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1. Einleitung

Seitdem Joseph Murray 1954 die erste erfolgreiche Organtransplantation beim
Menschen durchgefuhrt hat, hat sich das Feld der Transplantationsmedizin rasant
entwickelt 3.

Die Organtransplantation stellt heute ein etabliertes Therapieverfahren fur Patienten
mit chronischen organbezogenen Erkrankungen im Endstadium dar 2. Jedoch steht
diese Option aufgrund des Organmangels nicht fur alle Patienten zur Verfiugung. Zum
1. Januar 2021 waren 14.020 aktive Patienten auf der Warteliste fur eine
Organtransplantation bei Eurotransplant. Demgegenuber stehen lediglich 6.356
Organtransplantationen von verstorbenen Spendern flir das Jahr 2020 4. Um diese
klaffende Licke zu verkleinern, werden unterschiedliche Strategien verfolgt. Hier
waren u.a. die Organspende von herztoten Spendern (in Deutschland nicht zulassig),
die Erweiterung des Spenderpools (extended criteria donors) und die Konditionierung
von marginalen Spenderorganen mittels Maschinenperfusion zu nennen . Es bleibt
jedoch abzuwarten, ob diese Ansatze langfristig die Lucke zwischen dem Bedarf an
Transplantationen und Patienten auf der Warteliste werden schlie3en konnen.

Auch in anderen Bereichen besteht ein Mangel an geeigneten Geweben fur den Ersatz
oder die Rekonstruktion von chronisch geschadigten Geweben. In der Gefal’- und
Herzchirurgie stellt aktuell die Verwendung autologer Gefalde (z.B. Vv. saphenae) den
Goldstandard fur die periphere Bypasschirurgie dar. Jedoch stehen diese bei ca. 20%
der Patienten nicht zur Verfligung 8. Ahnlich verhalt es sich in der koronaren
Bypasschirurgie, bei welcher bei einem Drittel der Patienten kein adaquates autologes
Gefal zur Verfigung steht °. Hier finden GefalRe aus prothetischen Materialen
Verwendung - diese sind allerdings haufig mit Komplikationen wie dem
thrombotischen Verschluss oder Infektionen nach Besiedlung des Fremdmaterials
vergesellschaftet '9-'4. Insbesondere aufgrund der Thrombogenitat sind die
prothetischen Materialen, wie Dacron oder ePTFE (expanded polytetrafluoroethylene),
ungeeignet fiir den GefaRersatz von kleinen Gefalken (Durchmesser < 5-6 mm) %15,
Um die beschriebenen Probleme des Organ- und Gewebeersatzes zu adressieren,
braucht es alternative Ansatze. Hier hat das Tissue Engineering in den letzten
Jahrzehnten zusehends als ein experimenteller Ansatz mit der Perspektive einer

zeitnahen klinischen Translation an Bedeutung gewonnen.



1.1 Tissue Engineering

Tissue Engineering (TE) ist ein interdisziplindres Forschungsgebiet, welches
unterschiedliche wissenschaftliche Teilgebiete wie zum Beispiel die Biomedizin,
Biochemie und das Ingenieurwesen vereint 6. Ziel des TE ist die Entwicklung und
Herstellung eines biologischen Organ-/Gewebeersatzes, welcher in der Lage ist, die
Funktion eines geschadigten Organs/Gewebes zu erhalten, wiederherzustellen oder
zu verbessern '®. Fir die Herstellung dieser biologischen Ersatzstrukturen werden
geeignete Zellen, ein synthetisches oder naturliches biokompatibles Gerust sowie die

optimalen biochemischen/biophysikalischen (Kultur-)Bedingungen benétigt 1617,

1.2 Technik der De- und Rezellularisierung

Der Ansatz der De- und Rezellularisierung stellt einen Teilbereich des TE dar, um
natirliche biokompatible Gerliste zu generieren ' Unter dem Begriff der
Dezellularisierung versteht man die Entfernung bzw. das Herauslosen des zellularen
Kompartimentes und damit von immunogenen Komponenten (z.B. alpha-Gal Epitop,
DNA und RNA) aus der gewebespezifischen bzw. organspezifischen extrazellularen
Matrix (EZM) '°.

Die spezifische EZM bleibt im Anschluss, mit ihrer Mikro- und Makroanatomie,
erhalten. Dieses dreidimensionale (3D) Gerust kann folgend mit unterschiedlichen
Zellen rebesiedelt werden, um so ein NeoOrgan oder NeoGewebe zu generieren. In
einem translationalen Ansatz konnte dieses Konzept so genutzt werden, dass ein
xenogenes Organ mit ausreichender Grol3e dezellularisiert wird und im Anschluss mit
differenzierten induzierten pluripotenten Stammzellen (induced pluripotent stem cells;
iPSC) des spateren Empfangers rebesiedelt wird. Nachdem das NeoOrgan in vitro
maturiert ist und seine Funktionsfahigkeit aufgenommen hat, kann dieses dann
implantiert werden (Abbildung 1).

Indes mussen vor einer klinischen Translation dieses Konzeptes noch kritische
Probleme gelost werden '°. Zu nennen wéaren hier 1) die Zellquelle und
Zelldifferenzierung, 2) die Immunogenitat, 3) die Thrombogenitat der EZM, 4)
Kulturbedingungen fur die ex vivo Maturation und 5) optimale Eigenschaften des EZM-

GerUstes flr die Rebesiedelung 922,
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des Konzeptes der De- und Rezellularisierung im
translationalen Setting am Beispiel der Leber.

1.3 Dezellularisierung und deren Einfluss auf die extrazellulare Matrix

Obwohl die Methodik der Dezellularisierung bereits seit langem etabliert ist, gibt es
bisher keine eindeutige und allgemeingiiltige Definition der Dezellularisierung 923,
Crapo et al. haben 2011 in einem Ubersichtsartikel zusammenfassend festgehalten,
dass 1) dezellularisierte EZM weniger als 50 ng/mg Trockengewicht DNA enthalten
sollte, 2) die DNA-Fragmente weniger als 200 Basenpaare lang sein sollten und 3)
kein Zellkernmaterial mehr in der DAPI oder H&E Farbung sichtbar sein sollte 24,

Fir den Prozess der Dezellularisierung werden unterschiedliche Agenzien genutzt,
deren Aufgabe darin besteht, das zellulare Kompartment aufzulésen und dessen
Bestandteile (Zellmembran, Zytosol und den Nucleus mit der DNA) aus der EZM
herauszulésen '°. Die Agenzien lassen sich grob in chemische und biologische
Substanzen einteilen 2%, Die chemischen Agenzien lassen sich weiter in
Sauren/Basen, hypo-/hypertone Losungen, Ldsungsmittel und Detergenzien
(zwitterionisch, anionisch und nicht-ionisch) unterteilen. Bei den biologischen
Agenzien werden unterschiedliche Enzyme (z.B. Trypsin und Nucleasen) genutzt
sowie Chelatbildner 24,

Zusatzlich konnen auch physikalische Verfahrensweisen zur besseren
Dezellularisierung angewandt werden, wie zum Beispiel Einfrier-/Auftau-Zyklen,
direkte Kraft-Applikation, Druck-Applikation oder die Elektroporation 24.



Des Weiteren gibt es bei der Dezellularisierung unterschiedliche Applikationsformen
der Agenzien. Die beiden wichtigsten sind hierbei die Perfusion, wobei die Agenzien
uber das vorhandene Gefallsystem eines Organs oder Gewebes appliziert werden,
und die mechanische Agitation, wobei das zu dezellularisierende Gewebe in einem mit
Agenzien gefiillten Behaltnis platziert wird und dieses mechanisch bewegt wird 24.
Welches Agens und welche Applikationsform gewahlt werden, hangt sowohl von dem
zugrundeliegenden Gewebe als auch der zu untersuchenden Fragestellung ab.

Allen bereits genannten Agenzien und methodischen Ansatzen ist inharent, dass sie
in gewissem Umfang auch die EZM alterieren 924, Exemplarisch kann hier
Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate, SDS) genannt werden, ein anionisches
Detergenz. Beim SDS handelt es sich um eines der am haufigsten genutzten und
effizientesten Dezellularisierungsdetergenzien, welches aber auch die Kollagene
schadigt und Wachstumsfaktoren sowie Glykosaminoglykane entfernt 24-26. Die
wenigsten Arbeiten untersuchen jedoch systematisch die dezellularisierten
Gewebe/Organe bezuglich der Dezellularisierungsqualitat und der Eigenschaften der
dezellularisierten EZM (dEZM) 26-3°,

1.4 Eigenschaften und Charakterisierung der dezellularisierten

extrazellularen Matrix

Obwohl bereits bekannt ist, dass die Dezellularisierung die EZM alteriert, wird die
umfangreiche Charakterisierung der dEZM hinsichtlich ihrer strukturellen,
biochemischen und biophysikalischen Integritdt meist vernachlassigt 3'. Nur
gelegentlich wird der Fokus im Rahmen von Dezellularisierungsstudien auf
Teilaspekte der EZM-Charakterisierung gelenkt. Die meisten Studien beschranken
sich auf die (immun)histologischen Untersuchungen sowie die Quantifizierung des
DNA-Gehaltes und der wichtigen EZM-Bestandteile (z.B. Glykosaminoglykane,
Kollagen und Elastin). Hierzu sei gesagt, dass diese oberflachliche Charakterisierung
der Komplexitat der dEZM nicht gerecht wird. Die EZM ist ein gut organisiertes,
dynamisches, dreidimensionales, azellulares Netzwerk von gewebespezifischen
Makromolekllen®233. Das Proteom der EZM wird auch als Matrisom bezeichnet 34.

Dieses kann unterteilt werden in die Kern-EZM-Proteine (Kern-Matrisom) und die

EZM-assoziierten Proteine (Matrisom-assoziierte Proteine) 343° (Abbildung 2). Das
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Abbildung 2: Zusammensetzung und Gliederung des Matrisoms.

Matrisom beeinflusst viele wichtige Zellfunktionen wie die Differenzierung, das
Wachstum und das Zelliiberleben 3536, Die organspezifischne EZM und deren Zellen
befinden sich in einem Zustand der dynamischen Reziprozitat 3637, Diese Zell-Matrix-
Interaktion wirkt sich nicht nur auf die Zusammensetzung der EZM aus, sondern auch
auf deren biomechanische Eigenschaften . Dieses Wechselspiel ist essenziell fiir
den Erhalt der organspezifischen Homoostase und Funktion 6. Aus den genannten
Grunden erscheint es offensichtlich, dass die dEZM mit ihren spezifischen
Eigenschaften (biochemisch und biomechanisch) die Zellen nach Rezellularisierung
beeinflussen wird. Um den Prozess der Rezellularisierung sowie die folgende Kultur
der Zellen in der dEZM besser verstehen und optimieren zu kdnnen, muss zuerst das
Ausgangsmaterial (dEZM) tiefgreifend charakterisiert und verstanden werden.

Diese umfangreiche Charakterisierung der dEZM, auf biochemischer und
biophysikalischer Ebene, findet bedauerlicherweise nur in wenigen Publikationen statt
31, Mittlerweile wurden unterschiedliche Ansétze zur Charakterisierung etabliert.
Beispielweise nutzen Li et al. die Proteomik mittels Flussigchromatographie mit
Tandem-Massenspektrometrie-Kopplung zur Charakterisierung von unterschiedlichen
nativen und dezellularisierten Geweben (humane Lunge und Rattenleber) 38. Die
Kolleginnen und Kollegen haben schliel3lich die proteomischen Daten hinsichtlich der
Matrisom-Kategorisierung von Naba et al. analysiert 3839, Durch diese Untersuchung
war es moglich, eine wesentlich genauere Vorstellung der Zusammensetzung von
dEZM zu bekommen. Der Ansatz der Proteomik zur Charakterisierung von dEZM ist

mittlerweile ein verbreiteter 40-42,



Die EZM mit ihren spezifischen biomechanischen Eigenschaften beeinflusst viele
wichtige zellulare Funktionen wie die Differenzierung, das Wachstum und das
Zellliberleben 6. Die gewebespezifischen Zellen und deren EZM befinden sich somit
immer in einem Status der dynamischen Reziprozitat. Die Zellen stehen mit der EZM
uber die Integrine in direkter Verbindung und konnen somit biomechanische
Information aus der Umgebung mittels Mechanotransduktion aufnehmen und
verarbeiten 3. Uber diese Verbindung der EZM in die Zelle werden unterschiedliche
Mechanismen in der Zelle reguliert, welche wiederum die EZM beeinflussen, um so
die Homoostase und damit die Gewebe-Biomechanik aufrecht zu erhalten 6. Diese
Mechanismen werden sich in ahnlicher Art und Weise auch zwischen der dEZM und
den Zellen nach Rebesiedelung abspielen.

Wie bereits erlautert, sind auch die biomechanischen Eigenschaften der dEZM von
hochster Relevanz 3'. Hier wurden mittlerweile multiple Ansatze beschrieben, wie
unterschiedliche Parameter der mechanischen Eigenschaften auf mehreren Ebenen
(mikromechanisch vs. makromechanisch) untersucht werden kénnen 3'. Hier ware
unter anderem die Rasterkraftmikroskopie (Atomic Force Microscopy, AFM) zu
nennen, die es ermoglicht, auf mikromechanischer Ebene die biomechanischen
Eigenschaften raumlich aufgeldst innerhalb der dEZM zu analysieren 43-4°, Auf
makromechanischer Ebene werden sowohl uniaxiale Zug-, Scher- und
Kompressionsuntersuchungen durchgefiihrt 31:46.47,

FuUr die meisten beschriebenen Verfahren muss das Material irreversibel prozessiert
werden oder wird bei der Testung destruiert, was eine Weiternutzung der dEZM
unmoglich macht. Aus diesem Grund werden potenziell nicht-invasive Verfahren zur
biomechanischen Charakterisierung bendotigt.

Eine Technik, die hier eingesetzt werden konnte und fur die das Gewebe nicht
destruiert werden muss, ist die Magnetresonanz-Elastographie (MRE). Bei dieser
bildgebungsbasierten Technik werden die viskoelastischen Eigenschaften des
Gewebes bestimmt. Hierbei werden mittels eines Anregungsgerats Scherwellen
unterschiedlicher Frequenzen im zu untersuchenden Gewebe induziert. Diese breiten
sich im Gewebe aus und werden mit einer Phasenkonstrast-Sequenz in der MRT
kodiert 8. Daraus lassen sich mittels mathematischer Prozessierung unterschiedliche
Parameter berechnen wie das komplexe Schermodul mit seinem Speicher-
(elastischer Teil, G*) und Verlustmodul (viskoser Teil, G*) 4°.



1.5 Reendothelialisierung von GefaBRen und GefaBnetzwerken

Der Wiederaufbau der Endothelschicht bzw. des Endothelnetzwerks stellt einen
wichtigen Teilaspekt fur die Implantation und den Anschluss an das Empfanger-
GefaBnetzwerk von rezellularisierten GefaRen und Organen dar %057, Bei der
Implantation von dezellularisierten Organen mit Anschluss an das Gefal3netz hat sich
gezeigt, dass diese in Kurze komplett thrombotisch verschlossen sind. Dies liegt an
der freiliegenden EZM, vorwiegend an den Kollagenen, welche uber ihre Interaktion
mit Thrombozyten zu einer Thrombosierung fiihren 5254, Die Implantation von
dezellularisierten Gefallen als Gefallersatz in der Gefalichirurgie ist auch ohne
Rezellularisierung moglich, da hier mittels systemischer Antikoagulation ein
GefaBverschluss verhindert werden kann °°. Hier gibt es mehrere zugelassene sowie
klinisch angewandte dezellularisierte, xenogene Gefalersatzprothesen .

Man weil} jedoch, dass auch hier — wie beim synthetischen Gefallersatz — die
Offenheitsraten niedrig sind 5657, Die Herstellung eines funktionellen TE-
GefaBersatzes stellt also den ,heiligen Gral“ in der peripheren GefaRchirurgie dar .

Um die langfristige Perfusion bzw. Offenheit von rebesiedelten Organen und Gefalien
zu gewabhrleisten, ist die erfolgreiche Reendothelialisierung essenziell. Zusatzlich
wurden unterschiedliche Ansatze der Oberflachenbeschichtung, das sogenannte
Coating, etabliert 5°-56, Hier kann zwischen mehreren methodischen Vorgehensweisen
unterschieden werden: einerseits das Beschichten (Coating) zur Verbesserung der
Reendothelialisierung (in vivo oder ex vivo), andererseits das Coating der
[freiliegenden’ dEZM-Strukturen (mit oder ohne Reendothelialisierung), um somit die
Thrombogenitat zu reduzieren beziehungsweise ganz zu verhindern 596062 Auch
Kombinationen beider Ansatze sind maoglich.

Durch die unterschiedlichen Optimierungsstrategien konnten mittlerweile vor allem bei
der Reendothelialisierung deutliche Fortschritte erzielt werden %'. So gelang es
kurzlich, reendothelialisierte porcine Lebern in Schweine zu implantieren, welche
anschlieRend 15 Tag lang perfundiert waren 7. Flr die Implantation von rebesiedelten
Gefallen war die Offenheit ebendieser in unterschiedlichen Tiermodellen Uber
mehrere Monate zu beobachten %°. In einer von Olausson et al. durchgefiihrten Studie
wurden erfolgreich zwei rezellularisierte Venen als Pfortaderersatz in zwei Kinder
implantiert. Jedoch bendtigte eines der Kinder nach sieben Monaten einen neuen

GefaRersatz 9869,
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Um optimale personalisierte Gefalersatzprothesen auf Basis von De- und
Rezellularisierung herzustellen, werden Gefalde unterschiedlicher Lange und mit
unterschiedlichen Durchmessern benotigt. Hier richtet sich die Auswahl nach dem
spateren Einsatzgebiet. Es werden hierfur in der Regel xenogene Gefalke bzw.
Gefalistrukturen genutzt.

Als optimale Zellquelle fur die Rebesiedelung von dezellularisierten
Gefaliersatzprothesen haben sich in letzter Zeit die humanen endothelialen
Vorlauferzellen etabliert 8597071 Diese lassen sich verhaltnismaRig einfach aus
peripherem Blut isolieren, welches mittels Venenpunktion gewonnen werden kann. Bei
den endothelialen Vorlauferzellen handelt es sich um eine heterogene Zellgruppe mit
unterschiedlichen Phanotypen, deren Nomenklatur 2017 angepasst wurde 7273, Zur
Vereinfachung und fur das bessere Verstandnis wird im weiteren Verlauf fur diese
heterogene Zellgruppe der Terminus Endotheliale Vorlauferzellen (endothelial
progenitor cells, EPC) genutzt.

In einem klinischen Setting konnte das Konzept so aussehen, dass fur einen Patienten
mit einer peripheren arteriellen Verschlusskrankheit (pAVK), der in absehbarer Zeit
einen Bypass bendtigt, ein xenogenes Gefal® mit ausreichender Lange (z.B. bovine
Carotiden) dezellularisiert wird und anschlie®Bend mit patienteneigenen EPC
rebesiedelt wird. Nach einer Zeit der ex vivo Maturation konnte dieses individuelle TE-
Gefal} schliel3lich implantiert werden.

Um diese personalisierten Gefaldprothesen am besten an die in vivo Situation
anzupassen, sollten diese wahrend der ex vivo Maturation hinsichtlich der spater zu
erwartenden Belastung und Exposition gegenuber Vollblut getestet werden. Hierfur
werden aussagekraftige ex vivo Vollblutperfusions-Untersuchungen bendtigt.

11



1.6 Fragestellungen

Die hier vorgelegte Habilitationsschrift wird sich vor allem mit der tiefgreifenden
Charakterisierung der EZM nach Dezellularisierung sowie mit der Re-
endothelialisierung von Gefallen beschaftigen und dabei folgende Fragestellungen

adressieren:

1. Lasst sich die proteomische Analyse des Matrisoms einsetzen, um
dezellularisierte humane Leberschnitte (gesund und erkrankt) genauer zu

charakterisieren?
2. Kann die Magnetresonanz-Elastographie (MRE) genutzt werden, um die
biomechanischen Eigenschaften von dezellularisierten Geweben zu

bestimmen?

3. Lassen sich bovine Karotiden mit humanen endothelialen Vorlauferzellen und

mesenchymalen Stromazellen rebesiedeln?

4. Senkt die Re-Endothelialisierung der bovinen Karotiden die Thrombogenitat in

einem ex vivo Vollblut-Perfusionsmodell?

Die im folgenden aufgefuhrten Arbeiten werden versuchen, die dargelegten

Fragestellungen zu adressieren.

12



2. Darstellung der eigenen Arbeiten

2.1 Das humane Lebermatrisom — proteomische Analyse von nativer und
fibrotischer humaner Leber-EZM zum Einsatz im Bereich des Organ

Engineering.

Daneshgar A, Klein O, Nebrich G, Weinhart M, Tang P, Arnold A, Ullah I, Pohl J,
Moosburner S, Raschzok N, Striicker B, Bahra M, Pratschke J, Sauer IM, Hillebrandt
KH: The human liver matrisome - Proteomic analysis of native and fibrotic human liver
extracellular matrices for organ engineering approaches.

Biomaterials. 2020 Oct;257:120247.

Die dEZM bzw. das Matrisom vermittelt viele essenzielle Funktionen und
Mechanismen im Kontext der Struktur, des Umbaus und der Regeneration von
Gewebe und ist somit auch im Zusammenhang mit der De- und Rezellularisierung von
Gewebe von Bedeutung. Die tiefgreifende Charakterisierung des Matrisoms eines
Organs ist daher von grundlegender Bedeutung.

Insbesondere da der Einfluss von unterschiedlichen Dezellularisierungsdetergenzien
und deren Konzentrationen auf die Zusammensetzung der dEZM und somit des
Matrisoms fur humane Lebern bisher nicht suffizient untersucht wurden, haben wir im
Rahmen dieser Arbeit zur Analyse des humanen Lebermatrisoms unterschiedliche
Dezellularisierungs- und Entfettungsprotokolle etabliert und getestet. Diese wurden
anschlief3end fur die Dezellularisierung von humanen Leberproben genutzt, welche im
Rahmen von Leberoperationen gewonnen wurden. Hierfur wurde das Lebergewebe in
10x10x10 mm grolle Fragmente geschnitten und bei -80°C gelagert. Aus diesen
Fragmenten wurden dann 500 ym dicke Schnitte angefertigt, welche schlie3lich mit
den unterschiedlichen Protokollen (16 Protokolle, basierend auf der Kombination von
vier Dezellularisierungs- und vier Entfettungssansatzen) behandelt wurden. Diese
wurden fur vier native humane Leberproben angewandt. Neben der proteomischen
Analyse des Matrisoms wurden die Leber-dEZM Schnitte noch auf den DNA- und
Triglycerid-Gehalt untersucht sowie (immun)histologisch aufgearbeitet. Nachdem ein
optimales Protokoll definiert wurde, wurden zusatzlich jeweils drei Proben mit den vier
Fibrosegraden nach Desmet et al. dezellularisiert und, wie eben erlautert analysiert 4.
In den histologischen Untersuchungen konnten wir nachweisen, dass die Schnitte
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suffizient dezellularisiert waren und deren Mikroanatomie erhalten geblieben ist. In den
Immunfluoreszenz-Farbungen (Kollagen |, Kollagen |V, Fibronectin und Laminin)
konnten wir weiter zeigen, dass diese vorhanden sind und wie deren oOrtliche Auflésung
ist. Bei der DNA- und Triglycerid-Quantifizierung konnten wir beobachten, dass diese
durch die Dezellularisierung ausreichend entfernt wurden. Bei der proteomischen
Analyse der Leber-dEZM, welche mit 16 unterschiedlichen Protokollen generiert
wurden, wurden zwischen 91 und 110 Matrisom-Proteine identifiziert. Es gab fur die
Protokolle eine Ubereinstimmung zwischen den unterschiedlichen Patienten von
79,51%. Insgesamt konnten in den nativen Leber-dEZM 140 Lebermatrisom-Proteine
identifiziert werden. Im Anschluss wurde das beste Protokoll fur die Dezellularisierung
von fibrotischen Leberschnitten genutzt, welche ebenfalls proteomisch untersucht
wurden. Hierbei zeigte sich, dass 70 der Matrisom-Proteine konstant tUber alle Grade
der Fibrose sowie in den nativen Leber-dEZM Proben vorhanden sind.

Die proteomischen Ergebnisse unserer Untersuchung wurde anschlielliend mittels
Western Blot verifiziert.

Der Vorteil des hier gewahlten Ansatzes zur Charakterisierung von dEZM ist, dass er
sich auf eine Vielzahl von dezellularisierten Geweben Ubertragen lasst. Zusatzlich
bietet die Studie einen umfangreichen Einblick in das Matrisom von nativer sowie
fibrotischer Leber-dEZM.
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2.2 Mittels Magnetresonanz-Elastographie lasst sich der Fest-fllissig-

ubergang in dezellularisierten Lebergewebe quantifizieren

Everwien H, Ariza de Schellenberger A, Haep N, Tzschétzsch H, Pratschke J, Sauer
IM, Braun J, Hillebrandt KH* Sack I*: Magnetic resonance elastography
quantification of the solid-to-fluid transition of liver tissue due to decellularization.

J Mech Behav Biomed Mater. 2020 Apr;104:103640.

*Contributed equally.

Die biomechanische Charakterisierung von dezellularisiertem Gewebe stellt, wie
bereits in der Einleitung erwahnt, einen weiteren wichtigen Teilaspekt dar,
insbesondere im Hinblick auf die Rezellularisierung. Da mittlerweile bekannt ist, dass
die EZM mit ihren mechanischen Eigenschaften das Verhalten und die Proliferation
von Zellen beeinflusst. Fur die meisten mechanischen Charakterisierungsverfahren
muss die dEZM prozessiert werden oder wird bei der Testung destruiert. Mit der MRE
steht ein potenziell nicht-invasives Verfahren zur Verfugung.

Um zu testen, ob die MRE sich zur Charakterisierung von dezellularisierten Geweben
und Organen eignet, wurden dezellularisierte Rattenlebern mit einem 0,5-Tesla
tabletop MRE-Gerat bei unterschiedlichen Frequenzen (400, 500 und 600 Hz)
gemessen. Zusatzlich erfolgte eine Analyse der Dezellularisierung. Als
Vergleichsgruppe dienten native nicht dezellularisierte Rattenlebern.

Die makroskopische und mikroskopische Analyse der dezellularisierten Lebern ergab,
dass diese erfolgreich dezellularisiert wurden. Bei der MRE wurden folgende
Parameter erhoben/berechnet: die Wellengeschwindigkeit (c), die Durchdringungsrate
(a) beide in m/s sowie das komplexe Schermodul mit seinem Speicher- (G*) und
Verlustmodul (G*“), welche die viskoelastischen Eigenschaften reprasentieren. Aus
diesem wurde schliel3lich der Verlustwinkel berechnet. Dieser gibt das Verhaltnis
zwischen elastischen und viskosen Eigenschaften an und kann einen Wert zwischen
0 und n/2 annehmen, wobei Werte kleiner n/4 auf einen festen Zustand hinweisen,
wahrend Werte groRer /4 auf einen flussigen Zustand hinweisen.

Wir konnten beobachten, dass durch die Dezellularisierung G* und G* signifikant
abgenommen haben im Vergleich zu nativen Lebern. Dies fuhrt dazu, dass der loss

angle sich mehr Richtung n/2 bewegt, was fiir einen Ubergang zu einem flissigen
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Zustand spricht. Es lasst sich daraus schlieRen, dass die biomechanischen
Eigenschaften in der nativen Rattenleber mafigeblich durch die Zellen, hauptsachlich
die Hepatozyten und deren Interaktion untereinander sowie mit der Matrix definiert
werden. Durch die Dezellularisierung werden die Zellen entfernt und deren Platz durch
Flussigkeit eingenommen, was die beobachtete biophysikalische Transformation
erklart.

Die hier vorgestellte Studie zeigt eindrucksvoll, dass die MRE genutzt werden kann,
um die viskoelastischen Eigenschaften von dezellularisierten Geweben zu
untersuchen. Obwohl die komplette dezellularisierte Rattenleber fur die Messungen im
tabletop MRE noch zerteilt werden musste, scheint eine nicht-invasive Nutzung der
Technik dennoch moglich, da ihr Aufbau beliebig skalierbar ist.
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2.3 Der solide Gewebeanteil bestimmt die Steifigkeit und Viskositat von

dezellularisiertem Pankreasgewebe

Snellings J, Keshi E, Tang P, Daneshgar A, Willma EC, Haderer L, Klein O, Krenzien
F, Malinka T, Asbach P, Pratschke J, Sauer IM, Braun J, Sack |, Hillebrandt KH: Solid
fraction determines stiffness and viscosity in decellularized pancreatic tissues.
Biomaterials Advances. Volume 139, 2022, 212999. (bis Anfang 2022 Materials
Science and Engineering: C)

Diese Studie stellt eine inhaltliche und technische Weiterentwicklung der
vorangegangenen Untersuchungen dar. Es werden zwei Fragen beantwortet: erstens
inwieweit sich unterschiedliche Konzentrationen der Detergenzien auf die
Dezellularisierung sowie die biomechanischen Eigenschaften auswirken und zweitens
wie der solide Gewebeanteil, welcher nach Dezellularisierung verbleibt, die
viskoelastischen Eigenschaften beeinflusst.

Initial wurde ein neuartiges perfusionsbasiertes und druckgesteuertes
Dezellularisierungssetup fur porcine Pankreata etabliert, welches im Anschluss mit
zwei Protokollen benutzt wurde. Die beiden Protokolle unterschieden sich in der
Konzentration der Detergenz Natriumlaurylsulfat (sodium dodecyl sulfate, SDS): 1%
vs. 0,1%. Nach erfolgreicher Dezellularisierung wurde eine frische Probe direkt mittels
eines 0,5-Tesla tabletop MRE-Gerat bei unterschiedlichen Frequenzen (400-5000 Hz)
biomechanisch analysiert. In der (immuno)-histologischen Untersuchung zeigten sich
die dezellularisierten Pankreata frei von zellularen Bestandteilen sowie eine erhaltene
Mikroanatomie. Bei der Bestimmung der viskoelastischen Eigenschaften zeigte sich
kein Unterschied zwischen den beiden Dezellularisierungsprotokollen, was indirekt
daraufhin deutet, dass die SDS-Konzentration keinen relevanten Einfluss auf die fur
die biomechanischen Eigenschaften verantwortliche dEZM hat. Des Weiteren wurde
untersucht, wie sich die Steifigkeit und Viskositat von dezellularisierten Geweben Uber
die Zeit verandern. Hierbei konnten wir beobachten, dass nach Dezellularisierung die
genannten Parameter Uber mehr als 60 Stunden stabil bleiben. Fur die nativen
Pankreata wurde ein initialer Abfall von Steifigkeit und Viskositat beobachtet, gefolgt
von einer Stabilisierung.

Zusatzlich war es uns moglich, die Abhangigkeit von Steifigkeit und Viskositat von dem

soliden Gewebeanteil nach Dezellularisierung zu zeigen, sprich: Die Steifigkeit und
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Viskositat steigen mit zunehmendem soliden Gewebeanteil nach Dezellularisierung
an. Im Vergleich zu der vorangegangenen Studie zeigt sich eine Zunahme der
Steifigkeit und Viskositat nach Dezellularisierung. Methodisch wurde in dieser Studie
residuelles Wasser von der Probe entfernt, was wiederum die Biomechanik der dEZM
beeinflusst.

Mit dem hier entwickelten methodischen Ansatz sowie den gewonnenen
Erkenntnissen konnte es in Zukunft moglich sein, unterschiedlichste dezellularisierte
Gewebe mittels MRE nicht-invasiv zu charakterisieren. Diese Informationen konnten
Aufschluss sowohl Uber den Dezellularisierungsprozess sowie uUber die strukturelle

Integritat des Gewebes nach Dezellularisierung geben.
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F, Malinka T, Asbach P, Pratschke J, Sauer IM, Braun J, Sack |, Hillebrandt KH: Solid
fraction determines stiffness and viscosity in decellularized pancreatic tissues.
Biomaterials Advances. Volume 139, 2022, 212999. (bis Anfang 2022 Materials
Science and Engineering: C)
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2.4 In vitro Rebesiedelung von dezellularisierten bovinen Karotiden mit

humanen endothelialen Vorlauferzellen

Seiffert N, Tang P, Keshi E, Reutzel-Selke A, Moosburner S, Everwien H, Wulsten D,
Napierala H, Pratschke J, Sauer IM, Hillebrandt KH* Struecker B*: In vitro
recellularization of decellularized bovine carotid arteries using human endothelial
colony forming cells.

J Biol Eng. 2021 Apr 21;15(1):15.

*Contributed equally.

Im Rahmen dieses Projekts haben wir ein bereits in der Arbeitsgruppe etabliertes
Dezellularisierungsprotokoll fur Gefalde modifiziert und fur bovine Karotiden (bovine
carotic artery,BCA) adaptiert. Der Erfolg der Dezellularisierung wurde histologisch
sowie immunhistologisch untersucht. Zusatzlich wurden der DNA-Gehalt und der
GAG-Gehalt vor und nach Dezellularisierung bestimmt. Wir konnten histologisch eine
erfolgreiche Dezellularisierung zeigen durch die Abwesenheit von Zellen und DNA-
Bestandteilen in der H&E-Farbung sowie der DAPI-Farbung. Zusatzlich zeigte die
DNA-Quantifizierung eine signifikante Reduktion durch die Dezellularisierung. Um den
Erhalt der biomechanischen Eigenschaften nach Dezellularisierung zu analysieren,
wurden definierte Ringe der Gefalle angefertigt und in einer uniaxialen
Zugtestmaschine nach Vorspannung mechanisch untersucht. Hier zeigten sich fur die
erhoben  Parameter graduelle Unterschiede zwischen den einzelnen
Behandlungsschritten und den nativen Proben.

Fir die Re-Endothelialisierung haben wir uns fir humane EPC entschieden. Diese
wurden erfolgreich aus dem Blut von Patienten mit kardiovaskularen Vorerkrankungen
isoliert und charakterisiert. Zur initialen Vereinfachung der Rebesiedelungsversuche
wurden aus den dezellularisierten BCA (dBCA) kleine Chips angefertigt und diese
statisch in vitro rebesiedelt. Initial erfolgte diese nur mit humanen EPC. Hierbei zeigte
sich nahezu keine Besiedlung der dBCA. Um die Effizienz der Rebesiedelung zu
steigern, kombinierten wir fur die Rezellularisierung die hEPC mit Mesenchymalen
Stromazellen (MSC), initial von Ratten und spater humane. Hierdurch konnte die
Rezellulariserung deutlich verbessert werden. Jedoch fiel bei der Untersuchung der
zellularen Herkunft auf, dass bei der Kombination von hEPC und rMSC die dBCA
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Chips zum Ende der Kultivierung fast ausschliel3lich mit Zellen mit Ratten-Ursprung
besiedelt waren. Im Anschluss kombinierten wir die hEPC mit hMSC und konnten eine
partiell erfolgreiche Re-Endothelialisierung beobachten. Es zeigt sich, dass
wahrscheinlich fur eine erfolgreiche Besiedlung von Gefallen mit humanen EPC eine

Unterstltzung von perivaskularen Zellen in Form von humanen MSC notwendig ist.

53



Seiffert N, Tang P, Keshi E, Reutzel-Selke A, Moosburner S, Everwien H, Wulsten D,
Napierala H, Pratschke J, Sauer IM, Hillebrandt KH* Struecker B*: In vitro
recellularization of decellularized bovine carotid arteries using human endothelial
colony forming cells.
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2.5 Die Oberflachenmodifikation von bovinen Karotiden mittels humaner

endothelialer Zellen reduziert die Thrombogenitat

Keshi E, Tang P, Weinhart M, Everwien H, Moosburner S, Seiffert N, Lommel M,
Kertzscher U, Globke B, Reutzel-Selke A, Striicker B, Pratschke J, Sauer IM, Haep
N*, Hillebrandt KH*: Surface modification of decellularized bovine carotid arteries with
human vascular cells significantly reduces their thrombogenicity.

J Biol Eng. 2021 Nov 24;15(1):26.

*Contributed equally.

Aufbauend auf den Ergebnissen der vorangegangenen Arbeit haben wir als nachsten
Schritt mit der Rebesiedelung von intakten dBCA begonnen. Diese rezellularisierten
Gefalie konnen einerseits potenziell als Gefallersatz in der Gefallchirurgie genutzt
werden, anderseits helfen sie uns dabei, den Prozess der Re-Endothelialisierung
besser zu verstehen.

Zur Dezellularisierung der BCA haben wir das vorher etablierte Protokoll benutzt. Auf
eine erneute umfangreiche Charakterisierung wurde deswegen verzichtet. Zur
Reendothelialisierung wurden wieder humane MSC and EPC genutzt. Fur die
Rebesiedelung und dynamische Kultivierung wurde eigens ein Reaktor mit dem
dazugehorigen Perfusionssetup entwickelt. Es erfolgte eine dynamische
Rebesiedelung uber 48 Stunden mit Zwischenphasen der statischen Kultur/Inkubation.
Die Kulturbedingungen wurde wahrend der Re-Endothelialisierung regelmafig mittels
Blutgasanalysen (BGA) Uberwacht. Im Anschluss wurden die rebesiedelten BCA
(rBCA) dynamisch mit steigenden Flussraten fur zehn bzw. 14 Tage kultiviert. Zur
Einschatzung der Rezellularisierung wurden die Gefalle nach Beendigung der
Versuche histologisch aufgearbeitet und standardisiert analysiert. Als wichtiger
Parameter wurde die luminale Zellbedeckung mit Endothelzellen (luminal endothelial
cell coverage, LECC) etabliert. Diese wurde von zwei unabhangigen Untersuchern mit
einer vorgefertigten Maske bestimmt. Die LECC-Bestimmung wurde dann mit den
Messungen der BGA korreliert. Hierbei zeigte sich, dass die LECC mit dem Glucose
Verbrauch und der Laktatproduktion am Tag vor der Beendigung der Zehn-Tage
Versuche korreliert. Wir haben hierbei herausgefunden, dass ein Glucose-Wert von <
62 mg/dl mit einer luminalen Zellbedeckung von >60% vergesellschaftet ist (Spezifitat:
85,7 % Sensitivitat: 100 %).
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Fur die ex vivo Vollblutperfusion wurden im Anschluss nur Versuche mit einer LECC
>50% genutzt. Die Dauer der Vollblutperfusion betrug zwei Stunden. Verglichen
wurden die rezellularisierten GefalRe mit dezellularisierten Gefallen sowie der
einfachen Perfusion im Setup ohne Gefal. Wir konnten beobachten, dass es bei den
dezellularisierten GefalRen sowohl nach einer sowie zwei Stunden zu einem
signifikanten Abfall der Thrombozyten in der ex vivo Perfusion kam, wohingegen der
Abfall der Thrombozyten bei den rezellularisierten Gefallen nicht signifikant war und
vergleichbar mit der Perfusion des Kreislaufs ohne eingespanntes Gefald. Zusatzlich
konnte bei den dezellularisierten Gefallen teilweise eine makroskopische

Thrombusformierung beobachtet werden.
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3. Diskussion

Ziele der hier vorgelegten Arbeiten waren, neue methodische Ansatze zur
Charakterisierung von dezellularisierten Geweben und Organen zu etablieren sowie
die Rezellularisierung von dBCA mit humanen EPC weiterzuentwickeln und eine
Testung ebendieser zu erproben.

Der Ansatz der Dezellularisierung mit der Entfernung des zellularen Kompartments
unter dem Erhalt der organ- bzw. gewebe-spezifischen EZM stellt einen ganz
besonderen Ansatz im Bereich des Tissue Engineering dar. Obwohl das Ziel ist, die
spezifische EZM in ihrer Gesamtheit und Komplexitat zu erhalten, wird es bei jedem
Dezellularisierungsprozess — bedingt durch die eingesetzten Agenzien — zu einer
Alteration der EZM kommen 924, Die EZM stellt ein wichtiges Element dar, welches
essenzielle Funktionen wie die Zelldifferenzierung, -Proliferation und das
Zelllberleben reguliert 323339, Die Charakterisierung der dezellularisierten Gewebe
bzw. Organe und damit der spezifischen EZM, war in den initial publizierten Arbeiten
noch sehr oberflachlich . Die umfangreiche Charakterisierung ist jedoch besonders
wichtig, um zu untersuchen, ob und in welchem Umfang die organ- bzw. gewebe-
spezifischen EZM-Eigenschaften nach dem Prozess der Dezellularisierung erhalten
bleiben. Obwohl die EZM hinsichtlich ihrer Ubergeordneten Struktur in den meisten
Organen/Geweben gleich ist, gibt es doch organspezifische Unterschiede 7>7%. Diese
spezifischen Unterschiede scheinen von besonderer Bedeutung fur die
Differenzierung von Zellen zu sein 7. Es konnte beispielsweise mehrfach gezeigt
werden, dass die Leber-dEZM supportive Effekte bei der Differenzierung von iPSC hat
im Vergleich zu anderen in vitro Kultursystem 77:’8, So konnten Jaramillo et al. unter
anderem mittels qRT-PCR zeigen, dass hiPS-K3 Zellen die auf Leber-dEZM Kkultiviert
wurden im Vergleich zu Matrigel, eine deutliche Hochregulation von bestimmten
Markern adulter Hepatozyten zeigen 7. Eine Limitation der Arbeit war jedoch
sicherlich, dass die Leber-dEZM nur sehr basal charakterisiert wurde und nur
rudimentar auf den Zusammenhang zwischen der Komposition der dEZM und der
Differenzierung eingegangen wurde 7’. Hier ist ebenfalls vorstellbar, dass uns eine
umfangreiche Charakterisierung der dEZM weiterhelfen konnte, um die beschriebenen
Beobachtungen besser zu verstehen.

Die Proteomik zur tiefergreifenden Analyse von dezellularisierten Organen und
Geweben konnte uns einen detaillierten Einblick in den proteomischen Aufbau der

90



Leber-dEZM geben. Ein wichtiger Aspekt scheint, dass trotz makroskopisch und
mikroskopisch erfolgreicher Dezellularisierung ein noch relevanter Anteil an nicht-
matrisomen Proteinen in der dEZM zu finden ist. So konnten wir fur die
unterschiedlichen Protokolle insgesamt zwischen 774 — 1103 Proteine identifizieren,
wovon nur 91 — 110 in der Matrisom Datenbank von Naba et al. vorhanden waren 0.
Die Tatsache, dass trotz Dezellularisierung noch zellulare Proteine zu finden sind,
wurde auch in anderen Studien beobachtet °-%'. Die Bedeutung der residuellen
zellularen Proteine, insbesondere im Kontext der Rezellularisierung oder Implantation
von dEZM, ist aktuell noch unklar und wird umfangreicher Untersuchungen bendtigen.
So wurden beispielsweise Hitzeschockproteine in dEZM (heat shock proteins, HSP)
nachgewiesen, welche auch als sogenannte damage-asociated molecular pattern
(DAMP) fungieren 404182 Diese DAMP sind wichtige Vermittler bei inflammatorischen
Prozessen 82, Jedoch kénnen DAMP auch eine Rolle als bioaktive bzw. bioinduktive
Molekule spielen und dariber die nach einer Implantation in einen Empfanger
ablaufende Immunantwort beeinflussen 8. So haben Daly et al. in ihrer Arbeit die
Bedeutung des DAMPs HMGB1 (High mobility group box 1) gezeigt, welches zu den
am besten untersuchten DAMP gehdrt. In dieser Arbeit konnte dargelegt werden, dass
das Ausgangsgewebe, der Dezellularisierungsprozess sowie post-
Dezellularisierungsmodifikationen (Crosslinking) den Gehalt an HMGB1 beeinflussen.
Zusatzlich wurden in dieser Studie deutliche Unterschiede hinsichtlich der Interaktion
der unterschiedlichen EZM-Geruste mit einer monozytaren Zelllinie in Abhangigkeit
des HMGB1 Gehaltes gezeigt 8. Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass
DAMPs eine wichtige Rolle bei der Navigation der Immunantwort auf dEZM-GerUste
nach Implantation spielen kénnen 8. Diese Arbeit hebt erneut eindrucksvoll hervor,
wie wichtig die moglichst umfangreiche Charakterisierung der dEZM ist. Nicht nur mit
Hinsicht auf das Matrisom sondern ebenfalls auf die nicht-Matrisom-Proteine, da diese
ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Implantation spielen kdnnen.

Was weiterhin aus unserer Sicht ein Problem darstellt, ist die Heterogenitat bei der
Aufarbeitung, Darstellung und Interpretation proteomischer Daten von dEZM. So stellt
der von uns gewahlte Ansatz, die Daten anhand der Matrisom-Strukturierung von
Naba et al. zu analysieren, nur einen dar 253°. Dieser wurde mittlerweile von einigen
Gruppen angewandt 3840418084 Hier konnten bereits einige Unterschiede zwischen
unterschiedlichen Spezies, Organen oder Dezellularisierungsmethoden beobachtet
werden. Beispielsweise haben Asthana et al. Proben humaner Pankreata
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dezellularisiert und proteomisch mittels Flussigchromatographie mit Tandem-
Massenspektrometrie-Kopplung aufgearbeitet und dabei insgesamt nur 101 Proteine
gefunden, wovon nur 39 Matrisom-Proteine waren 8. Hier zeigt sich ein
eindrucksvoller Unterschied zu unseren Daten “4°. Vergleicht man jedoch nun
unterschiedliche dezellularisierte humane Pankreata, so konnten Ma et al. bei ihrer
Analyse 120 Matrisom-Proteine identifizieren 8084,

Legt man nun den Fokus auf den Speziesunterschied, konnten Berger et al. in
dezellularisierten Pankreata des Schweines deutlich mehr Matrisom- sowie Nicht-
matrisom-Proteine nachweisen im Vergleich zu Asthana et al. *'. Fr die Leber kdnnen
ebenfalls zwischen dezellularisierten Ratten- und humanen Proben weitreichende
Unterschiede in der Zusammensetzung des Matrisoms beobachtet werden34°,

Was diese — doch teilweise groRen — Unterschiede in der Zusammensetzung der
dEZM bedingen, lasst sich aus unserer Sicht aktuell noch nicht abschatzen.
Potenzielle Einflussgrof3en sind sicherlich die Probenaufarbeitung und -analyse, die
Dezellularisierungsprotokolle sowie die Unterschiede der EZM der einzelnen Organe.
Diese relevanten Unterschiede verdeutlichen eindrucklich, wie wichtig die
umfangreiche Charakterisierung der dEZM ist.

Bei anderen Ansatzen zur Analyse proteomischer Daten von dEZM werden alle
gefundenen Proteine anhand ihrer Gene Ontology (GO) Annotations in die drei
Kategorien biologische Prozesse, molekulare Funktion und zellularer Bestandteil
eingeteilt. Diese jeweiligen Kategorien haben wiederum Subkategorien 85. Zusatzlich
sind in der Literatur noch multiple andere Darstellungen bzw. Auswertungen von
proteomischen Daten dezellularisierter Gewebe vorhanden.

Des Weiteren konnen bei den unterschiedlichen Aufarbeitungs- und
Darstellungsformen noch vergleichende Anreicherungsanalysen durchgefuhrt werden.
Um die proteomischen Ergebnisse der unterschiedlichen dEZM vergleichbar zu
machen, ware aus unserer Sicht eine einheitliche Aufarbeitung und Darstellung der
Daten sicherlich sinnvoll. Welche Form der Datenprozessierung und -darstellung sich
fur einen Vergleich am besten eignet, lasst sich aktuell noch nicht abschatzen.

Wie bereits erwahnt, ist die Charakterisierung der dEZM vor einer Rebesiedelung
essenziell. Diese Tatsache lasst sich mit der Studie von Guo et al. untermauern, hier
konnte gezeigt werden, dass Uber die Dauer der Reendothelialisierung von bis zu 21
Tagen von Rattenlebern mit HUVEC sukzessive mehr humane Matrisom-Proteine
nachweisbar waren, wohingegen die Ratten-Proteine in der dezellularisierten Leber
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Uber den Kultivierierungszeitraum konstant blieben 8. Dies weist auf einen Umbau der
dEZM hin und kénnte Hinweise geben, ob bestimmte xenogene dEZM mit humanen
Matrisom-Proteinen augmentiert werden mussen, um eine bessere Rezellularisierung
zu erreichen. Jedoch sind dies erste Daten hinsichtlich der Veranderung des
Matrisoms durch Rezellularisierung. Es bleibt also abzuwarten, in welcher Weise sich
die dEZM durch die Rebesiedelung auch mit anderen Zelltypen verandern wird.

Ein weiterer wichtiger Aspekt in unserer Arbeit war die Aufarbeitung und Analyse von
fibrotischer bzw. zirrhotischer Leber-dEZM. So war es uns moglich Matrisom-Proteine
zu identifizieren, welche in unserer Analyse ausschlief3lich bei bestimmten Graden der
Fibrose/Zirrhose zu finden waren*®. Zusatzlich haben wir in unserer Arbeit ein Modell
etabliert, welches geeignet ist, in vitro die Interaktion von Zellen mit der EZM zu
untersuchen 4%87. Wie vielversprechend solche krankheitspezifischen — dEZM-
basierten Modelle sind konnte eine Arbeit von Mazza et al. verdeutlichen 8. In deren
Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch die Kultivierung von HepG2 Zellen in
zirrhotischer Leber-dEZM bestimmte Epithelial-mesenchymale Transition vermittelte
prokarzinogene Marker hochreguliert werden 8'. Zudem konnte die Gruppe
demonstrieren, dass das Modell auch geeignet ist, um Medikamententestungen
durchzufiihren®!. Diese und weitere Arbeiten legen nahe, dass dEZM basierte in vitro
Kultursysteme geeignet sein konnten, krankheitsspezifische Interaktionen zwischen
Zellen und der EZM zu untersuchen und besser zu verstehen 8889 Hierfir stellt die
proteomische Charakterisierung der dEZM einen wichtigen Ausgangspunkt dar.
Jedoch muss einschrankend festgehalten werden, dass sich noch nicht abschatzen
lasst, inwieweit diese dEZM basierten Modelle in der Lage sind die in vivo
vorherrschende Komplexitat von Krankheiten abzubilden. Beispielweise wurden in den
bisher eingesetzten dEZM-basierten Krankheitsmodellen Immunzellen
aullenvorgelassen. Jedoch spielen bei der Leberfibrose/-zirrhose Immunzellen eine
essenzielle Rolle °. Es bleibt also abzuwarten, ob sich auch komplexere
Mechanismen in den dEZM-basierten Modellen abbilden lassen.

Die Biomechanik der EZM und damit auch der dEZM hat eine wichtige Bedeutung bei
der Vermittlung von multiplen zellularen Prozessen 3691, In einer umfangreiche
Ubersichtsarbeit von Behmer Hansen et al. wurden bisher eingesetzte
Charakterisierungsverfahren fur die biomechanischen Eigenschaften der dEZM

zusammengefasst 3.
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Die Nutzung der MRE zur Charakterisierung viskoelastischer Eigenschaften von
dezellularisierten Geweben stellt einen innovativen Ansatz dar. Unsere Arbeitsgruppe
hat diese Nutzung weltweit als erstes beschrieben und weiterentwickelt 29, Aus
diesem Grund lassen sich unsere quantitativen Messdaten nur schwer mit denen
anderer Gruppen und Modalitaten vergleichen. Perepelyuk et al. konnte eine
Dezellularisierungs-bedingte Abnahme des Ausgangswertes des Schermoduls G' auf
10% von nativen Rattenlebern beobachten 6. Zusatzlich konnten die Gruppe einen
nahezu kompletten Verlust der Kompressionsversteifung, bedingt durch die
Dezellularisierung feststellen 46. Die Vergleichbarkeit zu unserer Studie ist jedoch
limitiert, da diese Werte mittels eines Rheometers generiert wurden 4. Diese
Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Zellen in der Leber, mal3geblich die
Hepatozyten, wesentlich zur mechanischen Integritat beitragen 2. Da wahrend des
Prozesses der Dezellularisierung das zellulare Kompartment entfernt wird und mit
Flussigkeit ersetzt wird, scheint der Ubergang von einem soliden Gewebezustand hin
zu einem flussigeren Gewebezustand logisch. Jedoch muss limitierend festgehalten
werden, dass sich die biomechanischen Eigenschaften verandern, wenn die
Flussigkeit aus der dEZM entfernt wird und sich die residuelle Matrix retrahiert. Es ist
anzunehmen, dass die dEZM dadurch kompakter und somit steifer wird 3. Welchen
Einfluss diese Veranderung der viskoelastischen Eigenschaften der dezellularisierten
Leber bei der Rebesiedelung auf die Zellen haben, sollte zeithah untersucht werden.
AulBerdem sollte weiterhin untersucht werden, inwieweit die rezellularisierten Zellen
die dEZM verandern und damit die biomechanischen Eigenschaften verandern bzw.
anpassen. Fur rezellularisierte Herz-dEZM konnte gezeigt werden, dass sich durch die
suffiziente Rebesiedelung und Maturation die Elastizitat wieder der des nativen
Gewebes anpasst %.

Auch fur dezellularisiertes Pankreasgewebe sind bisher nur wenige Daten hinsichtlich
der biomechanischen Eigenschaften verfugbar. Diese Daten sind allerdings nur
eingeschrankt auf unsere Beobachtungen Ubertragbar, da sie mittels eines anderen
methodischen Ansatzes erhoben wurden %. So haben Goh et al. mittels AFM das
Elastizitatsmodul (Young-Modul) bestimmt. Die Gruppe konnte ahnlich wie wir einen
Anstieg der Steifigkeit nach Dezellularisierung beobachten. Jedoch muss hier mit
aullerster Vorsicht verglichen werden, da die AFM die dEZM auf mikromechanischer
Ebene charakterisiert und die MRE unsere Pankreas-dEZM auf makromechanischer

Ebene untersucht hat °3%. Des Weiteren unterscheiden sich die dynamischen
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Bereiche der AFM und MRE deutlich voneinander. Wahrend AFM im quasi-statischen
Bereich angewandt wird, nutzt die MRE Frequenzen im Kilohertz-Bereich. Zusatzlich
konnten wir in unserer Untersuchung darlegen, dass die Steifigkeit und Viskositat vom
soliden Gewebeanteil der EZM nach Dezellularisierung abhangt 3. Diese Information
ist wichtig, da der Dezellularisierungsprozess und die genutzten Detergenzien einen
Einfluss auf die dEZM haben. So konnen unterschiedliche
Dezellularisierungsprotokolle den Kollagen-, Elastin- und GAG-Gehalt beeinflussen,
was wiederum mit dem soliden Gewebeanteil korreliert und somit mit den
viskoelastischen Eigenschaften 9. Daraus lasst sich ableiten, dass sich tber die Wahl
des Dezellularisierungsprotokolls (Applikationsmodus und Expositionsdauer) sowie
der Detergenzien die Zusammensetzung der dEZM und damit die biomechanischen
Eigenschaften beeinflussen lassen. Wir konnten bereits zeigen, dass bei der
Dezellularisierung von bovinen Karotiden nach dem dritten Dezellularisierungszyklus
die Gesamtkonzentration an GAG abnimmt ’'. He et al. konnten ebenfalls zeigen, dass
die Detergenzienkonzentration und deren Expositionszeit die Konzentration von GAG
in dezellularisierten Rattennieren beeinflusst. Ahnliche Beobachtungen hinsichtlich der
zeitlichen Exposition von Detergenzien und der Veranderung von wichtigen EZM-
Proteinen konnten Lin et al. bei porcinen Koronararterien machen®. Zusatzlich
konnten Lin et al. darstellen, dass sich mit der Dauer der Dezellularisierung bestimmte
biomechanische Eigenschaften, in dem Fall das pseudoelastische Verhalten verandert
9. Diese Ergebnisse und unsere Beobachtungen hinsichtlich des Zusammenhangs
zwischen der EZM-Komposition und den biomechanischen Eigenschaften, konnen
somit als erste Hinweise angesehen werden, dass sich die biomechanischen
Eigenschaften durch den Prozess der Dezellularisierung modifizieren lassen. Dies
konnte wiederum weitreichende Implikationen fur eine erfolgreiche Rebesiedelung
haben. Jedoch fehlen diesbezuglich noch Studien fur die Rebesiedelung von
dezellularisiertem  Leber- und  Pankreasgewebe mit  unterschiedlichen
biomechanischen Eigenschaften.

Es ist zudem vorstellbar, dass die MRE als kontinuierliches Monitoring-Verfahren far
den Prozess der Dezellularisierung von ganzen Organen genutzt wird. Bisher werden
fur die Verifizierung des erfolgreichen Dezellularisierungprozesses zumeist
destruierende Charakterisierungsverfahren, wie u.a. Histologie, Immunhistologie und
Elektronenmikroskopie genutzt. Hier konnte die MRE eine wertvolle Alternative oder
Erganzung darstellen. Der Vorteil der MRE ist die Skalierbarkeit des technischen
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Ansatzes und die Tatsache, dass neben Informationen hinsichtlich der
viskoelastischen Eigenschaften auch bildbasierte Informationen Uber das
dezellularisierte Gewebe erhoben werden konnen. Hier ware bespielweise die
Wasser-Diffusion in (dezellularisierten) Geweben zu nennen, welche im Rahmen der
Magnetresonanz Bildgebung, welche fur die MRE durchgefuhrt wird, mittels DWI-
Sequenz (diffusion-weighted imaging) mitbestimmt werden kann 9%, Einen
methodisch ahnlichen Ansatz zum Monitoring der Dezellularisierung haben Geerts et
al. bereits fir ganze Rattenlebern evaluiert . Hierfiir hat die Gruppe neben
konventionellen Charakterisierungstechniken zusatzlich sequenzielle M-
Computertomographie Untersuchungen wahrend des Dezellularisierungsprozesses
der Rattenlebern durchgefluhrt. Hier konnte gezeigt werden, dass der Dann-Gehalt mit
den Hounsfield-Einheiten korreliert und somit mit einer nicht-destruierenden Technik
Aussagen uber die Entfernung des zellularen Kompartiments getroffen werden konnen
% Inwiefern sich dieser Ansatz auf die Anwendung der MRE zum kontinuierlichen
Monitoring Ubertragen lasst, muss nun in weiterfUhrenden Studien, im Optimalfall mit
unterschiedlichen Organen bzw. Geweben evaluiert werden. Als mogliche Parameter
waren beispielsweise G und G* (Speicher- und Verlust-Modul) vorstellbar. Uber deren
Reduktion, wie in unserer Studie beobachtet, konnte sich der Zeitpunkt der optimalen
Dezellularisierung in Kombination mit der makroskopischen Erscheinung des
dezellularisierten Organs ermitteln lassen 2.

Im Rahmen meiner Arbeiten wurden bereits umfangreiche Charakterisierungen von
unterschiedlichen dEZM durchgefuhrt — einige Aspekte konnten jedoch bisher nicht
berucksichtigt werden: So haben in den letzten Jahren mehrere Publikationen gezeigt,
dass sich in der dEZM matrix-gebundene Nanovesikel befinden und wie diese isoliert
sowie charakterisiert werden koénnen 100192, Des Weiteren war es moglich zu
demonstrieren, dass diese biologisch aktiv sind und zum Beispiel einen Einfluss auf
die Polarisierung von Makrophagen haben 19191 Dieses Beispiel verdeutlich erneut
eindrucksvoll, wie essenziell eine tiefgreifende Charakterisierung der dEZM ist fur eine
spatere Interpretation der Rezellularisierungs- und/oder der Implantationsergebnisse.
Deshalb sollte eine standardisierte analytische Pipeline etabliert werden, um dEZM
strukturiert und so umfangreich wie moglich zu charakterisieren. Dieser Ansatz hatte
den Vorteil, dass der Dezellularisierungsprozess und dezellularisierte Gewebe bzw.
Organe zwischen verschiedenen Gruppen besser verglichen werden konnen.

Zusatzlich ware es durch die Standardisierung besser moglich, den Einfluss der
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unterschiedlichen Agenzien auf die dEZM zu analysieren. Ebenso bedeutsam ware
die standardisierte Charakterisierung, wie bereits erwahnt, auch fur die vergleichende
Analyse von Rezellularisierungsergebnissen. Erfreulicherweise werden die aktuell
publizierten Arbeiten, welche sich mit der De- und Rezellularisierung von Geweben
und  Organen  beschaftigen, immer  umfangreicher hinsichtlich  ihrer
Charakterisierungsmethodik.

Ein weiterer Fokus der Arbeiten lag auf der Reendothelialisierung von dBCA mit
humanen EPC und perivaskularen Zellen in Form von MSC sowie deren Evaluation ex
vivo. Die Rekonstruktion des Endothelsystems stellt einen wichtigen Baustein fur die
in vivo Implantation von rebesiedelten Gefalden und Organen dar. Bei dem klinischen
Einsatz von dezellularisierten Gefalien/Gefal3strukturen (z.B. dezellularisierter boviner
Carotiden und boviner Ureteren) waren die Ergebnisse vergleichbar mit denen von
etablierten klinischen Verfahren und konnten bisher keine wesentlichen
Verbesserungen der therapeutischen Optionen erzielen '°3-1%_|nsbesondere bei der
Implantation von TE-Gefallen konnte die Rezellularisierung selbiger die Ergebnisse
optimieren. Bei der Implantation in unterschiedlichen Tiermodellen konnten durch die
Rebesiedelung der dezellularisierten GefalRe deutlich bessere Offenheitsraten erzielt
werden®0:197.108 ' Als Zellquelle scheinen die EPC die beste Option darzustellen fiir eine
spatere klinische Translation'®’. Diese lassen sich (iber eine einfache Blutabnahme
isolieren 7. Ein weiterer Vorteil der EPC besteht darin, dass diese in allen gewebe-
typischen Endothelzellen differenziert werden kénnen 199, Diese Eigenschaft macht
EPC zu einem idealen Zelltyp, nicht nur fur die Rebesiedelung von dezellularisierten
Gefalden, sondern auch fur die Rezellularisierung von dezellularisierten Geweben bzw.
Organen. Alternative ware an normale primare Endothelzellen (primary endothelial
cells, pEC) oder Nabelschnurvenen-Endothelzellen (human umbilical vein endothelial
cells, HUVEC) zu denken. Jedoch stehen personalisierte HUVEC nicht fur alle
Patienten zur Verfugung und pEC bendtigen in der Regel eine invasive
Materialgewinnung, was auch sie zu ungeeigneten Zellen fiir TE-GefaRe macht 0.
Fur die EPC bestehen jedoch ebenfalls Limitationen: So konnte gezeigt werden, dass
deren Vorkommen und Phanotyp durch zugrundeliegende kardiovaskulare
Risikofaktoren (z.B. Nikotinabusus, Ubergewicht, Diabetes Mellitus oder Hypertonie)
beeinflusst wird '"112, Es war uns mdglich, EPC von diesem Patientenkollektiv zu
isolieren 7'. Jedoch liegen bisher keine Daten vor (iber die Performance von EPC von
Patienten mit kardiovaskularen Risikofaktoren oder Erkrankungen bei der
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Rezellularisierung von dezellularisierten Gefallen/Gefalistrukturen. Diese Daten sind
fur eine spatere klinische Translation von herausragender Bedeutung, da Uber die
Zellauswahl sicherlich Modifikationen der Rezellularisierung moglich sein werden. Die
bisher generierten Daten in Tiermodellen sind alle an nicht vorgeschadigten Organen
durchgefiihrt worden %°. Unsere Beobachtung, dass humane EPC allein nicht in der
Lage waren, die BCA-Schnitte zu besiedeln, konnte ein erster Hinweis auf eine
mogliche Funktionseinschrankung sein. Limitierend muss man jedoch sagen, dass wir
die Rezellularisierung nicht mit EPC von gesunden Spendern verglichen haben. Unter
Zuhilfenahme von xenogenen und allogenen mesenchymalen Stromazellen war dann
jedoch eine Rebesiedelung der BCA-Schnitte moglich 7', Die Nutzung von MSC als
perivaskulare Zellen fur Endothelzellen und deren positiver Effekt wurden bereits
mehrfach gezeigt ''°. Hier kommen u.a. die Sekretion von pro-angiogenen Faktoren
maBgeblich zum Tragen ''3. Zusatzlich sind mechanische Stimuli wichtig fir die
Stabilisierung von vaskularen Strukturen, welche durch perivaskulare Zellen ausgeubt
werden 4 MSC konnen meist Uber wenig invasive MalRnahmen aus
unterschiedlichen Geweben gewonnen werden '°. Interessanterweise konnten wir
nachweisen, dass bei der Ko-Kultur von xenogenen MSC (Ratte) und humaner EPC
am Ende der Kulturversuche keine humanen Zellen mehr auf der Oberflache der BCA-
Schnitte vorhanden waren. Interessanterweise waren die Zellen nach 14 bzw. 23
Tagen bei den Ko-Kultur Versuchen von xenogenen MSC (Ratte) mit humanen EPC
positiv fur zwei wichtige endotheliale Marker, der Von Willebrand Faktor (VWF) und
CD-31. Eine mogliche Erklarung hierfur konnte sein, dass die Ratten-MSCs durch das
Endothelzell-Medium (EGM-2), welches Supplemente beinhaltete und 50:50 mit dem
Ratten-MSC Medium (M-199) fur die Versuche gemischt wurde, zur Differenzierung
angeregt worden sind. Dass diese Differenzierung moglich ist, konnte bereits
hinreichend gezeigt werden 4. Es ist also vorstellbar, dass die xenogenen MSC so
sehr stimuliert wurden, dass sie deutlich schneller gewachsen sind als die EPC und
diese verdrangt haben. Dies konnte ebenfalls auf eine eingeschrankte Performance
der EPC von vorerkrankten Spendern hinweisen. Jedoch war bei der Ko-Kultur von
humanen EPC und MSC eine suffiziente Rebesiedelung in unseren weiterfUhrenden
Versuchen moglich 871, Hier sind weitere tiefgreifende Analysen hinsichtlich der
Ursachenklarung fur diese Beobachtung notwendig, um gegebenenfalls den
Rezellularisierungsprozess weiter anzupassen und dadurch zu optimieren. Ein

moglicher Erklarungsansatz mag der Versuchsaufbau und -ablauf sein, welcher in der
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zweiten Studie doch deutliche Unterschiede aufwies 8. Der in der zweiten Studie
gewahlte Ansatz der Rezellularisierung von intakten dBCA unter einer Kombination
von dynamischen und statischen Bedingungen, ist deutlich mehr auf eine klinische
Translation ausgerichtet 8. Um den ex vivo Rezellularisierungsprozess und die
Maturation der TE-Gefalle zu monitoren, bedarf es nicht-invasiver Marker bzw.
Untersuchungen, welche den aktuellen Stand des Rezellularisierungsprozesses
widerspiegeln und uns eine Auskunft Uber den bestmoglichen Zeitpunkt fur die
Implantation geben konnten. Wir haben regelhaft Blutgasanalysen des
Perfusionsmediums durchgefuhrt, um mdogliche Parameter zu identifizieren. Hier
haben sich sowohl die Laktat- als auch Glucose-Konzentration als vielversprechende
Marker herausgestellt, die gut mit der luminalen Zellbedeckung der rezellularisierten
dBCA korrelieren (Laktat: positive Korrelation und Glucose: negative Korrelation). Der
hohe Verbrauch von Glucose (niedrige Glucose-Konzentration an Tag 9) ist also mit
einer hohen Iluminalen Zellbedeckung in unseren Versuchen vergesellschaftet
gewesen. Umgekehrtes gilt fur das Laktat. Diese Ergebnisse decken sich mit den
Beobachtungen von Shaheen et al. welche die Glucose-Consumption-Rate ebenfalls
als Marker fur eine suffiziente Reendothelialisierung von porcinen Lebern mit HUVEC
genutzt haben 7.

Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die Thrombogenitat der de- bzw. rezellularisierten TE-
Gefalde, denn diese wird in letzter Konsequenz die Offenheitsraten der TE-Gefale
beeinflussen. So wird vor allem initial bei der Thrombogenitats-Testung von TE-
Gefaldstrukturen auf in vitro bzw. ex vivo Verfahren zuruckgegriffen. Das beste
Testsystem stellt hier sicherlich die in vivo Implantation in einem menschenahnlichen
Tiermodel dar. Hier sind die Modelle der Wahl sicherlich Schweine- und Schaf-Modelle
115 Die Lokalisation fiir die Implantation von rezellularisierten TE-GefaRen im
Tiermodell orientiert sich am spater geplanten GefaRersatz ''5. Jedoch sind diese in
der Regel mit groRem Aufwand und Kosten verbunden ''°.

Deshalb scheint die Nutzung von ex vivo Testungen der Thrombogenitat unter
moglichst realen, sprich in vivo, Bedingungen ein sinnvoller Ansatz, da zum Beispiel
die FlieRgeschwindigkeit des Blutes bzw. Blutsurrogates Gerinnungseigenschaften
beeinflusst 16, Das am besten geeignete Ausgangsmaterial fiir die Thrombogenitats-
Testung von rezellularisierten TE-Gefalle, im Falle eines spater intendierten Einsatz
beim Menschen, stellt humanes Vollblut dar 7. Dies lasst sich u.a. damit begriinden,
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dass es spezies-spezifische Unterschiede hinsichtlich der Aktivierung von
Thrombozyten, in Abhangigkeit von deren Stimulation gibt "17:118,

FuUr die Thrombogenitats-Testung von Biomaterialen fur den Gefaliersatz bzw. von TE-
Gefalistrukturen gibt es sowohl statische als auch dynamische Testverfahren 7. Wir
haben, um die in vivo Situation so realistisch wie moglich abzubilden, eine dynamische
Perfusion von rBCA mit leicht heparinisiertem humanem Vollblut gewahlt und konnten
zeigen, dass es im Vergleich zu dBCA nicht zu einem signifikanten Abfall der
Thrombozyten bei einer Perfusion Uber zwei Stunden kommt, was fur eine
Verringerung der Thrombogenitat durch die Rebesiedelung spricht 8. Damit waren wir
die ersten, die eine humanisierte rBCA in einem ex vivo Perfusionskreislauf erfolgreich
testen konnten®. Hierfiir muss erwahnt werden, dass wir fiir die Vollblut-Perfusion nur
rBCA mit einem Glucose-Wert von < 62mg/dl genutzt haben, da wir beobachtet haben,
dass dies mit einer luminalen Zellbedeckung bei >60% vergesellschaftet ist
(Sensitivitat: 100% und Spezifitat: 85,7%) 8. Der hohe Glucoseverbrauch und damit die
hohe luminale Zellbedeckung sind somit als indirekte Marker fur eine gute Funktion
der rBCA in den ex vivo Perfusionsversuchen zu werten. Ob dies auch auf die in vivo
Implantation von rBCA zu Ubertragen ist bleibt abzuwarten. Ahnliche Beobachtungen
wie wir haben Shaheen et al. hinsichtlich der in vitro und in vivo Performance von
reendothelialisierten porcinen Lebern gemacht 7. In ihrer Arbeit konnten Shaheen et
al. zeigen, dass die Spitzen-Glucose-Consumption-Rate mit der in vitro und in vivo
Offenheit der reendothelialisierten porcinen Lebern korreliert 7.

Limitation unseres Versuchsaufbaus ist die Nutzung von Blut von gesunden freiwilligen
ProbandInnen ohne kardiovaskulare Risikofaktoren fiir unsere Perfusionsversuche &.
Dies ist kritisch zu betrachten, da beispielsweise bekannt ist, dass durch
kardiovaskulare Risikofaktoren die Thrombozytenfunktion bzw. Aktivierung direkt oder
indirekt beeinflusst wird %720, Ob Blut von Patienten mit kardiovaskularen
Risikofaktoren bzw. Erkrankungen in unserem ex vivo Perfusionsmodell andere
Ergebnisse hinsichtlich der Thrombogenitat der rezellularisierten dBCA erbringt, muss
in weiteren Versuchen untersucht werden.

Obwohl es einige andere ex vivo Perfusionssysteme gibt, fehlt es diesen jedoch an
physiologischer Relevanz 8. Ob unser Perfusionsmodell und die daraus generierten
Erkenntnisse eine Relevanz, fur die in vivo Implantation hat, bleibt ebenfalls

abzuwarten.
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Unser Perfusionssystem induzierte Scherstress an der Gefallwand, welcher mit dem
in der V. saphena magna vergleichbar ist '?'. Dies scheint dahingehend relevant, da
dieses autologe Gefall den Goldstandard in der Bypasschirurgie darstellt. In weiteren
Untersuchungen, vor allem in vivo, muss nun die langfristige Offenheit unserer rBCA
gezeigt werden. Eine methodische Schwachstelle unserer Arbeit ist, dass wir nur die
Oberflache der dBCA mit hEPC und hMSC rebesiedelt haben. Beispielsweise haben
Olausson et al. bei der Rebesiedelung einer lliakalvene welche als Pfortaderersatz
hergestellt wurde, zusatzlich zu den Endothelzellen noch glatte Muskelzellen
hinzugefugt. In deren Arbeit konnten sie die glatten Muskelzellen auch in der Tunica
media der rezellularisierten lliakalvene nachweisen °. Dass die Rezellularisierung von
dezellularisierten Gefallen auch zu morphologisch und funktionell besseren
Ergebnissen fiihren kann, wurde bereits von Neff et al. gezeigt'??. Die Gruppe konnte
bei der kombinierten Rezellularisierung von glatten Muskelzellen mit Endothelzellen in
einem porcinem Model zeigen, dass die Maturation der Tunica media deutlich besser
funktioniert als bei der Rezellularisierung von dezellularisierten porcinen Karotiden nur
mit Endothelzellen. Auch hinsichtlich der in vitro Kontraktilitat zeigten die Gefalde,
welche mit beiden Zelltypen rebesiedelt wurden bessere Ergebnisse’?2.

Die erwahnten Arbeiten zeigen eindrucklich, wie wichtig eine moglichst native
Rekonstruktion der Gefaldstruktur erscheint. Der Fokus unserer Arbeit lag jedoch
vorerst auf der Rekonstruktion des Endotheliums zur Reduktion der Thrombogenitat.
In weiteren Untersuchungen sollte jedoch auch die komplette Rezellularisierung der
Gefalischichten berucksichtigt werden. Dies ist wichtig dafur, dass rezellularisierte und
konsekutiv implantierte Gefalde sich Uber unterschiedliche Adaptationsmechanismen
an veranderte physiologische Situationen anpassen konnen 123,

In den hier zusammengefassten Arbeiten konnten substanzielle Weiterentwicklungen
hinsichtlich der Charakterisierung von dezellularisierten Geweben sowie zur
Rebesiedelung von dezellularisierten Gefallen erreicht werden. Nichts destotrotz

mussen die beschriebenen Ansatze weiterentwickelt und evaluiert werden.
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4. Zusammenfassung und Ausblick

Die De - und Rezellularisierung von Geweben und Organen hat sich zu einem
spannenden Forschungsfeld im Bereich der regenerativen Medizin und des Tissue
Engineerings entwickelt. Obwohl in den letzten Jahren grof3e Fortschritte im Bereich
der Rezellularisierung gemacht wurden, ist der Organersatz mittels eines
rezellularisierten Organes noch weit entfernt von der klinischen Translation. Auf die
mannigfaltigen noch vorhandenen Probleme wurde bereits in der Einleitung
hingewiesen. Sollten diese in der nahen Zukunft suffizient adressiert werden, scheint
eine Translation dennoch moglich.

Die hier vorgelegte Arbeit hat vor allem zum Ziel, neue Verfahren zur
Charakterisierung von dezellularisierten Geweben zu etablieren sowie neue Ansatze
der Rezellularisierung von Gefalden und der Testung ebendieser zu erproben.

So ist es uns gelungen, ein humanes dEZM-Modell fur native und fibrotische Lebern
zu etablieren und auf proteomischer Ebene tiefgreifend zu charakterisieren. Des
Weiteren ist es uns gelungen, die MRE als eine potenziell nicht-invasive Methodik zur
Charakterisierung der viskoelastischen Eigenschaften von de- und spater
rezellularisierten Geweben zu etablieren sowie diese an unterschiedlichen Geweben
zu testen. Diese methodischen und inhaltlichen Fortschritte haben das Potenzial, die
Charakterisierung von dezellularisierten Geweben substanziell voranzutreiben und
gegebenenfalls deutlich besser zu standardisieren. Diese tiefgreifende
Charakterisierung der Eigenschaften von dEZM scheint besonders wichtig vor dem
Hintergrund der folgenden Rezellularisierung, da die Ergebnisse der
Rezellularisierung selbstverstandlich immer auf der Basis des Ausgangsmaterials
interpretiert werden sollten.

Zusatzlich ist es gelungen, die Rebesiedelung von dBCA mit humanen EPC und MSCs
relevant weiterzuentwickeln. Ebenfalls konnte eine Methodik zur nicht-invasiven
Uberwachung der Rebesiedelung sowie eine ex vivo Vollblutperfusionstestung der
rezellularisierten Gefale etabliert werden. Mit diesen Methoden konnte es in Zukunft
moglich sein, ex vivo personalisierte sowie autologisierte Gefaliersatze herzustellen,
zu maturieren und zu testen.

Jedoch haben sich in den letzten Jahren auch spannende neue Einsatzgebiete fur
dezellularisierte Organe und Gewebe ergeben. Hier ware vor allem die Nutzung far 3D
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Tumormodelle oder allgemein als Krankheitsmodelle zu nennen 81124125 Hierbei
konnten beispielsweise unsere zirrhotischen Leber-dEZM mit unterschiedlichen
Zelltypen besiedelt werden und deren Zell-Matrix-Interaktion untersucht werden 4.
Zusatzlich kann unser Leber-dEZM Modell in einem Bioreaktor dynamisch kultiviert
werden &7,

Hinsichtlich der dEZM-basierten Tumormodelle scheinen diese die tumorspezifischen
Eigenschaften besser widerzuspiegeln als konventionelle in vitro Tumormodelle 124125,
Auch fur diese Anwendung scheinen die hier erprobten Charakterisierungsansatze
von substanzieller Bedeutung, da diese es ermoglichen konnten, die Biologie und das
Verhalten in den dEZM-basierten Tumormodellen besser zu verstehen.
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