minuten bei 6000 rpm. 75 ul Aliquots wurden in ein frisches
Reaktionsgefal tGberfihrt und 225 pl TE-Puffer (10 mmol/L Tris- HCl und 1 mmol/L EDTA
Puffer) hinzugegeben. 100 ul der PicoGreen Arbeitslésung wurden hinzugefiigt und die
Probe bei einer Extinktions-Wellenlange von A = 504 nm und Emissions-Wellenldnge von
A =550 nmim Tecan Reader gemessen. AnschlieBend wurde der DNA Gehalt der Proben
durch eine Standardkurve mit definierten Werten errechnet.

3.6. Fluoreszenz-Histologie mit DAPI und Phalloidin

Instrumente und Chemikalien
Chemikalien
4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) (D1306) Invitrogen by Thermo Fisher, USA
Alexa Fluor™ 488 Phalloidin (A12379) Invitrogen by Thermo Fisher, USA
Triton X-100 Sigma Aldrich, USA
Fluoroshield™ Histology Mounting Medium Sigma-Aldrich, USA

Um die Invasion der Zellen in das Innere des Scaffolds zu visualisieren wurden mit Hilfe
des Kryotoms 14 um dicke Querschnitte der Scaffolds angefertigt und diese
anschlielend mit den Fluoreszenzfarbstoffen DAPI und Phalloidin gefarbt. DAPI farbt die
DNA im Zellkern an. Phalloidin ist eines der Toxine des Griinen Knollenblatterpilzes
(Amanita phalloides) und hat eine sehr hohe Affinitdt zu filamentosen Aktin. Daher
eignet es sich gut fir die Darstellung des Zytoskeletts.

Fur diesen Versuch wurden dpNSK (Teil 11) bzw. die dpNSK-Zonen (Teil I11) mit 10° Zellen
besiedelt und nach der Kultivierung direkt mit PFA und Saccharose (siehe 3.2.3.3.) fixiert
und bei - 20 °C eingefroren. Die Objekttrager wurden fiir 5 Minuten mit PBS + 0,1 %
Triton gewaschen und anschliefend in DAPIin der Dunkelheit fiir 30 Sekunden inkubiert.
Im Anschluss wurden die Objekttrager erneut mit PBS gewaschen und 50 pl Phalloidin
(1:400 in PBS verdiinnt) auf die Oberflache der Scaffolds pipettiert. Die Objekttrager
wurden fir 20 Minuten in eine Dunkelkammer Gberfiihrt, erneut mit PBS gewaschen
und mit Fluoroshield™ fixiert. AnschlieBend wurden die Praparate mit dem Fluoreszenz
Mikroskop mikroskopiert.
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Abbildung 12) Quantifizierung der Zellinvasion in dpNSK mit der Software Image J.

Der zell-besiedelte Anteil wurde mittels Phalloidin Farbung angefarbt (A) und mit Image J (B)
einheitlich quantifiziert. Zur Berechnung des Gesamtquerschnittes wurde der DAPI-Channel
wahrend der Fluoreszenzmikroskopie liberbelichtet (B) und die Flache mit ,,Measure Stack” (B*)
berechnet. AnschlieBend wurden die beiden Flachen zueinander ins Verhaltnis gesetzt und so
der prozentuale Anteil der zell-besiedelten Flache vom Gesamtquerschnitt fur die
verschiedenen Messzeitpunkte ermittelt.

Fiir die Objektivierung der Zellinvasion wurde der Teil der Flache, die mit Zellen besiedelt
war (positiver Nachweis von Cytoskelett mit Phalloidin), mit der open-source Software
Image J bei einem einheitlichen Threshold (Schwellenwert) mit dem Macro ,Measure
Stack” quantifiziert. Es wurde ein minimaler Threshold von 30 und ein maximaler
Threshold von 255 gewadhlt. Der DAPI Kanal wurde in der Software Zen (Zeiss,
Deutschland) einheitlich (iberbelichtet, umso mithilfe der Autofluoreszenz des dpNSK
dessen gesamte Querschnittsfliche analog zur Zell-besiedelten Flache mittels ,,Measure
Stack” zu berechnen. Dafiir wurden die folgenden Einzelschritte in in der Software Image
J ausgefihrt:

1) File>Import—> Image sequence (Bild Auwahl)

2) Image = Properties 2 Unit of length um; Pixel width/length/depth 1.01; v bei “Global”
3) Image = Type = 8 bit

4) Image > Adjust = Threshold 30-255; v bei "dark background” - set

5) Plugins = Macros = Install 2> “Measure Stack”

Die beiden Flachen wurden anschliefend zueinander ins Verhaltnis gesetzt, um den
prozentualen Anteil der von Zellen-besiedelten-Flache an dem Gesamtquerschnitt von
dpNSK zu berechnen.
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3.7. Chondrogene Induktion der ASCs auf dpNSK

Die Scaffolds der Induktionsgruppe wurde nach 7 Tagen in Kultur mit dem StemMACs
ChondroDiff Medium induziert. Parallel dazu wurde eine Kontrollgruppe analog in
Standard-Kulturmedium kultiviert. Der Wechsel des Mediums erfolgte alle 3 Tage.

3.8.1. Dimethyl-Methylenblau (DMMB) Assay

Instrumente und Chemikalien

Instrumente
Linearer Schittler (IKA KS 130) IKA, Deutschland
Tecan Reader Infinite M Plex Tecan, Schweiz
Transparente 96 Well Platte Corning, USA
Chemikalien
Chondroitinsulfat Carl Roth, Deutschland
Ethanol absolut 99,5 % Merck, Deutschland
Guanidinhydrochlorid Carl Roth, Deutschland
Ameisensaure 98 % Carl Roth, Deutschland
1,9 Dimethyl-Methylenblau (DMMB) Sigma Aldrich, USA
Natriumformiat Sigma Aldrich, USA
1-Propanol for analysis Merck, Deutschland
Losungen fiir das DMMB Assay
Dekomplexierungslosung Auflésen von Guanidinhydrochlorid (Finale

Konzentration 4M) in 50 mM
Natriumacetatpuffer mit 10 % Propranol (mit
0,5 M Ameisensaure auf pH 6.8 titriert)
DMMB Lésung 16 mg DMMB in 25 ml Ethanol auflésen und
filtrieren; 100 ml 1M Guanidinhydrochlorid,
1 g Natriumformiat, 1 ml 98% Ameisensaure

hinzufiigen und dann mit dH,O auf 500 ml
Gesamtvolumen auffillen.

Zur spektrophotometrischen Bestimmung des GAG-Gehaltes der Xenografts wurde ein
Dimethyl-Methylenblau (DMMB) Assay nach einem Protokoll von Barbosa et al.
durchgefiihrt [68,145]. Die Besiedlung fiir beide Teilbereiche dieser Arbeit erfolgte
analog zum PicoGreen Assay (siehe 3.5.3.). Die ersten Arbeitsschritte des DMMB-Assay
beinhalteten eine Proteinase K Digestion die identisch zum PicoGreen Assay
durchgefiihrt wurde. Nach dem Auftauen der Reaktionsgefdlle wurden diese fiir 5
Minuten bei 10.000 rpm zentrifugiert. In der Zwischenzeit wurde eine
Kalibrationsgerade mit definierten Chondroitinsulfat Werten erstellt. Von dem
Uberstand der Proben wurden 50 pl in ein neues 1,5 ml ReaktionsgefaR tberfiihrt und
500 ul DMMB Lésung hinzugefiigt. Alle Proben wurden dann fir 45 Minuten auf einem
Schittler, der das Drehen der Reaktionsgefdfle um die eigene Achse ermdoglichte, bei
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600 rpm unter Lichtschutz geschiittelt. Danach wurde der Uberstand mit einer 1000 pl
Pipette zligig abgesaugt, sodass die entstandenen Komplexe an der GefaBwand intakt
blieben. Den Proben wurde schlieBlich 500 ul Dekomplexierungsldésung hinzugeben und
die Komplexe unter starkem Schitteln (1300 rpm fiir 3 Minuten) von der Wand des
ReaktionsgefdRes gelost. AnschlieBend wurde die Konzentration der Proben
photospektrometrisch bei 656 nm Wellenlange bestimmt und der GAG Gehalt anhand
der Kalibrationsgerade ermittelt. Die GAG-Konzentration wurde aus GAG-Gehalt/
Scaffold-Nassgewicht berechnet und die GAG-Konzentration eines leeren Scaffolds
subtrahiert (= A GAG).

3.8.2. Histologie: Alcian Blau und Kernechtrot Farbung
Instrumente und Chemikalien
Instrumente
Mikroskop Mikroskop Axiovert S100, Zeiss, Germany
Chemikalien
Alcian Blau Carl Roth, Deutschland
Essigsdure Absolut Merck, Deutschland
Kernechtrot Carl Roth, Deutschland

Die chondrogene Differenzierung von ASCs soll im Idealfall zu der Formation einer
typischen chondrogenen Extrazellularmatrix fihren. Charakteristisch flr die
chondrogene Matrix ist das Proteoglykan Aggrecan. Alcian Blau farbt Aggrecan bei
niedrigem pH-Wert (< 2,5) cyan-blau [38]. Daher kann die Alcian Blau Farbung als
Indikator fir eine chondrogene Differenzierung eingesetzt werden. Die Herstellung der
14 um Gefrierschnitte erfolgte wie in 3.4.3.3. beschrieben.

Fir die Farbung wurden die Objekttrager erst bei 37 °C im Inkubator aufgetaut und
anschliefend in dH20 hydriert. Dann wurden die Slides fiir 3 Minuten in 3 % Essigsaure
und anschliefend fir 30 Minuten bei RT in Alcian Blau Losung (1 % Alcian Blau in 3 %
Essigsdure) gelegt. Danach wurde fir 2 Minuten unter flieBendem Leitungswasser
gewaschen. Als nachstes wurden die Proben wieder kurz durch dH,0 geronnen und fir
5 Minuten mit Kernechtrot gefdarbt. Als Letztes wurde wieder mit flieBendem
Leitungswasser gewaschen und die Slides mit einem Objekttrager Deckel fixiert und
direkt unter Durchlicht mikroskopiert.

3.8.3. Genexpression

Die quantitative Echtzeit-Polymerase Kettenreaktion (qPCR) ist eine Methode der
Molekularbiologie, die als Verfielfaltigungsmethode von Nukleinsduren auf dem Prinzip
der klassichen PCR basiert und zusatzlich die Quantifizierung der DNA in Echtzeit
ermoglicht [146,147].
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Fur die Versuchsreihe wurden die dpNSK-Zonen gezielt mit 2,5x10° Zellen besiedelt und
die quantitative Expression der in Tabelle 6 (s.u.) dargestellten Gene nach 28 Tagen in
Kultur ausgewertet. Kurz zusammengefasst erfolgte dafiir zuerst die Extraktion der RNA
aus den ASCs. Die isolierte RNA wurde anschlieBend mittels einer Reversen
Transkriptase in complementary DNA (cDNA) umgeschrieben. Die cDNA wird im
Anschluss als Ausgangsprodukt fur die PCR verwendet. Die molekularbiologischen
Einzelschritte sind im folgenden ausfiihrlich dargestellt:

3.8.3.1. RNA Extraktion

Instrumente und Chemikalien
Instrumente
Tissue Lyser LT Quiagen, Die Niederlande
7 mm Stahlkugel Quiagen, Die Niederlande
Zentrifuge (5415 C) Eppendorf, Deutschland
NanoDrop Lite Thermo Fisher Scientific, USA
RNeasy® Lipid Tissue Mini Kit Quiagen, Die Niederlande
DNA LoBind Tubes, 1,5 ml Eppendorf, Deutschland
Chemikalien
Quizol Quiagen, Die Niederlande
Chloroform Sigma Aldrich, USA

Nach 28 Tagen in der Zellkultur wurden die Scaffolds vorsichtig in ein 2 ml Eppendorf
ReaktionsgefaR Gberfihrt und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Bis zu Beginn der
RNA Extraktion wurden die Proben bei - 80 °C gelagert.

Die Isolation erfolgte nach einem modifizierten Protokoll des RNeasy® Lipid Tissue Mini
Kit der Firma Quiagen [148]. QIAzol ist eine Variante des Stoffes Trizol, der
Guanidinumthiocynat beinhaltet, der gleichzeitig RNasen inaktiviert und die Lyse der
Zellen fordert. Dieses Protokoll ist an die Single Step Isolationsmethode nach Piotr
Chomczynski und Nicoletta Sacchi angelehnt [149].

Zum Start jeder Isolation wurde eine sterile 7 mm Stahlkugel und 1 ml QlAzol in jedes
ReaktionsgefaR hinzugefligt und die Proben 3 x 2 Minuten bei 50 Hz lysiert.
AnschlieBend wurden die ReaktionsgefaBe flir 5 Minuten bei RT auf der
Sicherheitswerkbank stehen gelassen, um die Dissoziation der Nukleoproteinkomplexe
zu fordern. Dann wurde die Suspension in ein frisches Reaktionsgefal$ Giberfihrt und 200
ul Chloroform hinzugefiigt. Die Homogenisate wurden fur 15 Sekunden mit der Hand
geschittelt und danach wieder fir 3 Minuten auf der Sicherheitswerkbank stehen
gelassen. Anschlieffend wurde fir 15 Minuten bei 4 °C und 12.000 rpm zentrifugiert.
Nach der Zentrifugierung bildeten sich pro Probe 3 Phasen: Oben, eine farblose,
wassrige Phase die die RNA beinhaltete. In der Mitte eine weilliche Interphase mit der
DNA und unten eine rote, organische Phase mit den Proteinen (Abb. 13). Die wassrige
Phase (ca. 600 pl) wurde vorsichtig in ein frisches ReaktionsgefaR tGberfiihrt und mit
derselben Menge 70 % Ethanol aufgefillt und griindlich gevortext. Im nachsten Schritt
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wurden 700 pl der Probe in die Saulen des RNEasy Lipid Tissue Mini Kit Gberflihrt und
flir 15 Sekunden bei 10.000 rpm zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und das
Prozedere mit der restlichen Probe wiederholt. AnschlieBend wurden die Arbeitsschritte
des RNeasy® Lipid Tissue Mini Kits, inklusive der DNA Verdauung genau befolgt und die
RNA am Ende in 40 pl RNA freiem Wasser gewonnen.

Die RNA Konzentration und der Verunreinigungsgrad wurde mittels eines NanoDrop
Messgerates spektralphotometrisch ermittelt. Zur Qualitatsanalyse wurde der Quotient
aus OD 260 und OD 280 verwendet, der die Verunreinigung der Probe mit genomischer
DNA oder Proteinen anzeigt.

Abbildung 13) Auftrennung der Phasen nach der QlAzol und
Chloroform Anwendung.

= RNA

DNA
Pproteine

3.8.3.2. Herstellung der cDNA

Instrumente und Chemikalien
Instrumente
TProfessional Basic Thermocycler Biometra, Deutschland
PCR 8er SoftStrips 0,2 ml Biozym, Deutschland
Eppendorf Xplorer® Elektronische Pipette Eppendorf, Deutschland
Chemikalien
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit Hoffmann La-Roche, Schweiz
RNase AWAY® Merck, Deutschland

Fir die Synthese der cDNA wurde der Arbeitsplatz vorher griindlich mit RNase AWAY®
gereinigt. Die cDNA Synthese erfolgte nach dem Protokoll des Transcriptor First Strand
cDNA Synthesis Kit der Firma Roche (Manual Version 7, Seite 12: “Procedure B: cDNA
Synthesis with anchored-oligo(dT)is primer and random hexamer primer”).

Zuerst wurden die Proben und Reagenzien des cDNA Synthese Kits bei RT aufgetaut,
grandlich gevortext, zentrifugiert und anschlieBend auf Eis gestellt. Dann wurde der
Template-Primer Mix fir die erste Reaktion gemalR der Angaben des Herstellers
vorbereitet. Zur Minimierung der Evaporation erfolgte die Denaturierung des Template
Primer Mix fir 10 Minuten bei 65 °C im Thermocycler und die sofortige Kiihlung der
Proben auf Eis. AnschlieBend wurde der Reverse Transkriptase-Mix hinzugefigt.

Die Reaktionsgefalle wurden kurz zentrifugiert und die Probe am Boden des GefalRes
gesammelt und in dem Thermocycler nach dem folgenden Programm inkubiert: 10 min.
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bei 65 °C, 10 min. bei 4 °C, 10 min. bei 25 °C, 60 min. bei 50 °C, 5 min. bei 85 °C und 30
min. bei 4 °C. Nach Ablauf der Inkubation wurden die Proben sofort auf Eis gestellt und

bei - 20 °C bis zum Beginn der PCR gelagert.

3.8.3.3. Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Instrumente und Chemikalien

Instrumente

gTower3 G Touch

Analytik Jena, Deutschland

Realtime-PCR-Platte 96 Well

VWR International, USA

Optically Clear Adhesive Seal Sheets

Thermo Scientific, USA

SafeSeal-Tips 2,5ul fir gPCR

Biozym, Deutschland

Chemikalien

Primer (alle)

Eurofins Genomics, Deutschland

innuMIX qPCR DSGreen Standard gPCR Kit

Analytik Jena, Deutschland

Gen Vorwarts Primer Riickwarts Primer Linge RefSeq

ACAN cctececttcacgtgtaaaa gctecgcettetgtagtetge 64 NM_001135.3
COL10A1 caccttctgcactgctcatc ggcagcatattctcagatgga 104 NM_000493.3
COL1A1 ggattccctggacctaaag ggaacacctcgctctcca 63 NM_000088.3
COL2A1 gtgaacctggtgtctctggtc tttccaggttttccagettc 94 NM_001844.4
HPRT1 tgaccttgatttattttgcatacc cgagcaagacgttcagtcct 102 NM_000194.3
ITGA10 cttttcctcgecacgtggt gctccattccagtcatagge 70 NM_001004439.1
ITGA11 cttttcctcgecacgtggt gctccattccagtcatagge 69 NM_001004439.1
MKI167 ccaaccaaaagaaagtctctgg tgatggttgaggctgttect 78 NM_001145966.1
MMP13 ccagtctccgaggagaaaca aaaaacagctccgcatcaac 85 NM_002427.3
PPARG tgacaggaaagacaacagacaaa  gaggactcagggtggttcag 126 NM_001330615.1
SOX9 gtacccgcacttgcacaac tctegcetcetegttcagaagtc 74 NM_000346.3

Tabelle 6) Ubersicht der Primer fiir die qPCR.

Die Durchfuhrung erfolgte nach dem Protokoll des qPCR Kits der Firma Analytik Jena
[150]. Fur die PCR wurden die cDNA Proben und die Reagenzien des qPCR Kits bei RT
aufgetaut und kurz gevortext. Die Reagenzien wurden nach dem folgenden Schema

gemald Herstellerangaben pipettiert:

Reagenz Volumen

2x innuMIX qPCR DSGreen Standard 10 ul
Vorwarts Primer 1 ul (0,4 uM)
Rickwarts Primer 1 ul (0,4 uM)
H20 3 ul (15 um)
cDNA Probe 5ul

Gesamtvolumen

20 ul
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AnschlieBend wurde die PCR nach den folgenden Einstellungen im qTower

durchgeflhrt:
Runde 2Zyklen Profil Temperatur (°C) Retentionszeit (sek.)
1 1 Initiale Denaturierung 95 120
Denaturierung 95 30
2 40 - -
Annealing und Detektion 60 60

HPRT1 wurde als Housekeeping-Gene (HKG) verwendet. H,O diente als
Negativkontrolle. Zur Auswertung wurde die relative Genexpression berechnet und
somit die Expression eines Zielgenes mit der eines nicht regulierten und ubiquitdaren HKG
normalisiert (ACt = Ct zielgen — Ct 1ks). Cycle threshold (Ct) Werte entsprechen der Anzahl
der notigen PCR Zyklen, die erforderlich sind, um ein konstantes Fluoreszenzniveau zu
erreichen. Am Ct befindet sich in allen Reaktionsgefdllen die gleiche Menge an neu
synthetisierter DNA [151]. AnschlielRend erfolgte die Berechnung von AACt durch Abzug
des ACt der Kontrollgruppe (AACt=ACt gehandiung—ACt kontrolie). Der relative Unterschied in
der Expression einer Probe (Fold Change) ergibt sich dann aus der arithmetischen
Formel 2722¢t[147,151].

3.9. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung und die Erstellung der Diagramme erfolgte mit dem
Programm GraphPrad Prism 8.1.1. fir Mac (Kalifornien, USA). Die qPCR wurde in
Duplikaten durchgefiihrt, ansonsten wurden alle Versuchsreihen in Triplikaten
umgesetzt. Bei den Ergebnissen erfolgte die Angabe des Mittelwertes und der
Standartabweichung (SD). Ein p-Wert von 0,05 und niedriger wurde als statistisch
signifikant angesehen. Ein p-Wert von 0,01 und niedriger wurde als statistisch sehr
signifikant und ein p-Wert von 0,001 und niedriger als statistisch hoch signifikant
angesehen.

Nach der Testung auf die Normalverteilung mit einem Shapiro-Wilk-Test, erfolgte
entweder ein Mann-Whitney-U (keine Gauli‘sche Verteilung) oder ein ungepaarter t-
test (GauR‘sche Verteilung). Erganzend wurde bei zwei oder mehr Gruppenvariablen
eine zweifaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) durchgefiihrt. Bei signifikanten
Ergebnissen wurde ein Sidak-Test als Post-hoc Verfahren verwendet.

3.10. Erstellung der Grafiken

Die Erstellung der Grafiken erfolgte mit Adobe lllustrator 2020, einem Programm der
Creative Cloud von Adobe Inc. (USA) und Microsoft PowerPoint (Microsoft Corporation,
USA).



4.Ergebnisse

4.1. Teil I: Nachweis der Stammzellidentitat

Nach der Isolation der Zellen aus den Lipoaspiraten der Patienten und mehreren Tagen
in einer Monolayer-Zellkultur zeigte sich der typische plastik-adharente und
spindelformige fibroblastenartige Phdanotyp der ASCs (Abb. 14). Es folgte ein CFU-Assay
um das klonogene Potential der Zellen zu demonstrieren und die adipogene, osteogene
und chondrogene Differenzierung zum Nachweis der Multipotenz. Ergdnzend wurden
die ASC-typischen Oberflachenmarker in der Durchflusszytometrie bestimmt, um so
eine Aussage Uber die Homogenitat der isolierten Zellpopulation treffen zu kénnen.

Abbildung 14) Plastik-adharente ASCs in
Passage 1. (Balken =200 pum).

4.1.1. Klonogenes Potential

Im CFU-Assay konnte demonstriert werden, dass die Zellen in der Lage sind Kolonien zu
bilden und sich selber zu erneuern (n = 3). Durchschnittlich lag die Zahl der gebildeten
Kolonien bei 60,3 (+ 8,5 SD). Die durchschnittliche CFU-Effizienz lag somit bei 10,06 % (+
1,3 SD).

4.1.2. Bestimmung der Oberflachenmarker (FACS)

Die isolierten Zellen zeigten eine homogene Expression der primar positiven (CD29,
CD105, CD44, CD13 und CD90) und primér negativen (CD45, CD235a und CD31) ASC-
Oberflachenmarker in der Durchflusszytometrie (Abb. 15). Somit prasentierte die
isolierte Zellpopulation ein typisches homogenes Oberflachenmarkerprofil von ASCs
[107].
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Abbildung 15) Analyse der Oberflaichenmarker der ASCs in der Durchflusszytometrie.

Uber 90 % der Zellen exprimierten die priméar positiven Oberflichenmarker (A-E) von ASCs. Die
primar negativen Marker CD90, CD45 und CD235a wurden von weniger als 2 % der Zellen
exprimiert (F-H). Dies deutet auf einen hohen Grad an Homogenitat der isolierten Zellpopulation
hin. Jedes Histogramm enthalt eine negative Isotypen-spezifische Antikorper Kontrolle (blau)
und Zellen von drei Spendern (rot = D1, griin = D4, violett = D7). Die Tabelle (l) zeigt den
prozentuale Anteil (+ SD) der positiv gefarbten Zellen fiir den untersuchten Cluster of
Differentiation (CD) Antikorper (n = 3).

4.1.3. Multipotenz der ASCs

Zur Demonstration der Multipotenz von ASCs erfolgte die trilineare Differenzierung in
die drei klassischen mesenchymalen Gewebe und die anschlieBende gewebespezifische
Farbung.

Bei der adipogenen Differenzierung konnte in der Induktionsgruppe eine deutliche
Entwicklung von intrazelluldaren Lipidvakuolen nach 21 Tagen unter adipogenem
Stimulationsmedium beobachtet werden. Hier fand sich in der Quantifizierung ein
statistisch hoch signifikanter Unterschied (p = 0,0007) zur Kontrollgruppe. Unter der
Stimulation mit osteogenem Induktionsmedium konnten nach 21 Tagen in der Alizarin
Rot Farbung deutliche Mineralablagerungen dargestellt werden. Die Kontrollgruppe
unter dem Einfluss von normalem Zellkulturmedium zeigte keine solcher Ablagerungen
(p = 0,0079). Die chondrogene Differenzierung in der 3D Pellet-Kultur zeigte deutliche
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Effekte der Wachstumsfaktoren TGF-B3 und BMP-6. In der Induktionsgruppe stellten
sich deutlich Safranin Orange positive Areale im Pellet ein. Durchschnittlich waren 70,6
% (+ 1,2 SD) des Pellet Gesamtquerschnittes der Induktionsgruppe positiv flr Safranin
Orange, das PG orangefarben einfarbt, der Unterschied zur Kontrollgruppe war
ebenfalls statistisch hoch signifikant (p < 0,0001).
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Abbildung 16) Nachweis der Multipotenz von ASCs.

Reprasentative Bilder der adipogenen (BODI-PY) (A), osteogenen (Alizarin Rot) (B) und
chondrogenen Differenzierungs- (Safranin Orange) (C) und Kontrollgruppe (A-C unten rechts) in
der jeweiligen gewebespezifischeren Farbung (in Klammern). Die Quantifizierung (A‘-C‘) der
Ergebnisse zeigte fir alle Differenzierungen statistisch signifikante Unterschiede zwischen den
jeweiligen Gruppen (Balken = 200 um) (n = 5; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001;
Mittelwert = SD).

4.1.3.1. Chondrogene Differenzierung in einer Monolayer Zellkultur

Ergdnzend zu der 3D-Pellet Kultur (Abb. 16) erfolgte als Vorversuch fir die Scaffold-
Kultur die chondrogene Differenzierung der ASCs im Monolayer. Die Induktion erfolgte
mit einem kommerziell erhadltlichem chondrogenem Nahrmedium Gber den Verlauf von
21 Tagen. In den knorpel-spezifischen Farbungen zeigte sich ein deutlicher Effekt des
Differenzierungsmediums in der Induktionsgruppe (Abb. 17).
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Abbildung 17) Chondrogene Differenzierung von ASCs in der Monolayer-Kultur.

Mikroskopisch und makroskopisch zeigte sich eine intensivere Farbstoffaufnahme der Zellen der
Differenzierungs- (A) im Vergleich zu der Kontrollgruppe (jeweils unten rechts) in der Safranin-
Orange Farbung (A) und Alcian Blau + Kernechtrot Farbung (B) (Balken = 200 um) (n = 3).

4.2. Teil ll: In vitro Evaluation von dpNSK und ASCs als
potentielles Knorpelersatzmaterial

4.2.1. Rezellularisierung, Vitalitat und Proliferation von ASCs
auf dpNSK

Nach der Rezellularisierung von dpNSK mit ASCs wurde der Erfolg und die Zelladharenz
mit einer fluoreszenzmikroskopischen Live-Dead Farbung evaluiert. Hier zeigten sich die
Zellen vital und auf der Oberflache von dpNSK adharent. Zur langerfristigen Beurteilung
der ASC Vitalitat und Identifikation moglicher zytotoxischer Effekte wurde die Live-Dead
Farbung erganzend an den Tagen 7 und 14 durchgefiihrt. Hier zeigten sich kontinuierlich
vitale ASCs auf dpNSK und eine quantitative Zunahme der Zellkonfluenz Uber den
Verlauf der Beobachtungsperiode. Die Distribution und Vitalitdt der Zellen in der 3D-
Kultur war vergleichbar mit der parallel durchgefiihrten Monolayer (2D) Kontrolle. In
beiden Kultursystemen waren apoptotische Zellen nur vereinzelt sichtbar. Parallel dazu
konnte eine zeitliche Zunahme der relativen MMA der ASCs auf dpNSK und im
Monolayer durch das Resazurin basierte alamarBlue Assay gemessen werden. Hierdurch
sind Riickschllsse auf die Vitalitat und Proliferation der ASCs auf dpNSK moglich und
toxische Effekte als unwahrscheinlich einzustufen.

Zur Quantifizierung der Zellproliferation erfolgte die Bestimmung des DNA-Gehaltes auf
dpNSK nach 1,28 und 42 Tagen in Kultur mit dem dsDNA-Quantifizierungsassay
PicoGreen. Hier zeigte sich eine zeitliche Zunahme des absoluten Zell-DNA-Gehaltes in
ng auf dem Scaffold.
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Abbildung 18) Rezellularisierung und Proliferation von ASCs auf dpNSK.

Live-Dead Assay der ASCs auf dpNSK (A-C) und in der Monolayer Kontrolle (A-C) (Balken = 200
pum) (n = 3). Das alamarBlue Assay (D) zeigte die Resazurin Metabolisierung (in RFU) der ASCs
Uber den Verlauf von 14 Tagen auf dpNSK (3D) und in 2D in Relation zu Tag 1 (n = 5). Im
PicoGreen Assay (E) wurde der Gehalt an Zell-DNA (in ng) in dpNSK nach 1,28 und 42 Tagen
bestimmt (n = 3; * p < 0,05; Mittelwert + SD).

4.2.2. Zellinvasion von dpNSK

Zur genaueren Visualisierung der Zelldistribution und -invasion von dpNSK wurden
histologische Querschnitte erstellt und mittels Fluoreszenzfarbung (DAPI/ Phalloidin)
nach 1,7, 14 und 28 Tagen in Kultur analysiert (Abb. 19).

Die Histologie zeigte eine marginale ASC-Invasion von dpNSK. Die Zellen wuchsen um
das Scaffold herum und okkupierten initial nicht besiedelte Oberflachen. Die Infiltration
von tieferen Ebenen des dpNSK fand nur vereinzelt statt. Der GroRteil der Zellen verblieb
an der Scaffold-Oberflache oder in der superfiziellen Zone. Zudem kam es hier zu einer
Bildung von dreidimensionalen Zellhaufen (siehe 4.3.3.).
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Zur Quantifizierung der Zellinvasion wurde der prozentuale Gehalt der Phalloidin
positiven Flache von dem Gesamtquerschnitt berechnet. Der Anteil der von Zellen
okkupierten Areale am Gesamtquerschnitt von dpNSK nahm Uber die Zeit statistisch
hoch signifikant (p < 0,0001) zu. Nach 28 Tagen in Kultur waren 20,84 % (+ 2,85 SD) des
Gesamtquerschnittes von dpNSK mit ASCs besiedelt.
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Abbildung 19) Darstellung der Zellinvasion mittels Fuoreszenzfarbung.

Die Phalloidin Farbung bindet an das Aktin-Skelett der ASCs und farbt dieses leuchtend griin an
(A-D). Der DAPI-Chanel wurde standardisiert Gberbelichtet um den Gesamtquerschnitt von
dpNSK zu berechnen (A’-D‘). AnschlieRend wurde der Anteil der Phalloidin positiven Flache ins
prozentuale Verhaltnis des Gesamtquerschnittes gesetzt, um so die Zellinvasion zu berechnen
(E). Hierbei zeigten sich signifikante Unterschiede der von ASCs okkupierten Flache zwischen Tag
1 (A) und Tag (7) (p = 0,0097), sowie Tag 14 (C) und Tag 28 (D) (p = 0,0011). Zudem fand sich
Ubergreifend ein deutlich signifikanter Unterschied zwischen Tag 1 und Tag 28 (p = 0,0031). (n =
3; ** p<0,01; *** p < 0,001; Mittelwert + SD).
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4.2.3. Bildung einer knorpeltypischen Matrix von ASCs auf
dpNSK

Proteoglykane wie Aggrecan und sGAG (u.a. Chondroitin Sulfat) sind neben Kollagen Typ
Il die Hauptbestandteile von Knorpel-EZM. Durch den DP des dpNSK wird der Anteil der
sGAG signifikant reduziert [59,137]. Ein Anstieg der sGAG Konzentration innerhalb des
Scaffoldes kann als Produktion einer knorpeltypischen Matrix der ASCs gewertet
werden. Zu diesem Zweck wurde das Scaffold lysiert und der sGAG Gehalt in pg im
DMMB-Assay zu verschiedenen Messzeitpunkten quantifiziert. Hier zeigten sich
signifikante Unterschiede zwischen der Kontroll- und Induktionsgruppe nach 28 (p =
0,022) und 42 Tagen (p = 0,003) in der 3D-Kultur. Unter der Stimulation mit
chondrogenen Wachstumsfaktoren kam es zudem zu einer zeitlich signifikanten (p =
0,033) Zunahme der sGAG-Konzentration in der Induktionsgruppe. In der
Kontrollgruppe zeigte sich keine zeitliche Dynamik der sGAG Konzentration.

Die Alcian Blau Farbung, die GAG cyan blau anfarbt wurde an denselben
Messzeitpunkten  durchgefiihrt. Unter dem  Einfluss von chondrogenen
Induktionsmedium kam es zu der Bildung eines stabilen und Farbstoff-positiven
Zellrasens auf der dpNSK Oberflache (Abb. 20).
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Abbildung 20) GAG-Produktion auf dem Scaffold.

Nach 28 und 42 Tagen in Kultur erfolgte die Farbung der GAG mit Alcian Blau (A-B) (Balken =200
um). Hier zeigte sich die Bildung eines stabilen Zellrasens an der Scaffold Oberflache in der
Induktionsgruppe (A‘-B‘) (Pfeile). Dieser nahm den Farbstoff zudem deutlicher auf als die
Kontrollgruppe (A-B), bei der sich nur vereinzelte und instabile Zellansammlungen auf der
Oberflache darstellten. (n = 3; * p < 0,05; ** p < 0,01; Mittelwert + SD).
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4.3. Teil lll: Einfluss der EZM-Zonen auf das Zellschicksal
von ASCs

4.3.1. Rezellularisierung der verschiedenen dpNSK-Zonen

Fir den dritten Teil dieser Arbeit wurde das Scaffold Iangs halbiert und die zentrale und
superfizielle Zone von dpNSK mit einer statischen Besiedlungsmethode durch gezielte
Oberflachen-Besiedlung mit verschiedenen Zellkonzentrationen rezellularisiert. Zur
Kontrolle der gezielten Rezellularisierung wurde ein Live-Dead Assay nach 4 h
durchgefiihrt. Die fluoreszenzmikroskopische Evaluation der verschiedenen
histologischen Zonen zeigte, das die Vitalitdt, Adhdrenz und Distribution der Zellen
weder von der EZM-Zone noch von der verwendeten Zellkonzentrationen beeinflusst
wurden (Abb. 21).

50.000 Zellen 100.000 Zellen 250.000 Zellen

Zentrale Zone

A B c

Superfizielle Zone

Abbildung 21) Besiedlung der superfiziellen und zentralen Zone.

Die Zellvitalitat und Distribution auf der zentralen Zone (A-C) war vergleichbar mit der auf der
superfiziellen Zone (A’-C‘) und wurde nicht durch die verwendeten Zellkonzentrationen
beeinflusst. Die vitalen Zellen wurden durch die Fluoreszenz-Farbung mit FDA in Grin
dargestellt, wahrend die apoptotischen Zellen durch PI in Rot visualisiert wurden (Balken = 200
Hm) (n = 3).

4.3.1.1. Ermittlung der Cell Seeding Efficiency (CSE) fiir die dpNSK-Zonen

Die CSE fir die beiden dpNSK-Zonen unterschied sich statistisch nicht signifikant. (p =
0,511)errechnete CSE fir die zentrale Zone von dpNSK betrug 50,49 % (+ 18,7 SD) und
fur die superfizielle Zone 39,93 % (+ 28,3 SD). Somit kann von einer vergleichbaren
Ausgangssituation flr die folgenden Experimente ausgegangen werden.



63

A alamarBlue Kalibrationsgerade B Cell Seeding Efficiency
800 80+ ns
1
600 [ ] 60
B
=] L ] c
& 400+ w 40+
7]
Q
[ ]
200~ 20+
04 0
50 100 150 200 Superfizielle Zone Zentrale Zone
Zellzahl x 10°

Abbildung 22) Berechnung der CSE fir die dpNSK-Zonen.

Die CSE fiir die beiden Scaffold-Zonen wurde indirekt durch eine Kalibrationsgerade (r*=0,977)
aus der RFU aus dem alamarBlue Assay von definierten ASC-Konzentrationen in einer Monolayer
Kultur berechnet (A). Der Unterschied zwischen der CSE der superfiziellen und der zentralen
Zone von dpNSK (B) war statistisch nicht signifikant (ns) (n = 5; Mittelwert = SD).

4.3.2. Einfluss der dpNSK-Zone auf die ASC Vitalitat und
Proliferation

Analog zu Teil Il erfolgte die Evaluirung der Zellvitalitdt und -proliferation auf den
verschiedenen dpNSK-Zonen mittels alamarBlue und PicoGreen Assays.

Das Vitalitatsassay zeigte einen relativen Anstieg der MMA der ASCs auf beiden Zonen
wahrend der Beobachtungperiode. Die metabolische Aktivitat der Zellen auf der
superfiziellen und der zentralen Zone unterschied sich statistisch nicht signifikant.
Tendenziell war die Resazurin Umsetzung bei den ASCs die auf der superfiziellen Zone
von dpNSK kultiviert wurden gréRer.

Im PicoGreen Assay zeigte einen relativen Anstieg der ASC-DNA auf beiden dpNSK-
Zonen Uber den Faktor Zeit. An den Tagen 14 (p = 0,0481) und 28 (p = 0,0297) war der
relative DNA-Gehalt auf der superfiziellen Zone gréRer als auf der zentralen Zone von
dpNSK.
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Abbildung 23) Einfluss der dpNSK Zone auf die Zellvitalitat und -proliferation.
Das alamarBlue Assay (A) zeigt keine signifikanten Unterschiede zwischen den RFUs der ASCs

auf der superfiziellen und der zentralen Zone von dpNSK (n = 5). Auf der superfiziellen Zone von
dpNSK war die Zell-DNA (PicoGreen Assay — B) an Tag 14 und 28 statistisch signifikant groRer als
auf der zentralen Zone (n = 3; * p < 0,05; Mittelwert + SD).

4.3.3. Einfluss der dpNSK-Zone auf die Zellinvasion

Ausgehend von den besiedelten Oberflichen wurde die ASC-Invasion in tiefere
Schichten fluoreszenzmikroskopisch dargestellt. Daflir wurden nach 28 Tagen in Kultur
histologische Querschnitte angefertigt und mit DAPI und Phalloidin gefarbt.

Analog zu 4.2.2. konnte bei der Kultivierung auf der superfiziellen dpNSK-Zone die
Ausbildung von Zellhaufen auf der Oberflache des Scaffolds beobachtet werden. Die
Invasion fand von der superfiziellen Oberflache ausgehend nur marginal nach zentral
statt und beschrankte sich groRtenteils auf die besiedelte Zone.

Bei der direkten Besiedlung und Kultivierung auf der zentralen Zone zeigte sich eine
deutliche effizientere Zellinfiltration in tiefere Schichten der EZM. Von dieser Zone
ausgehend konnte eine Invasion der ASCs bis hin zu oberflachlichen Schichten der
intermedidren Zone von dpNSK beobachtet werden.
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Abbildung 24) Invasion der EZM-Zonen.

Die dpNSK-Zonen wurden besiedelt und fir 28 Tage kultiviert. AnschlieRend erfolgte die Ernte
fur die DAPI/ Phalloidin Fluoreszenz Farbung. DAPI (blau) bindet an den Zellkern, wahrend
Phalloidin (griin) an das Aktin-Skelett der ASCs bindet. In A-C sind reprasentative Bilder der ASCs
die auf der superfiziellen Zone von dpNSK kultiviert wurden dargestellt (Balken = 200 um). A*-C
zeigt die Invasion der Zellen ausgehend von der zentralen Zone (Balken = 100 um) (n = 3).

4.3.4. Einfluss der dpNSK-Zone auf die sGAG-Produktion von
ASCs

Unter dem Einfluss von chondrogenen Differenzierungsmedium (Induktion an Tag 7
nach der Rezellularisierung) kam es in dem Beobachtungszeitraum von 28 Tagen zu
einer signifikanten Akkumulation von sGAG auf beiden dpNSK-Zonen.

Nach 4 Wochen in Kultur war der mittels DMMB-Assay gemessene sGAG-Gehalt auf der
zentralen Zone von dpNSK im Vergleich zu der superfiziellen Zone statistisch signifikant
(p = 0,0105) hoher. In der Kontrollgruppe, die mit Standardmedium kultiviert wurde,
konnte keine signifikante Zunahme der sGAG Konzentration beobachtet werden. Hier
blieb die sGAG-Konzentration wahrend der Beobachtungsperiode auf konstant basalen
Leveln.
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Abbildung 25) Vergleich der GAG-Produktion auf den dpNSK-Zonen.

In der Induktionsgruppe (A) kam es zu einer zeitlich signifikanten Zunahme (p < 0,0001) der GAG
Konzentration. Zudem war die GAG Produktion von ASCs die auf der zentralen Zone von dpNSK
ausgesat wurden, an Tag 28 signifikant (p = 0,0105) hoher, als auf der superfiziellen Zone. In der
Kontrollgruppe (B) zeigte sich eine konstante GAG Konzentration auf beiden Zonen von dpNSK,
ohne eine zeitliche Dynamik. (n =3; * p < 0,05; Mittelwert + SD).

4.3.5. Einfluss der dpNSK-Zone auf die Genexpression von
ASCs

Bei der Analyse der quantitativen Genexpression fanden sich statistisch signifikante
Unterschiede zwischen den ASCs auf der superfiziellen und der zentralen Zone bei sechs
verschiedenen Genen (Tab. 7).

Die qPCR zeigte eine Hochregulierung verschiedener chondrogener Marker bei ASCs auf
beiden Zonen von dpNSK. Dabei wurden friihe chondrogene Differenzierungsmarker
(COL1A1 und COLA1) deutlich starker in Zellen auf der superfiziellen Zone exprimiert.
Hier lieR sich eine circa 20-Fold h6here Genexpression im Vergleich zu der zentralen
Zone von dpNSK beobachten. Weitere frilhe bis mittelspdate chondrogene
Differenzierungsmarker (ACAN, SOX9) wurden tendenziell deutlicher von ASCs, die auf
der superfiziellen Zone von dpNSK kultiviert wurden, exprimiert. Hier war jedoch der
Unterschied zur zentralen Zone statistisch nicht signifikant.

Zudem lieB sich eine deutlichere Expression des Proliferationsmarkers MKI-67 (Ki-67)
und der Integrine (ITGA10 und ITGA11) auf der superfiziellen Zone von dpNSK
beobachten. Diese Unterschiede waren statistisch sehr signifikant.

Der Hypertrophiemarker MMP13, wurde starker von ASCs auf der zentralen Zone
exprimiert (p < 0.001). COLX, ein weiterer Hypertrophiemarker war bei ASCs aus beiden

Zonen hochreguliert und unterschied sich nicht signifikant zwischen diesen.

Die Expression des Adipogenese Markers PPARG blieb auf basalen Leveln.
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Abbildung 26) Relative Verdnderungen in der Genexpression auf den dpNSK-Zonen.

Die unterschiedlichen Gene sind in folgende Gruppen sortiert: Friihe chondrogene
Differenzierungsmarker (A), Hypertrophie Marker (B), Integrine (C) und die librigen Gene (D),
die den Proliferationsmarker MKI67 und den Adipogenese Marker PPARG umfassen. Es wurden
multiple signifikante Unterschiede zwischen den ASCs auf der zentralen und der superfiziellen
Zone nach 28 Tagen in Kultur identifiziert (n = 5; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001;
Mittelwert + SD).

Gen Zone p-Wert Signifikanzniveau
ACAN OS> IS 0,0562 ns
COL10A1 OS> 1S 0,1883 ns
COL1A1 OS> 1S 0,0078 *x
COL2A1 OS> 1S 0,0074 *x
ITGA10 OS> 1S 0,0063 *x
ITGA1l OS> 1S 0,0014 *x
MKI67 OS> 1S 0,0011 *x
MMP13 IS >0S <0,0001 oAk
PPARG OS> 1S 0,9615 ns
SOX9 OS> 1S 0,2244 ns

Tabelle 7) Vergleich der Genexpression von Zellen auf der superfiziellen (OS) und der zentralen
Zone (IS).
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5.Diskussion

5.1. Teil I: Nachweis der Stammzellidentitat

Die isolierten Zellen zeigten sich plastik-adhdrent (Abb. 14) und besaRen klonogenes
Potential. Zudem konnten die adipogene, osteogene und chondrogene Differenzierung
der Zellen demonstriert werden, somit sind diese als multipotent anzusehen (Abb. 16).
Darlber hinaus exprimierten die isolierten Zellen ein typisches homogenes
Oberflachenmarkerprofil (Abb. 15) und konnten somit von weiteren zelluldren
Bestandteilen der SVF unterschieden werden. Mit diesen Eigenschaften erfillen sie
Definitionskriterien der ,Federation of Adipose Therapeutics and International Society
for Cellular Therapy” und kénnen demnach als ASCs identifiziert werden [107].

5.1.1. Eignung flr chondrogenes Tissue Engineering

Eine Herausforderung im chondrogenen Tissue Engineering ist die limitierte
Verfligbarkeit und aufwendige Isolierbarkeit von differenzierten (nasalen)
Chondrozyten. Stammzellen und Vorlauferzellen stellen ebenfalls eine Option dar,
allerdings muss diese mogliche alternative Zellquelle in reichlicher Quantitat zur
Verfligung stehen (Millionen bis Milliarden Zellen) (1), durch eine minimal invasive
Prozedur zu gewinnen sein (2), sicher und effektiv in einen autologen oder allogenen
Empfanger transplantiert werden kénnen (3) und in regulierbarer und reproduzierbarer
Art und Weise zur chondrogenen Differenzierung in der Lage sein (4) [67,152].

Durch die enzymatische Isolation war es moglich mehrere Millionen ASCs aus wenigen
Millilitern eines Lipoaspirates (1), das durch eine minimal-invasiv durchgefiihrte
Liposuktion gewonnen wurde zu isolieren (2). Die Einfachheit des Isolierprozesses der
ASCs konnte als Bestandteil dieser Arbeit demonstriert werden. Dies stellt den groRten
Vorteil der Zellen gegeniiber differenzierten Chondrozyten dar, da diese nur durch ein
deutlich invasiveres chirurgisches Vorgehen geerntet werden kdnnen und einen
vergleichsweise komplexen Isolierprozess durchlaufen miissen [73,153]. Darliber hinaus
konnten ASCs in vorherigen Studien kein tumorgenes Potential nachgewiesen werden
(3) [154-156].

Die chondrogene Differenzierung (4) von ASCs wird in vitro durch Mitglieder der
Transforming Growth Factor (TGF) Familie und Bone Morphogenic Proteine (BMP)
induziert und kann auf verschiedene Weise durchgefiihrt werden: dazu gehoéren die
Monolayer, Pellet und Scaffold Kultur [139,157-160].

Die 3D-Pellet Kultur ist dabei die , klassische” Methode bei der die groRten Mengen an
knorpeltypischer EZM produziert werden koénnen [158,161]. Dies ist auf die
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dreidimensionale Umgebung und damit einhergehende suffizientere Zell-Zell
Kommunikation zurilickzufiihren [158]. Wie in Abb. 16 demonstriert, konnte durch TGF-
B3 und BMP-6 Stimulation ein stabiles 3D-Pellet hergestellt werden, dass sich deutlich
positiv flir Proteoglykane in der histologischen Farbung darstellte. Obwohl die 2D- und
3D-Differenzierung in unterschiedlichen Phanotypen miinden, kann jedoch auch die
Monolayer Differenzierung als effizienter und reproduzierbarer Nachweis von
Chondrogenese in vitro (Abb. 17) herangezogen werden [158,162].

Bei beiden Kultursystemen konnte eine deutliche Formierung von knorpeltypischer EZM
festgestellt werden, die mittels histologischer Farbungen (Alcian Blau, Safranin Orange)
nachgewiesen werden konnten und sich in der Quantifizierung statistisch signifikant von
den Kontrollgruppen unterschieden. Das demonstrierte regulierbare und
reproduzierbare chondrogene Differenzierungspotential (4) macht humane ASCs somit
zu einer vielversprechenden Alternative zu differenzierten nasalen Chondrozyten.

5.1.2. Fazit

Bezugnehmend auf die zwei Teilfragen von Teil | dieser Arbeit kann festgehalten
werden, dass die Isolation und lIdentifikation der ASCs aus dem Lipoaspirat als
erfolgreich zu bewerten ist (1). Die demonstrierte Fahigkeit zur chondrogenen
Differenzierung in Verbindung mit den Stammzell-Eigenschaften qualifizieren ASCs als
eine vielversprechende alternative Zellquelle zu Chondrozyten fiir chondrogene Tissue
Engineering Applikationen von Nasenseptumknorpel (2).

5.2. Teil ll: In vitro Evaluation von dpNSK und ASCs als
potentielles Knorpelersatzmaterial

5.2.1. Rezellularisierung , Vitalitat und Proliferation von ASCs
auf dpNSK

DpNSK ist eine EZM-Verbindung die in der Vergangenheit groRes chondrogenes
Regenerationspotential gezeigt hat [19,68,69]. Die Herstellung eines Scaffolds durch die
Dezellularisierung von nativen Knorpelgewebe hat den grolRen Vorteil, dass die
Zusammensetzung der Matrix idealerweise nicht verandert wird und somit einen sehr
hohen Grad an Biomimikry aufweist [127,163].

Jedoch finden bei der Dezellularisierung von Biomaterialien zytotoxische Substanzen
oder Bestrahlung (z.B. y-Strahlung) Verwendung. Dies ist notwendig, um eine suffiziente
Entfernung der nativen Zellen zu erreichen und Pathogene und Immunogene
vollstandige zu eliminieren [164]. Fir die Dezellularisierung von pNSK wurde
zytotoxisches Natriumhydroxid (NaOH) angewendet, um PrP>¢ zu inaktivieren und die
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komplette Zerstérung von Zelloberflachenstrukturen wie a-Gal zu gewahrleisten, die
ansonsten potentielle Immunreaktionen initiieren kénnten [68,164,165]. Daher muss
bei der Rezellularisierung von dpNSK zuerst sichergestellt werden, dass mdgliche
verbliebene Spuren zytotoxischer Substanzen nicht den Metabolismus der verwendeten
Zellguelle supprimieren oder inhibieren. Schwarz et al. hat in einer vorherigen Studie
dpNSK mit humanen nasalen Chondrozyen und L929 Zellen besiedelt und die Vitalitat
dieser Zellpopulationen evaluiert [68]. Diese zeigten sich uneingeschrankt vital und die
Abwesenheit von zytotoxischen Komponenten konnte gemdR der International
Organization for Standardization (ISO) Leitlinie (Biological Evaluation of Medical
Devices—Part 5: Tests for in vitro cytotoxicity) festgestellt werden [68]. Allerdings
wurden bislang noch keine zytotoxischen und antiproliferativen Effekte von dpNSK auf
ASCs untersucht.

Der Erfolg der Rezellularisierung von dpNSK mit ASCs wurde mit einer Live-Dead Farbung
visualisiert (Abb. 18). Diese Farbung ist zum einen geeignet, um die Zell-Distribution
darzustellen, zum anderen differenziert sie zwischen vitalen und apoptotischen Zellen
[140]. ASCs zeigten sich auf der Oberfliche des Scaffolds adhirent und vital. Uber den
Beobachtungszeitraum wurde eine deutliche Zunahme der vitalen Zellkonfluenz und ein
Ausbreiten des Zellrasens auf initial nicht besiedelte Oberflachen des Scaffolds sichtbar.
In dieser Hinsicht zeigten die ASCs vergleichbares Verhalten wie humane Chondrozyten
in vorherigen Studien, die innerhalb von 7 Tagen die gesamte dpNSK-Oberflache
okkupierten und eine dichte Zellschicht auf der besiedelten Zone formten [68].

Parallel zu der Live-Dead Farbung wurde die mitochondriale metabolische Aktivitat
(MMA) als Indikator fur den Zellmetabolisus mithilfe eines Resazurin-basierten Assay
evaluiert [166]. Resazurin ist ein blaulicher Redox-Farbstoff der von den Mitochondrien
der Zellen zu dem pinken Resorufin irreversibel reduziert wird und somit proportional
zur aeroben Atmung ist [166,167]. Je nach Zellmetabolismus und -zahl ist die Umsetzung
unterschiedlich stark ausgepragt und die optische Dichte der verschiedenen
Farbnuancen kann bestimmt werden. Das Assay wird herangezogen, um madgliche
zytotoxische oder metabolische Effekte zu erfassen und indirekt eine Aussage Uber die
Zellproliferation zu gewinnen [142]. Das Ergebnis des Resazurin Assay zeigte eine
signifikante Zunahme der MMA der ASCs uber den Verlauf von 14 Tagen auf dem
Scaffold und in der Monolayer Kontrolle. Da der Metabolismus der ASCs in 2D und in 3D
vergleibar wahrend der Beobachtungsperiode anstieg, sind zytotoxische Effekte von
dpNSK als unwahrscheinlich einzustufen. Zudem ist dies als erster Hinweis fir
Zellproliferation auf dem Scaffold zu werten. Tendenziell war der relative Anstieg der
MMA bei ASCs die in 3D kultiviert wurden vergleichsweise groRer als in der
Kontrollkultur (Abb. 18). Vorherige Studien konnten dhnliche prometabolische Effekte
auf Zellen von Kollagen-basierten Scaffolds beobachten. Dies wird im Tissue Engineering
als ,Bioaktivierung” zusammengefasst [32,168].
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Zur langerfristigen Beurteilung der Zellproliferation auf dpNSK wurde ergdnzend ein
dsDNA-Quantifizierungsassay durchgefiihrt und der DNA-Gehalt auf dem Scaffold an
verschiedenen Messzeitpunkten Uber den Verlauf von 42 Tagen quantifiziert.
Zellproliferation ist ein integraler Bestandteil von erfolgreicher Geweberegeneration.
Ein fur Tissue Engineering geeignetes und biokompatibles Scaffold muss daher die
Teilung und die metabolische Aktivitdt von Zellen ermdglichen und unterstiitzen [123].
Die Ergebnisse zeigen eine signifikante Zunahme des Zell-DNA-Gehaltes auf dpNSK (iber
den Verlauf der Zeit und somit eine Zellproliferation (Abb. 18). Auch hier zeigt sich
studienlibergreifend ein vergleichbares Verhalten von ASCs und Chondrozyten bei der
Kultivierung auf dpNSK [134].

Zusammenfassend konnen sowohl kurzfristige, als auch langfristige zytotoxischer
Effekte von dpNSK auf ASCs als unwahrscheinlich eingestuft werden und das Scaffold als
ein geeignetes Habitat fur ASCs identifiziert werden. DpNSK ermdglicht mindestens
vergleichbare Zellproliferation wie eine Monolayer Zellkultur und es gibt Hinweise auf
mogliche bioaktivierende Effekte des Scaffolds. Die metabolische Aktivitdt und das
Proliferationsverhalten von ASCs auf dpNSK sind vergleichbar mit dem von humanen
nasalen Chondrozyten und L929 Zellen.

5.2.2. Zellinvasion von dpNSK

Matrix Porositat ist ein wichtiger Faktor fur den Erfolg von Tissue Engineering [169]. Die
Zellen sind bei der Kultivierung eines Scaffolds auf ein ausreichend groRes
Porennetzwerk angewiesen um in tiefere Schichten einzuwandern [170]. Dies
bezeichnet man als Invasion oder Migration der Zellen. Spater ist das Porennetzwerk fiir
die Zellerndhrung und die Entfernung von metabolischen Abfallprodukten von
essentieller Bedeutung [169]. Zur Beurteilung von Zell-Matrix Interaktionen ist eine
ausreichende Zellinvasion in das Innere der Matrix eine Grundvoraussetzung. Nur so
kann eine suffiziente dreidimensionale Interaktion zwischen den beiden Komponenten
stattfinden.

Die Evaluation der Zellinvasion erfolgte (iber die histologische Darstellung des dpNSK
Querschnittes und durch die Fluoreszenzfarbung der Zellkerne (DAPI) und
Aktinfilamente (Phalloidin). Zur Quantifizierung wurde der von Zellen okkupierte Anteil
am Gesamtquerschnitt des dpNSK berechnet. Um die Objektivitdt und Reliabilitat der
Methodik zu gewahrleisten, wurde eine identische Belichtungszeit bei der Erstellung der
Aufnahmen gewahlt und derselbe Threshold zur Selektion der von Zellen okkupierten
Areale innerhalb des Makro ,,Measure Stack” von Image J angewendet. Ebenso erfolgte
die standardisierte Uberbelichtung des DAPI-Chanels um den Gesamtquerschnitt des
Scaffolds zu berechnen. Diese automatisierte bildbasierte Analyse ist von einer
modernen und objektivierten Methode zur histologischen Quantifizierung von
Fettgewebe abgeleitet, welche die Autorin im Jahr 2020 mit publiziert hat [138].
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Die Quantifizierung der Invasion in den intakten dpNSK ergab eine signifikante Zunahme
der von Zellen besetzten Anteile am Scaffold-Querschnitt mit zunehmender Zeit in der
Zellkultur (Abb. 19). Allerdings wird hier ein Nachteil der Methodik deutlich: bei der
Auswertung wird nicht die Invasionstiefe der Zellen beriicksichtigt, sondern nur deren
Anteil am dpNSK Gesamtquerschnitt. Dies wird auch bei der genauen Betrachtung der
histologischen Bilder deutlich: obwohl ein vereinzeltes Vordringen der Zellen bis zur
intermedidren Zone zu beobachten ist, verbleibt die Mehrzahl der ASCs an der
Oberflache und in der superfiziellen Zone.

Die oberflachliche Porengrofle von dpNSK betragt 20-30 um [68,171]. Damit befindet
sich die PorengréBe eigentlich in der gewiinschten GréRBenordnung fir eine
dreidimensionale Chondrozyten-Kultur, die 15-50 um umfassen sollte [69,134,172,173].
Fir die ideale PorengrofRe von ASCs existieren bislang nur sparlich Daten. Wu et al.
konnte demonstrieren, dass die Invasion von humanen ASCs in ein Gelantine Scaffold
mit 70 um groflen Mikroblasen als Poren erfolgreich war [174]. Die meisten Studien
verwendet jedoch deutlich pordsere Scaffolds, insbesondere eine PorengréRe zwischen
100-400 um hat sich als Standard von Kunststoffscaffolds (z.B. Polycaprolacton) fiir ASCs
bewdhrt [174-176]. Somit ist anzunehmen, dass insbesondere die Porositdt der
superfiziellen Zone von dpNSK erhéht werden muss, um ein Vordringen von ASCs in das
Scaffold Zentrum zu gewahrleisten.

Allerdings zeigt ein genauer Blick auf die histologischen Bilder vorheriger Studien mit
dpNSK und humanen Chondrozyten, dass auch hier keine effiziente Zellinvasion in
zentrale Matrixzonen stattgefunden hat. Selbst nach einem Kultivierungszeitraum von 6
Wochen ldsst sich nur ein Vordringen der Zellen bis in die Intermedidre Zone
verzeichnen. Zudem konnte ebenfalls die Bildung einer dichten Zellschicht auf der
Oberflache des Scaffolds beobachtet werden [68,69,134].

Eine weitere Moglichkeit zur Verbesserung der Zellmigration stellt die dynamische
Kultivierung in experimentellen Bioreaktoren dar. Princz et al. entwickelte einen
glasernen Bioreaktor, der automatisierten Mediumwechsel, Gasaustausch und
Temperaturkontrolle ermdglicht [177]. Im Vergleich zu der statischen Zellkultur konnte
die dynamische Kultivierung von dpNSK, die Invasion von humanen Chondrozyten in
tiefere EZM-Schichten verbessern [177,178]. An dieser Stelle ist noch zu priifen, ob sich
diese Ergebnisse auch auf humane ASCs Ubertragen lassen.

Zusammenfassend, ist die Invasion von dpNSK durch Chondrozyten und ASCs
vergleichbar. Beide Zellarten migrieren vereinzelt bis in die intermedidre Zone, aber die
groRe Mehrheit der Zellen verbleibt in der superfiziellen Zone oder an der Oberflache.
Um eine effizientere Durchwanderung des Scaffolds und das Vordringen in die zentrale
Zone von aufllen zu ermoglichen, sollte die Porositdt von dpNSK fir zukiinftige
Experimente erhéht und dynamische Zellkultur-Systeme bericksichtigt werden.
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5.2.3. Chondrogenese der ASCs auf dpNSK

Um die Regeneration von Knorpeldefekten zu ermdoglichen, ist die Produktion einer
knorpeltypischen Matrix durch die verwendete Zellquelle essentiell. Chondrozyten
haben den Vorteil, dass sie bereits differenziert sind und dies gewahrleisten [67,134].
Die reproduzierbare Fahigkeit zur chondrogenen Differenzierung von ASCs konnte zum
Nachweis der Multipotenz bereits erfolgreich demonstriert werden (siehe 5.1.). Zur
Evaluation der Chondrogenese von ASCs auf dpNSK, erfolgte eine Alcian Blau Farbung
und die Quantifizierung der sGAG Menge im DMMB Assay.

Chondrogenes Induktionsmediums konnte hierbei als der Schlisselfaktor fir die
Chondrogenese von ASCs auf dpNSK identifiziert werden. Die produzierte Menge an
GAG unterschied sich signifikant zwischen der Induktions- und der Kontrollgruppe nach
28 und 42 Tagen in Kultur (Abb. 20). Zudem lie8 sich eine Zunahme der sGAG
Konzentration lber den Verlauf der Zeit in der supplementierten Gruppe nachweisen.
Eine alleinige Induktion zur Chondrogenese, nur durch die Interaktion der ASCs mit der
EZM, hat nicht stattgefunden: Der GAG Gehalt in der Kontrollgruppe zeigte keine
zeitliche Dynamik und blieb vergleichsweise niedrig. Somit ist ein
Differenzierungsmedium notwendig, um die Chondrogenese von ASCs auf dpNSK zu
induzieren. Allerdings lasst sich unter dem Induktionsmedium eine suffiziente sGAG
Produktion erzielen, die vergleichbar mit der von humanen Chondrozyten aus
vorherigen Studien war [68,134].

Die histologische Darstellung und Farbung der sGAG mit Alcian Blau zeigt die Formierung
einer stabilen und dichten Zellschicht auf der Oberfliche von dpNSK in der
Induktionsgruppe (Abb. 20). Diese farbte sich positiv flir GAG. In der Kontrollgruppe kam
es nicht zu der Bildung dieser Zellschicht, sondern nur zu vereinzelten lockeren
Zellhaufen mit deutlich geringerer Intensitat in der Alcian Blau Farbung. Somit kann hier
die Problematik der limitierten Zellinvasion wieder aufgegriffen werden (siehe 5.2.2.).
Die Ergebnisse mit humanen Chondrozyten von Schwarz et al. zeigten ein dhnliches
Muster [134]. Auch hier kam es zu der Bildung einer Zellschicht an der Oberflache mit
dezenter GAG und Aggrecan Produktion in der superfiziellen Zone. Mit zunehmender
Zeit in Kultur kam es zu einem weiteren Vordringen in das Scaffold Zentrum, wobei
dieses in den bisherigen Studien nicht erreicht wurde [68,134]. An dieser Stelle fehlen
noch Langzeitversuche Uber einen Zeitraum von mindestens 8 Wochen, um zu
untersuchen, ob so eine suffizientere Durchwanderung und gleichmaRigere Verteilung
von Zellen und der von ihnen produzierten knorpelspezifischen EZM-Bestandteilen
erzielt werden kann. Allerdings war auch bei der Kultivierung von dpNSK mit
Chondrozyten ein Differenzierungsmedium notwendig um die Bildung einer
knorpeltypischen Matrix zu induzieren [134].

Somit scheinen ASCs auf dpNSK vergleichbare Fahigkeiten zur Bildung von Neoknorpel
zu besitzen wie humane Chondrozyten. Beide Zellquellen sind in der Lage signifikante
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Mengen an GAG in die Matrix von dpNSK zu synthetisieren, dafiir bendtigen sie jedoch
die Supplementierung von chondrogenen Wachstumsfaktoren.

5.2.4. Zusammenfassende Beurteilung von dpNSK und ASCs
als potentielles Knorpelersatzmaterial

5.2.4.1. Fazit

Bezugnehmend auf die fiinf Teilfragen von Teil Il der vorliegenden Arbeit kann
festgehalten werden, dass die Besiedlung von dpNSK mit ASCs moglich ist und die Zellen
auf dem Scaffold adhéarent (1) und metabolisch aktiv (2) sind. ASCs proliferieren nach
der Besiedlung auf dpNSK (3) und migrieren in die Matrix des Scaffolds (4). Allerdings
war die Zellinvasion auf die superfizielle Zone von dpNSK begrenzt und eine
Durchwanderung des Scaffoldes konnte in der Beobachtungsperiode nicht erreicht
werden. Zudem produzierten die ASCs, die auf dpNSK kultiviert wurden, Bestandteile
einer knorpeltypischen Matrix (5) unter der Stimulation mit chondrogenen
Wachstumsfaktoren.

Aufgrund der limitierten Zellinvasion wird die Empfehlung ausgesprochen, die Porositat
des Scaffolds zu erhéhen, um so ein Eindringen der Zellen in tiefere Matrix Zonen zu
ermoglichen.

5.2.4.2. Ausblick und Limitierungen

Zusammenfassend stellt dpNSK ein biokompatibles Habitat fiir ASCs dar, dass grofSes
Potential fiir die Regeneration von nasalen Knorpeldefekten besitzt. Die verwendeten
ASCs zeigten vergleichbare Interaktionen mit dpNSK wie humane nasale Chondrozyten
in vorherigen in vitro Studien und qualifizieren sich somit als potentielle alternative
Zellquelle fur Tissue Engineering Applikationen mit dpNSK [68,70,134].

Die Vorteile von ASCs gegeniliber Chondrozyten zeichnen sich durch die einfache
Isolierbarkeit und nahezu unbegrenzte Verfligbarkeit der Stammzellen aus [67]. Die
Fahigkeiten dieser Zellpopulation konnten fiir diese Arbeit umfangreich demonstriert
werden. ASCs stellen zudem einen geeigneten Partner fiir eine Co-Kultur mit humanen
Chondrozyten dar [179,180]. Shi et al. konnte demonstrieren, dass solch eine Co-Kultur
die Proliferation und Fahigkeit zur chondrogenen Differenzierung von ASCs verbessert
[181]. Diese Methode hat bereits Einzug in chondrogene Tissue Engineering
Applikationen gefunden: Eine Co-Kultur aus MSCs und humanen Chondrozyten konnte
in einem Hydrogel Scaffold eine vergleichbare Menge an knorpeltypischer Matrix
produzieren wie eine reine Chondrozyten Kultur. Daflir war bereits ein Verhaltnis von
80:20 (MSCs : Chondrozyten) ausreichend [182]. Somit kdnnte durch die Addition von
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ASCs die Menge des Knorpels, der fiir die Isolation von humanen Chondrozyten bendtigt
wird, reduziert werden.

Unabhdngig von der verwendeten Zellquelle sind jedoch die Erhdéhung der
Matrixporositdit und die anschlieBende Re-Evaluierung der Biomechanik und
chirurgischen Handhabung als folgerichtiger nachster Schritt zu betrachten.

Die Erkenntnisse dieser Arbeit umfassen nur die Ergebnisse aus einer in vitro Zellkultur.
Ergdnzende in vivo Studien sind notwendig um die klinische Eignung und Langzeit-
Stabilitat von ASC-besiedeltem-dpNSK als Knorpelersatzmaterial fir die rekonstruktive
Rhinochirurgie zu beurteilen.

5.3. Teil lll: Einfluss der EZM-Zonen auf das Zellschicksal
von ASCs

5.3.1. Rezellularisierung der dpNSK-Zonen

Fir den dritten Teil dieser Arbeit erfolgte die gezielte Rezellularisierung der
superfiziellen und der zentralen histologischen Zone von dpNSK. Um eine objektive
Ausgangssituation fiir die Anschlussexperimente zu gewahrleisten, wurde die direkte
Besiedlung der Zonen fluoresenzhistologisch kontrolliert. Hier konnte die Prazision der
Rezellularisierungsmethode bestdtigt werden. Die Zellen zeigten sich nahezu
ausschlieBlich auf der Zone auf die sie pipettiert wurden und nur vereinzelt an anderen
dpNSK-Oberflachen. Zudem wurde die Zellvitalitat, -distribution und adharenz nicht von
der besiedelten Zone und der Besiedlungszahl beeinflusst.

Als Erfolgsmal fiir die Rezellularisierung wird haufig die Cell Seeding Efficiency (CSE) im
Tissue Engineering verwendet [143]. Diese bezeichnet den prozentualen Anteil der
Zellen auf dem Scaffold an den Zellen, die initial ausgesat wurden [143,183,184]. Die
Hohe der CSE ist abhangig vom Messzeitpunkt, Zelltyp und Material des Scaffolds. Die
CSE kann Uber verschiedene Methoden ermittelt werden, was die studieniibergreifende
Vergleichbarkeit erschwert [184]. Jedoch kann sie als gutes Vergleichsmall bei
identischer Methodik zum Vergleich zwischen verschiedenen Scaffold-Zonen
herangezogen werden. Fiir diese Arbeit wurde die CSE indirekt iber die metabolische
Aktivitat der ASCs ermittelt. Hier zeigten sich nicht signifikante Unterschiede zwischen
den dpNSK-Zonen (Abb. 21). Der Vergleich der Zellvitalitdat und CSE zwischen den beiden
Zonen des dpNSK ist von Bedeutung fir die Interpretation der weiteren Ergebnisse. Da
keine signifikanten Unterschiede beim Besiedlungserfolg zwischen den EZM-Zonen
ermittelt werden konnten, kann von einer vergleichbaren Ausgangssituation der ASCs
auf den verschiedenen Zonen ausgegangen werden. Eine Verzerrung der
Folgeergebnisse durch eine unterschiedliche Rezellularisierung der Zonen ist somit als
unwahrscheinlich einzustufen.
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Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Rezellularisierung von beiden
dpNSK-Zonen mit ASCs als erfolgreich und vergleichbar zu betrachten ist. Die kurzfristige
Zellvitalitat, -adharenz und -distribution wird nicht von den Matrixzonen beeinflusst.

5.3.2. Einfluss der dpNSK-Zone auf die Zellproliferation

Wahrend die Rezellularisierung und Zellvitalitat nicht signifikant von der Matrixzone
beeinflusst wurden, zeigten sich Unterschieden beim Proliferationsverhalten der ASCs
auf den verschiedenen Lokalisationen: die Proliferation der ASCs auf der superfiziellen
Zone von dpNSK war nach 14 und 28 Tagen signifikant groRRer als die der Zellen auf der
zentralen Zone (Abb. 23). Begleitet wurde dieser Umstand von einer deutlich
signifikanteren Hochregulierung des genetischen Proliferationsmarkers Ki-67 (MKI67)
der ASCs an Tag 28 (Abb. 26) [185]. Diese Ergebnisse unterstitzen die Hypothese, das
die superfizielle Zone von dpNSK der primare Ort von Zellproliferation ist, wahrend die
Zellen auf der zentralen Zone zwar proliferieren, allerdings in einem signifikant
geringeren AusmaR [186,187]. Diese Unterschiede im Zellverhalten werden vor allem
mit zunehmender Zeit in Kultur (beginnend ab Tag 14) sichtbar.

Die erhohte Zellteilung und die signifikant starker ausgepragte Hochregulierung von Ki-
67 in ASCs auf der superfiziellen Zone des Scaffolds geben erste Hinweise darauf, dass
die Stammzellen zonen-spezifische Merkmale von den dezellularisierten Chondrozyten
durch Interaktionen mit deren PZM tbernehmen.

5.3.3. Einfluss der dpNSK-Zone auf die ASC Invasion

Durch die direkte Rezellularisierung der zentralen Zone von dpNSK konnte die Invasion
der ASCs deutlich verbessert werden. Wie in Abb. 24 dargestellt, wanderten die ASCs
vom dpNSK Zentrum ausgehend bis zu tieferen Schichten der superfiziellen Zone liber
einen Beobachtungszeitraum von 28 Tagen ein. Zudem war die Zellinvasion deutlich
gleichmaRBiger ausgepragt und es kann von einer homogenen Durchwanderung des
Scaffolds gesprochen werden. Zudem wird in Abb. 24 das Dilemma der superfiziellen
Zone visuell erneut deutlich: die ASCs bildeten haufig einen dreidimensionalen
Zellhaufen auf der Oberflache des Scaffolds anstatt in tiefere Schichten vorzudringen.
Die ASCs exprimierten somit ein infiltrierendes Wachstumsmuster bei der Kultivierung
auf der zentralen Zone, wahrend bei der Kultivierung auf der superfizielle Zone ein
appositionelles Wachstumsmuster auf der Oberflache von dpNSK zu beobachten war
[188].

Die PorengroRe der zentralen Zone ist deutlich gréBer als die der superfiziellen Zone und
betragt, wenn man diese vom Malstab der Histologie aus vorherigen Studien abschatzt
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circa 40-70 um [134].
suffiziente Invasion von ASCs in dpNSK zu erméglichen.

Diese PorengroRe erscheint somit ausreichend, um eine

5.3.4. Einfluss der dpNSK-Zone auf die Chondrogenese von
ASCs

Die Chondrogenese von Stammzellen wie MSCs oder ASCs lauft Giber verschiedene
Zwischenschritte ab und ist von Veranderungen des Phano- und Genotypus, sowie der
Produktion der EZM Proteine der Zellen gepragt (Abb. 27) [25]. Zuerst kondensieren die
Stammzellen zu Chondroprogenitoren, diese Verdanderung stellt eine Hybrid Situation
aus Proliferation und Differenzierung dar. AnschlieBend differenzieren die Zellen tber
Chondroblasten zu reifen Chondrozyten. Die Anfangsstadien werden von der EZM-
Sekretion von Kollagen Typ | (COL 1) und Kollagen Typ Il (COL lIA) begleitet, die COL Il
Synthese wird mit zunehmender Differenzierungsstufe von der Aggrecan (ACAN) und
COMP Produktion erganzt [25,189]. Integrin al0 (ITGA10) konnte ebenfalls als Marker,
der wahrend der friihen bis mittel-spaten Chondrogenese von ASCs exprimiert wird,
identifiziert werden [190].
Chondrozyten einen hypertrophen Phanotyp an und die Matrixproteine Kollagen Typ X
(COL X), Alkalische Phosphatase (AP) und der Matrix Metallopeptidase 13 (MMP 13)
stehen im Vordergrund. Diese werden auch als ,Hypertrophiemarker” bezeichnet [189].
Der chondrogene Transkriptionsfaktor SRY-related high-mobility group box gene-9
(Sox9) begleitet die Schritte von der MSC zum Chondrozyten und wird primar wahrend

Im terminalen Differenzierungsstadium nehmen die

der friihen Chondrogenese von Stammzellen exprimiert [25,189].
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Abbildung 27) Schematische Darstellung der Eventsequenz die die Chondrogenese von MSCs
zu terminal differenzierten Chondrozyten begleitet.

Grafik aus Vinatier et al.; Cartilage engineering: a crucial combination of cells, biomaterials and
biofactors; Trends in biotechnology. 27, 307-314 (2009). Mit freundlicher Genehmigung des
Elsevier Verlags.
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Nach 28 Tagen in der 3D Kultur und unter chondrogener Induktion, wurden die friihen
Chondrogenese Marker COL I, COL Il und ITGA10 statistisch hoch signifikant (p < 0,01)
von ASCs exprimiert, die auf der superfiziellen Zone von dpNSK ausgesat wurden (Abb.
26). Hier war zudem die ACAN und SOX9 Expression in den Zellen auf dieser Zone
tendenziell deutlicher hochreguliert als auf der zentralen Zone, jedoch war der
Unterschied nicht signifikant. Zudem zeigte sich im DMMB Assay eine zeitlich
signifikante Zunahme der sGAG Produktion der ASCs, die auf der superfiziellen Zone von
dpNSK kultiviert wurden. Diese Ergebnisse implizieren, dass die Zellen auf dieser Zone
chondrogen differenzieren und eine knorpeltypische Matrix produzieren. Die
signifikantere Hochregulierung der friihen chondrogenen Differenzierungsmarker von
den ASCs an dieser Lokalisation lassen die Schlussfolgerung zu, dass sich die Zellen in
dem Differenzierungsstadium von Chondroprogenitoren bis hin zu Chondroblasten
befinden. Vorherige Studien konnten jedoch zeigen, dass die Hochregulierung von COL
| auch auf Faserknorpel-Formierung oder Dedifferenzierung von Zellen in einen
Fibroblasten-artigen Phanotyp hindeutet [50,191]. Zudem war das Integrin all
(ITGA11) in der genetischen Expression der ASCs auf der superfiziellen Zone deutlich
hochreguliert. ITGA11 konnte in vorherigen Studien besonders bei dedifferenzierten
Chondrozyten in einer Monolayer Zellkultur nachgewiesen werden [190]. Die Elevation
von diesen beiden Marker, sowie den friihen chondrogenen Differenzierungsmarkern
auf multiple Level des Fold Changes weisen auf eine Heterogenitat des Schicksals der
ASCs auf der superfiziellen Zone hin.

Die ASCs auf der zentralen Zone von dpNSK zeichneten sich besonders durch eine
Hochregulierung der Hypertrophiemarker MMP 13 und COL X aus. Besonders MMP 13
wurde statistisch hoch signifikant (p < 0,0001) von den Zellen auf dieser Seite des
Scaffoldes gebildet. Zudem war die sGAG Produktion auf dieser Zone nach 28 Tagen in
Kultur signifikant héher, im Vergleich zu den ASCs auf der superfiziellen Zone. Dies
spricht flir eine weiter fortgeschrittene Chondrogenese der ASCs zu terminal
differenzierten Chondrozyten die sich durch eine hohe Sekretion von EZM-
Bestandteilen auszeichnet [25,32].

Die beiden Zonen von dpNSK flhren somit zu verschiedenen chondrogenen
Differenzierungsstadien von ASCs. Wahrend die Zellen auf der zentralen Zone terminale
und hypertrophe chondrogene Differenzierungsmarker exprimierten, sind die ASCs auf
der superfiziellen Zone in einem friheren Stadium. Die Hochregulierung von
Dedifferenzierungs- und Fibroblastenmarkern der ASCs auf dieser Zone deutet zudem
auf die Ausbildung von fibrésem Gewebe hin.
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5.3.5. Zusammenfassende Beurteilung der zonen-
spezifischen Interaktionen zwischen dpNSK und ASCs

Im Folgenden sollen die Interaktionen zwischen den ASCs und der jeweiligen Zone von
dpNSK anhand der Teilfragen zu diesem Abschnitt der Arbeit faktorenibergreifend
zusammengefasst und evaluiert werden.

Die beiden Zonen des Scaffolds unterscheiden sich durch die Morphologie und GrofSe
der Poren, sowie durch die Zusammensetzung der EZM-Inhaltsstoffe [32—34]. Daher soll
der Einfluss dieser Parameter auf das Schicksal und die Entwicklung der ASCs anhand
der aktuellen Fachliteratur beurteilt werden.

5.3.5.1. Fazit: Die superfizielle Zone von dpNSK

Zusammenfassend konnte bei ASCs die auf der superfiziellen Zone von dpNSK kultiviert
wurden, eine erhohte Zellproliferation und Hochregulierung der Proliferationsmarkers
Ki-67 beobachtet werden. Zudem waren die Zellen in der Lage knorpeltypische EZM-
Bestandteile in den dpNSK zu sezernieren und exprimierten friihe bis mittelspate
chondrogene Differenzierungsmarker. Jedoch kam es auch zu einer deutlichen
Hochregulierung von COL | und ITGA11, was auf eine Dedifferenzierung in Richtung
eines Fibroblasten-artigen Phanotypus hindeutet [50].

Die histologische Darstellung des dpNSK Querschnittes, kann eine Erklarung fir die
Heterogenitat der Zellpopulation anbieten: Hier zeigte sich ein dreidimensionaler
Zellhaufen auf der superfiziellen Oberflache von dpNSK mit limitierter Zellmigration.
Somit kann aufgrund der eingeschrankten Porositat dieser Zone nur ein Teil der ASCs
direkt mit der EZM interagieren. Da eine zweidimensionale Umgebung Chondrozyten zu
einer Dedifferenzierung anregt, was von einem Verlust des Phanotypus begleitet wird
(Hochregulierung von ITGA11), wahrend eine 3D-Umgebung die Chondrogenese
unterstitzt (Hochregulierung der chondrogenen Marker), bietet die Heterogenitat der
Interaktionspartner der Zellen eine Erklarung fir die gleichzeitige Heterogenitdt des
Zellschicksals an. Die chondrogene Differenzierung ist im Anfangsstadium eine Hybrid
Situation aus Zellproliferation und Differenzierung, der korrelierende Phanotyp dazu ist
der Chondroprogenitor [25,192]. Die genetische Expression, das Proliferationsverhalten
und die sGAG Produktion geben Hinweise darauf das sich die induzierten ASCs auf dieser
Zone in dem Hybrid Status befinden und einen Phanotyp und das Verhalten von
Chondroprogenitoren bis Chondroblasten annehmen. Somit befinden sie sich in einem
friihen Stadium der Chondrogenese [25].

Die Chondrozyten der superfiziellen Zone von NSK zeichnen sich durch dhnliche
Verhaltensmuster aus. Sie sind zahlreich, flach und parallel zur Oberflache angeordnet
[32,34]. Dieser Phanotyp deutet auf Zellproliferation hin und man geht davon aus das
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die Chondrozyten mit zunehmender Tiefe des NSK fortschreitend differenzieren und
schlieBlich im Zentrum terminal hypertrophieren.

ASCs adaptieren somit scheinbar einige Eigenschaften der Chondrozyten der
superfiziellen Zone durch die Interaktion mit deren ehemaliger Nische [193]. Allerdings
muss die Porositat dieser Zone erhoht werden, um die Kontaktflache zu vergrofRern
(siehe 5.2.2.). Die superfizielle Zone von dpNSK kann somit im Vergleich zu der zentralen
Zone, als Ort der Zellproliferation identifiziert werden. Allerdings sind weitere Studien
notwendig um die beobachtete Zellpopulation und deren Entwicklung weiterfiihrend zu
klassifizieren (u.a. FACS-Analyse, weitere histologische Farbungen, PCR mit gréRerer
Spenderzahl).

AbschlieBend kann die erste Teilfrage verifiziert werden: ASCs weisen bei der Besiedlung
und Kultivierung auf der superfiziellen Zone von dpNSK eine héhere Proliferationsrate
auf als auf der zentralen Zone (1).

5.3.5.2. Fazit: Die zentrale Zone von dpNSK

Die ASCs die auf der zentralen Zone von dpNSK kultiviert wurden, proliferierten geringer
als die ASCs auf der superfiziellen Zone. Zudem produzierten sie unter dem Einfluss von
Induktionsmedium signifikant mehr sGAG nach 28 Tagen in Kultur, was von einer
Hochregulierung der terminalen chondrogenen Differenzierungsmarkern begleitet
wurde. Zudem konnte von dieser Zone ausgehend eine suffiziente Zellinvasion und
somit Zell-Matrix Interaktion erreicht werden.

Die Chondrozyten der zentralen Zone von NSK zeichnen sich durch einen groRen und
runden Phanotyp aus, der auf eine terminale chondrogene Differenzierung hindeutet
und grofle Mengen an GAG in die Matrix sezerniert [32—34]. Die Entwicklung der ASCs
an dieser Lokalisation impliziert, dass die Stammzellen zonen-spezifische Eigenschaften
von nasalen Chondrozyten durch die Interaktion mit der PZM der nativen Zellen
adaptieren. Die zentrale Zone von dpNSK fordert somit die chondrogene Differenzierung
von ASCs und unterstiitzt die Ausbildung eines hypertrophen Phanotypus. Allerdings
sind auch hier weitere Untersuchungen notwendig um das Schicksal der ASCs genauer
zu klassifizieren und Zell-Matrix Interaktionswege weiter nachzuvollziehen.

Zusammenfassend kann die zweite Teilfrage ebenfalls verifiziert werden: ASCs weisen
bei der Besiedlung und Kultivierung auf der zentralen Zone von dpNSK eine héhere
Hypertophie auf und produzieren grolBere Mengen einer knorpeltypischen Matrix als
auf der superfiziellen Zone (2).
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5.3.5.3. Einfluss der Gréfse und Morphologie der Poren

Die Zellform ist ein wichtiger Mediator fiir die Differenzierung von Stammzellen
[58,194]. Die PorengréfRe und Morphologie eines Scaffoldes kann somit in Form von
biomechanischer Zell-Matrix Interaktion gezielt die Form von Zellen beeinflussen und
zur Expression bestimmter Phanotypen beitragen [195].

Dies wird besonders bei der Entwicklung von MSCs zu Chondrozyten anschaulich:
Wadhrend der Chondrogenese kondensieren die Zellen zu spindelférmigen
Chondroprogenitoren und reifen tGiber Chondroblasten zu Chondrozyten (siehe Abb. 27).
Wahrenddessen verandert sich die Form der Zellen und wird runder und hypertropher.
Ein runder und hypertropher Phanotyp ist somit an den Differenzierungsstatus der
Zellen gekoppelt und eine Voraussetzung fir die erfolgreiche chondrogene
Differenzierung von Stammzellen, wie ASCs [196]. Dieser Umstand wird deutlich wenn
man berucksichtigt, dass Chondrozyten in einer Monolayer Zellkultur dedifferenzieren
und einen Fibroblasten-artigen Phanotyp ausbilden [197,198]. Dieser Prozess wird
durch eine Herunterregulierung der chondrogenen Marker Aggrecan und Kollagen Typ
Il begleitet und kann bei der Kultivierung in einer dreidimensionalen Umgebung, die eine
kugelformige Morphologie der Zellen zuldsst, wieder riickgangig gemacht werden
[199,200]. Dies bezeichnet man als Redifferenzierung von Zellen.

Besonders der Rundungsgrad der Zellen scheint somit fiir das Erlangen und Beibehalten
eines Chondrozyten-typischen Phanotypus entscheidend und kann durch die
Porenmorphologie eines Scaffolds gezielt beeinflusst werden. Zanetti et al. entdeckte
im Jahr 1984, dass Cytochalasin D, ein Inhibitor der Polymerisation von Aktin, zur
Redifferenzierung von dedifferenzierten Chondrozyten fiihrt [200,201]. Dies ist auf eine
Unterbrechung des Aktin Zytoskelettes zurlickzufihren und wird von einer
Hochregulierung der chondrogenen Marker (Kollagen Typ Il, Aggrecan) begleitet. Die
Form und Spannung des Zytoskelettes kann also gezielt die Entwicklung von
Stammzellen beeinflussen [194,195]. Die Rho A/ Rho A Kinase (ROCK) vermittelte
Signalkaskade, wurde als molekularer Mechanismus hinter diesem Phanomen
identifiziert [194,202,203].

Eine runde PorengréRe kann somit durch eine mechanostrukturelle Beeinflussung des
Zytoskelettes von Stammzellen zur Chondrogenese beitragen. Oh et al. konnte dies
anschaulich in einer Studie mit PorengréRe-Gradienten-Scaffolds demonstrieren: eine
runde PorengréRe ermdoglichte die beste Umgebung zur chondrogenen Differenzierung
von ASCs in einem PCL-Scaffold [175,204].

Die grofRere und vor allem rundere Form der Poren in der zentralen Zone von dpNSK,
bietet somit eine plausible Erklarung fir die erhéhte Produktion einer knorpeltypischen
Matrix und der Hochregulierung von Hypertrophie und terminalen chondrogenenen
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Differenzierungsmarkern der ASCs in dieser Lokalisation. Naheliegend ist, dass dies auf
Rho A/ ROCK vermittelte Veranderung des Aktin Zytoskelettes zurlickzufiihren ist, wobei
der molekulare Hintergrund in Folgestudien noch genauer untersucht werden muss.

5.3.5.4. Einfluss der EZM-Zusammensetzung

Die Zusammensetzung der EZM-Komposition ist ein weiterer wesentlicher Unterschied
zwischen den Zonen des NSK. Da die Matrixkomposition wahrend des
Dezellularisierungsprozesses des Scaffolds nur minimal verandert wird, kann somit von
einem hoheren Gehalt an Kollagen Typ Il in der superfiziellen Zone von dpNSK
ausgegangen werden [32,68,134]. Zudem ist das Alter des Kollagen an dieser Stelle am
jingsten und nimmt mit tieferen Matrixschichten zu [32]. Die Frage ist somit, inwiefern
Kollagen Typ Il und weitere EZM Bestandteile (u.a. COMP, Matrillin-3, GAGs) das
Verhalten von Stammzellen beeinflussen und dirigieren kdnnen. Dabei muss jedoch
zwischen der 3D-Struktur der Inhaltsstoffe und den Inhaltsstoffen selbst differenziert
werden.

Dies lasst sich anschaulich an dem Beispiel von Composite-Scaffolds darstellen.
Sogenannte Composite-Scaffolds sind Hybridmaterialien die klassischerweise eine
Kombination aus nativer EZM und einem Kunststoff darstellen [179]. Die EZM wird
zerkleinert und in das Kunststoffgerlst eingebracht. Somit geht der GroRteil der
dreidimensionale EZM-Struktur verloren und man erhofft sich von den EZM-
Inhaltsstoffen (Proteine, Wachstumsfaktoren und andere Morphogene) eine
Optimierung des Tissue Engineering Prozesses [163,179].

Wiggenhauser et al. konnte in einer vorherigen Studie zeigen, dass ein Composite-
Scaffold aus PCL und zerkleinertem dpNSK eine hoéhere GAG Produktion von
Chondrozyten unterstiitzen, als die beiden Scaffold-Komponenten jeweils fiir sich
genommen. Zudem konnte in dem PCL/dpNSK Scaffold die Ossifikation des Konstruktes
im Vergleich zu reinen PCL Scaffolds reduziert werden [163]. Dies spricht flr einen
positiven Effekt der EZM-Inhaltsstoffe auf die Chondrogenese und das Schicksal von
Zellen. Allerdings wurde bei der Herstellung dieser Composite-Scaffold die dpNSK-
Struktur nicht vollstandig zerstort, ein begleitender Effekt der Porengréfle und
Morphologie kann somit nicht vollstandig ausgeschlossen werden [163].

Zudem konnte Lu et al. demonstrieren, das regulatorische Veranderungen der ASCs auf
Kollagen Typ Il Scaffolds in Richtung Chondrogenese von einer Rock2
Herunterregulierung begleitet wurden, was mit einer Rundung der Zellform assoziiert
ist [203]. Dies impliziert das das wichtigste Signal, das zu Veranderungen in der
Zellmorphologie und somit zur Differenzierung fihrt, die 3D-Struktur der EZM-
Bestandteile und nicht die Bestandteile an sich sind.

Zusammengefasst sind sowohl die 3D-Struktur, als auch die einzelnen Inhaltstoffe der
EZM Teil des komplexen Interaktionsnetzwerkes zwischen Zellen und Matrix. Die runde
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Porenmorphologie der zentralen Zone scheint jedoch der wichtigste Stimulator fir die
fortgeschrittene Chondrogenese von ASCs an dieser Lokation von dpNSK zu sein.

5.3.5.5. Ausblick und Limitierungen

Es existieren viele verschiedene und vielversprechende Ansdtze, die die Herstellung
eines Knorpelersatzmateriales, durch die Kombination eines Scaffoldes und einer
Zellguelle zum Ziel haben [127]. Jedoch wird die zonale Struktur des zu imitierenden
Gewebes fast immer vernachlassigt [205].

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit geben erste Hinweise darauf, das Stammzell-
Eigenschaften gezielt durch Matrixzonen des NSK beeinflusst werden kénnen und das
Zellschicksal nach der Rezellularisierung einen unterschiedlichen zonen-spezifischen
Verlauf nimmt. Die Adaptation von Chondrozyteneigenschaften der ASCs durch die
Interaktion mit einer bestimmten PZM, kénnte gezielt dazu genutzt werden um
zuklnftige Tissue Engineering Prozesse zu optimieren. So ist die EZM der zentralen Zone
von dpNSK mehr dazu geeignet eine effizientere Chondrogenese von ASCs anzuregen,
wahrend die superfizielle Zone primar die Zellproliferation unterstitzt.

Eine Scaffold-Materialgruppe mit groBem klinischen Potential, die von diesen
Erkenntnissen profitieren kann, ist die Gruppe der Hydrogele. Hydrogele kénnen aus
EZM-Verbindungen hergestellt werden und aufgrund ihrer Gelstruktur per Injektion an
die gewlinschte Lokalisation in den Korper eingebracht werden ohne die Tatsache, dass
eine Operation notwendig wird [63,206,207]. Zwar waren erste Experimente zur
Herstellung eines Hydrogels aus dpNSK noch nicht erfolgreich, allerdings ist es Burnsed
et al. gelungen aus Artikular- und Aurikularknorpel vom Schwein und Haischadelknorpel
ein  Hydrogel herzustellen, das die Chondrogenese von MSCs ohne die
Supplementierung weiterer Wachstumsfaktoren unterstiitzt hat [163,208]. Die
Herstellung von Hydrogelen aus den unterschiedlichen Matrixzonen von dpNSK kdnnte
somit potentiell als Modulator von Stammzelleigenschaften Verwendung finden dessen
Funktion auf den EZM-Inhaltsstoffen beruht.

Zudem gibt es die Moglichkeit, die Unterschiede in der 3D-Struktur (PorengrofRe und
Morphologie) der Zonen mittels Biofabrikationstechniken auf kinstliche
Polymerverbindungen zu tibertragen. Die Schicht-fiir-Schicht (,,Layer-by-Layer”) Technik
von Fused-Depostion-Modelling-basierten 3D-Druckern ermdglicht die Herstellung von
physischen Gradienten, zu der die Porengréf3e und Substratsteifheit zéahlen [209,210].
Dies kann als Werkzeug verwendet werden, um das Gerlst des nativen Gewebes
suffizienter zu imitieren und so das Schicksal der eingesaten Zellquelle gezielt zu
beeinflussen [175,209].
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Eine Verbindung dieser beiden Techniken kénnte in Zukunft zur Herstellung eines
Composite-Scaffold beitragen, das sich aus einem Kunststoffmaterial mit
PorengrofRegradienten und einer zonen-spezifischen Hydrogel Beschichtung
zusammensetzt. Mit dieser Methode kdnnte ein sehr hoher Grad an Biomimikry erreicht
werden und eine zielgerichtete Regeneration von Knorpelgewebe ermdoglicht werden.
Allerdings sind vorerst weitere in vitro und in vivo Studien notwendig, um die
Handhabung und Durchfiihrbarkeit eines solchen Projektes zu evaluieren.
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6. Schlussfolgerung

Ziel dieser Arbeit war es, dpNSK mit humanen ASCs zu kultivieren und die Interaktionen
zwischen Zellen und Matrix im Hinblick auf die Eignung als potentielles
Knorpelersatzmaterial in vitro zu evaluieren. Zudem wurden die verschiedenen
histologische Zonen des dpNSK gezielt besiedelt und zonen-spezifischen Interaktionen
zwischen deren Matrix und den Stammzellen untersucht. Nach bestem Wissen und
Gewissen wurden diese Fragestellungen nie zuvor bearbeitet.

DpNSK konnte als geeignetes Habitat flir ASCs identifiziert werden, das in vitro Potential
zur Knorpelregeneration des NSK gezeigt hat. Die Stammzellen zeigten dabei
vergleichbare Eigenschaften wie humane Chondrozyten in vorherigen Studien und
stellen somit eine potentielle alternative Zellquelle oder einen mdglichen Partner fir
eine Co-Kultur fur chondrogene Tissue Engineering Applikationen mit dezellularisierten
EZM-Verbindungen dar. Allerdings ist eine Erhohung der Porositat von dpNSK
notwendig, um eine effizientere Migration der Zellen in tiefere Zonen des Scaffolds zu
ermoglichen.

Zudem konnte demonstriert werden, dass das Schicksal der ASCs durch die zonale 3D-
Architektur und die Zusammensetzung der EZM-Makromolekiile des Scaffolds in
unterschiedliche Richtungen beeinflusst werden kann. Weitere Studien sind notwendig,
um die ausschlaggebenden Faktoren in der Matrixorganisation zu identifizieren, um so
langfristig gesehen den Herstellungsprozess eines biomimetischen
Knorpelersatzmaterials zu verbessern.

Zusammenfassend konnten aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit folgende neue
Erkenntnisse gewonnen werden:

o Die Besiedlung von dpNSK mit ASCs ist moglich und das Scaffold stellt ein
biokompatibles Habitat fir ASCs dar, das Zelladhdsion und -proliferation
ermoglicht.

o DiePorengroRe der superfiziellen Zone von dpNSK ist zu klein um eine suffiziente
Invasion von ASCs in tiefere Schichten zu ermoglichen. Um eine bessere
Durchwanderung des Scaffolds zu gewahrleisten, muss die Porositat dieser Zone
erhoht werden.

o Unter der Stimulation mit chondrogenen Wachstumsfaktoren produzieren ASCs
auf dpNSK Bestandteile einer Knorpelmatrix.

o Die superfizielle Zone von dpNSK unterstitzt die Proliferation von ASCs starker
als die zentrale Zone.

o Die Besiedlung der zentralen Zone von dpNSK ermdglicht eine suffizientere
Zellinvasion von dpNSK im Vergleich zu der superfiziellen Zone.
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o Unter der Stimulation mit chondrogenen Wachstumsfaktoren unterstitzt die
zentrale Zone von dpNSK die Hypertrophie und Produktion von Knorpelmatrix-
Bestandteilen von ASCs starker als die superfizielle Zone.

o ASCs adaptieren einige zonen-spezifische Zelleigenschaften des NSK, durch die
Interaktion mit der dezellularisierten EZM von Chondrozyten.

Weitere in vivo Studien sind notwendig um die Eignung von ASCs/dpNSK, als
Knorpelersatzmaterial fiir die plastisch-rekonstruktive Rhinochirurgie zu beurteilen. Bis
dahin stellt dpNSK ein interessantes Modell dar, um die komplexe Natur von Zell-Matrix
Interaktionen intensiver zu untersuchen.
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