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1. Einleitung

Die Nase ist ein Atmungsorgan. Gleichzeitig spielt sie als Riech- und Reflexorgan eine grofle
Rolle und ist fur die physikalische und immunologische Anpassung des Organismus an die
Umwelt und fir die Sprachbildung mitverantwortlich [1]. Die Atmung durch die Nase ist der
einzige physiologische Weg. Ist dieser Weg gestort, kommt es zur pathologischen Mundatmung
und die Nase kann auch ihre weiteren Funktionen nur eingeschrankt wahrnehmen. Fir die Nase
als Riechorgan ist es wichtig, dass die Duftstoffe von ventral Gber die Nasenlocher aber auch
von retronasal das Nasendach erreichen. Damit ist die Duftstoffkonzentration von der
ungestorten Nasenatmung abhdngig. Riechstorungen entstehen in 72% durch sinunasale
Ursachen und in 19% davon durch rein respiratorische Storungen [2].

Die ungestorte respiratorische Funktion der Nase ist abhdangig vom Atemwegswiderstand und
von der ausreichenden Erwdarmung, Anfeuchtung und Sduberung der Luft [3]. Als
Atmungsorgan obliegt es der Nase eine Druckdifferenz zwischen der Lunge und der &ul3eren
Nasenoffnung zu bilden und aufrechtzuerhalten, sodass eine geregelte Luftstromung wahrend
der Ein- und Ausatmung vorherrschen kann. Dabei betragt der Atemwegswiderstand der Nase
60% des Gesamtatemwegswiderstandes [4]. Steigt der Atemwegswiderstand an, so wird die
Nase durch Mundatmung umgangen. Durch die konstante Erwérmung der Luft betrégt die
Temperatur im Nasopharynx konstant 31-34°C, sodass die unteren Luftwege im
physiologischen Temperaturmilieu arbeiten kénnen. Die Befeuchtung der Atemluft wird stetig
per Verdunstung reguliert. Die relative Luftfeuchtigkeit 50-60% betragt [1].

Fur die ungestorte respiratorische Funktion ist ein ausgewogenes Verhaltnis zwischen
turbulenter und laminarer Luftstromung in der Nase notwendig, die einen moglichst hohen
Schleimhautkontakt ermdglichen [5]. Durch das autonome Nervensystem gesteuert, schwillt
die Nasenschleimhaut im zirkadianen Rhythmus an und ab. Vor allem die Conchae nasales
inferiores spielen dabei aufgrund ihrer groRen Oberflache und den Schwellkérpern eine grolie
Rolle. Das Lumen der Nasenhaupthohle kann, bedingt durch den nasalen Zyklus, rechts und
links variieren, sodass bei einem engen Lumen ein erhéhter Atemwegswiderstand vorliegt und
umgekehrt. Obwohl sich der Atemwegswiderstand wechselseitig und reziprok zwischen den
zwei Nasenhaupthohlen verandert, bleibt der Gesamtatemwegswiderstand der Nase insgesamt
gleich. [1]. Besonders im vorderen Cavum sind durch die Variation des Querschnitts turbulente
Luftstromungen in der Arbeitsphase und laminare Luftstromungen in der Ruhephase mit einem

kaum vorhandenem Lumen zu finden [5].



Wird diese Balance durch anatomische Abnormitaten des Knorpel- und Knochengerists der
Nase wie zum Beispiel die Septumdeviation und/oder pathologisches Schwellungsverhalten der
Mukosa gestort, kommt es zu einer Einschrankung der respiratorischen Funktion. Sie ist ein
therapiebedurftiger Risikofaktor fur Erkrankungen der oberen und unteren Atemwege und des

kardiovaskul&ren Systems und beeinflusst signifikant die Lebensqualitét.

In mehreren Reviews konnte gezeigt werden, dass die respiratorische Funktionseinschrankung
das Auftreten der chronischen Rhinosinusitis begunstigt [6, 7]. Die hohe Prdvalenz der
chronischen Rhinosinusitis von 10,9% in Europa nach der GA2LEN Studie [8] und 4,5% bis
12% in Nordamerika mit hohen gesundheitsokonomischen Kosten von zum Beispiel 12,8
Billionen Dollar in den USA [9] ist somit auch auf die respiratorische Funktionseinschrankung
zurlickzufuhren. Es gibt eine Studie, die zeigt, dass nach alleiniger Septumplastik beli
Nasenseptumdeviation und chronischer Rhinosinusitis in mehr als 80% der Falle auch die
subjektiven Beschwerden und objektiven Befunde der chronischen Rhinosinusitis weniger
wurden [10].

In der aktuellen nationalen Versorgungsleitlinie ,,Asthma* wird auf die Notwendigkeit der
Beachtung und Therapie von Komorbiditaten der oberen Atemwege hingewiesen [11]. In einer
stidkoreanischen bevolkerungsbasierten Studie konnten bei 8865 Probanden in 44,8% eine
Nasenseptumdeviation diagnostiziert und eine signifikante Assoziation mit Asthma bronchiale
nachgewiesen werden [12].

Es wurde weiterhin gezeigt, dass bei Patienten mit einem obstruktiven Schlaf-Apnoe-Syndrom
eine respiratorische Funktionseinschrankung der Nase mit einem hoheren Apnoe-Hypopnoe
Index assoziiert ist [13]. Damit steigt mit dem héheren Apnoe-Hypopnoe Index die Gefahr der
Tagesschlafrigkeit mit vermehrter Unfallneigung und das Risiko des Auftretens von
Herzrhythmusstérungen, arterieller Hypertonie, Atherosklerose oder eines Cor pulmonale,
Herzinfarkts, Herzinsuffizienz oder Apoplex [14].

Die respiratorische Funktionseinschrankung fuhrt zu einer deutlichen Reduktion der
Lebensqualitdt und  der  Arbeitsproduktivitit.  Neben  Schlafstérungen treten
Schluckbeschwerden, gehdufte Infekte der oberen und unteren Atemwege und Kopfschmerzen
auf [15, 16]. Auch psychologische Erkrankungen sind nach einer Ubersichtsarbeit von 2018

mit der nasalen Obstruktion assoziiert [17].

Aufgrund dieser Studienlage ist die Analyse der klinischen und experimentellen Diagnostik-

und Therapieverfahren bei respiratorischer Funktionseinschrankung der Nase von grof3er
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Bedeutung. Dazu wurden in dieser Arbeit ausgewéhlte Diagnostik und Therapieverfahren der
héufigsten Ursachen der respiratorischen Funktionseinschrankung evaluiert. Eine der

haufigsten Ursachen ist die allergische Rhinitis.

1.1 Die allergische Rhinitis als Atiologie der eingeschrankten respiratorischen Funktion

der Nase

1.1.1 Epidemiologie und Atiologie

Mit einer Lebenszeitprdvalenz von 25 bis 30% hat die allergische Rhinitis eine hohe
gesundheitsokonomische Bedeutung [18]. Nach einer Studie von Shedden A klagten 59% der
Erwachsenen mit Nasenobstruktion durch Schwellung der Mukosa bei allergischer Rhinitis
uber eine verminderte berufliche Leistungsfahigkeit und 61% der Kinder mit Nasenobstruktion
bei allergischer Rhinitis zeigten schlechtere Leistungen in der Schule. Bei 49% kam es
zusatzlich zu Schlafstérungen [19].

Ursache der allergischen Rhinitis ist eine Entziindungsreaktion auf zellularer Ebene. Man
unterscheidet eine Sofortphase (<2 Stunden) und eine Spétphase (2- 48 Stunden). Dabei kommt
es zur Freisetzung von Histamin, Arachidonsduremetaboliten, Kininen, Cytokinen und
Chemokinen. Eosinophile Lymphozyten. T-Lymphozyten, B-Lymphozyten, Mastzellen,
basophile Lymphozyten, Endothel- und Epithelzellen sowie Fibroblasten werden aktiviert und
differenziert. Ziel ist die Verldngerung der Uberlebenszeit der Entziindungszellen, Regulation
einer lokalen und systemischen IgE Antwort und eine erhéhte Expression von IgE-Rezeptoren
[20].

1.1.2 Therapie

Kann man die Allergene der allergischen Rhinitis mittels Prick Test und/oder CAP (Carrier
Polymer System) Test eindeutig bestimmen und liegen keine Kontraindikationen vor, so ist die
Hyposensibilisierung moglich. Durch die Gabe von Allergenextrakten werden spezifische
blockierende Antikorper, toleranzinduzierende Zellen und Botenstoffe aktiviert. Das fuhrt zu
einer Blockierung der spezifischen Immunantwort und Dampfung der Entziindungsreaktionen
im Gewebe [20]. Neben der klassischen subkutanen Applikation stehen auch sublinguale
Applikationsmoglichkeiten zur Verfligung, deren Wirksamkeit in verschiedenen Studien
bewiesen wurde und so auch die Zulassung vom Paul- Ehrlich- Institut haben [21-24].

Fur die symptomatische Therapie werden neben den lokalen und systemischen Antihistaminika

und Mastzellstabilisatoren vor allem Glukokortikoide eingesetzt. Bei allergischer
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Rhinosinusitis wird meist die Monotherapie mit topischen Glukokortikoide oder die
Kombinationstherapie mit einem nasalen Anthistaminika eingesetzt [25]. Seit einigen Jahren
sind auch nicht pharmakologische Nasensprays auf dem Markt. Sie beruhen auf dem

Wirkprinzip der mechanischen Barriere der nasalen Mukosa bei Antigenkontakt.

1.2 Die chronische Hyperthrophie der Conchae nasales inferiores als Atiologie der

eingeschrankten respiratorischen Funktion der Nase

1.2.1 Anatomie und Histologie der Conchae nasales inferiores
Die Concha nasalis inferior ist ein eigenstandiger Knochen in der Nasenhaupththle und wird
von schwellungsfahigem Weichgewebe umkleidet [26]. Im Folgenden ist der histologische

Aufbau dargestellt (Abb. 1).

i

Abb.1 Schnitt durch die Concha nasalis inferior. 1- Mehrreihiges Flimmerepithel mit

Becherzellen, 2- Venenplexus, 3- Submukdse Driisen
(Originalabbildung — freundlicherweise durch Dr. P. Lohneis (Institut fir Pathologie der Charité-2017) zur Verfiigung gestellt



1.2.2 Epidemiologie und Atiologie der chronischen Hypertrophie der Conchae nasales
inferiores

Zuverlassige epidemiologische Daten zur Prévalenz der chronischen Hypertrophie der Conchae
nasales inferiores sind aufgrund der multifaktoriellen Ursachen nicht zu finden. Im Jahr 2017
lag die Zahl der Nasenmuschelverkleinerungen an 21. Stelle der 50 h&ufigsten Operationen in
Deutschland und damit bei 165.325 Fallen [27]. Ursachen neben der allergischen Rhinitis sind
chronische Schleimhautschwellungen der Conchae nasales inferiores beidseits oder auch
einseitig Schwellungen durch die Septumdeviation zur Gegenseite. Endogene Faktoren wie die
erhohte Durchblutung der Mukosa, Inflammationen durch Erreger oder Autoimmungeschehen
sind ebenfalls beschrieben [28]. Als exogene Faktoren sind Medikamente und Staubpartikel zu
nennen. Diagnostisch stehen neben der anterioren Rhinoskopie mit dem Spekulum und der
Weillicht-Endoskopie die anteriore und akustische Rhinomanometrie zur Messung des
Atemwegswiderstandes zur Verfligung. Mit der Weildlicht-Endoskopie werden in 39% der
Untersuchungen Pathologien detektiert [29]. Der Vergleich zwischen den Kurven der
Atemwegswiderstande mit und ohne Abschwellung der Nasenmuscheln mit einem
Dekongestivum ermdglicht die Beurteilung des Anteils der Schleimhautschwellung zur
respiratorischen Funktionsstorung. Wichtig fir die Beurteilung der respiratorischen
Funktionsstérung sind die subjektiven Beschwerden. In einer Studie von Min et al zeigte sich,
dass von 9284 Probanden 22 % eine Septumdeviation hatten, aber nur 2,8 % von lhnen

Beschwerden angegeben haben [30].

1.2.3 Therapie der chronischen Hypertrophie der Conchae nasales inferiores

Patienten mit einer persistierenden Nasenmuschelhypertrophie erhalten je nach Ursache
zunéchst eine medikamentGse Therapie. Meist nutzen die Patienten im Rahmen eines grippalen
Infektes frei verkdufliche Dekongestiva. Bei langerem Gebrauch dieser Nasensprays kann es
zur Tachyphylaxie kommen, sodass nur eine operative Verkleinerung der Conchae nasales
inferiores maoglich ist [31]. Alternativpraparate sind kortisonhaltige Nasensprays und
Meersalzsprays. Die operative Nasenmuschelreduktion ist wie oben genannt ein h&ufiger
Eingriff. Es gibt verschiedene operative Techniken. Neben der Verkleinerung durch
Turbinoplastiken unterschiedlichen Ausmales sind die Laser- und Elektrokaustik, die
Radiofrequenztherapie, die Ultraschalltherapie, das Microdebridgment und die Kryochirurgie
beschrieben. Eine Standardoperation gibt es nicht. Nach der aktuellen Studienlage scheint die

submukdse Turbinoplastik mit Lateralisation die besten Langzeitergebnisse zu zeigen [32].



Héufig geht die Hypertrophie der Conchae nasales inferiores mit einer Nasenseptumdeviation
einher. Bei operativem Vorgehen werden deshalb in der Praxis sehr haufig die Verkleinerung

der Nasenmuscheln und die Begradigung der Nasenscheidewand kombiniert.

1.3 Die Nasenseptumdeviation als Atiologie der eingeschréankten respiratorischen Funktion

der Nase

1.3.1 Anatomie des Nasenseptums

Die Nasenscheidewand besteht aus der knorpeligen Lamina quadrangularis, der kndchernen
Lamina perpendicularis und dem kndchernen Vomer. Der hyaline Nasenknorpel ist ein
avaskulares, nervenfreies und bradytrophes Gewebe, das nur einen Zelltyp, die Chondrozyten
enthalt. Sie sind in ihre umfangreiche extrazellulare Matrix (EZM) eingebettet. Im Gegensatz
zum hyalinen Gelenkknorpel, der direkt von der Synovialflussigkeit umspult und erndhrt wird,
ist der hyaline Knorpel des Nasenseptums von einem Perichondrium umgeben. Es fungiert als

immunologische Barriere und ernahrt den Knorpel.

Die Chondrozyten haben sich aus mesenchymalen Stammzellen entwickelt. Eine wichtige
Rolle  spielt dabei  der  Transkriptionsfaktor =~ SOX9,  welcher  fur  die
Chondrozytendifferenzierung und Knorpelbildung verantwortlich ist. Vertreter der
Transforming Growth Factor (TGF) B Familie sind ebenfalls essentiell an der Differenzierung
der Chondrozyten beteiligt [33, 34].

Die Chondrozyten liegen in kleinen Gruppen und werden zusammen mit ihren VVorhofen aus
EZM Chondrone genannt. Sie liegen in den Knorpelzellhdhlen (Lakunen) der EZM und bilden
die EZM. Kollagen Typ Il ist das Hauptprotein, welches nur von Knorpelzellen produziert wird,
fur die Stabilitat des Knorpels verantwortlich ist und den wichtigsten Knorpelmarker darstellt.
Aggrecan bildet mit Hyaluronsdure grof’e Chondroitinsulfat-Proteoglykanaggregate und zeigt
durch seine reversible Wasserbindungskapaztdt einen osmotischen Widerstand bei
Knorpelkompression (Abb. 2) [34].



Abb.2 Schnitt durch das knorpelige Nasenseptum- hyaliner Knorpel- Aggrecanfarbung
1- Perichondrium, 2- Chondron, 3- Extrazellularmatrix (Originalabbildung selbst erstellt)

1.3.2 Atiologie und Symptomatik der Nasenseptumdeviation

Wahrend der Adoleszenz wachst auch das Nasenseptum. Dabei kommt es aufgrund des
unterschiedlichen Wachstums von knorpeligen und kndchernen Anteilen des Nasenseptums zu
Deviationen, die unterschiedliche Auspragungen haben [35]. Weitere Ursachen der
Septumdeviation sind Traumata der Nase. Die Folge ist die respiratorische
Funktionseinschrankung, die zur Verstarkung und Unterhaltung der Symptomatik der
chronischen Rhinosinusitis, des Asthma bronchiale und des obstruktiven Schlafapnoesyndroms
beitragen kann [10, 12, 13]. Deshalb empfiehlt die American Academy of Otorhinolaryngology,
Head and Neck Surgery bei den genannten Beschwerden die Nasenseptumplastik [36]. Eine

Komplikation der Nasenseptumplastik ist die Nasenseptumperforation.

1.4 Die Nasenseptumperforation als Atiologie der eingeschrankten respiratorischen
Funktion der Nase

1.4.1 Epidemiologie und Atiologie

Die Nasenseptumperforation wird in der Literatur mit einer Prévalenz von 0,9% bis 1,2%
angegeben und ist in 2/3 der Falle Folge der Nasenseptumplastik [37, 38]. Haufig flhrt ein
Septumhamatom oder Septumabszess konsekutiv zur Knorpelnekrose mit VVerdnderungen der

auferen Nase.
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Andere Ursachen sind Verletzungen des Perichondriums durch Trauma der Nase, exogene
Entzindungen, Vaskulitiden, Autoimmunerkrankungen, Kokainabusus und Neubildungen [37]
[38]. Folge der Septumperforation sind Stérungen des Gleichgewichts zwischen turbulenter und
laminarer Luftstromung. Daraus folgt die respiratorische Funktionseinschrankung mit
Trockenheit in der Nase, vermehrter Borkenbildung und Epistaxis.

Verletzter Knorpel weist eine nur duBerst geringe Heilungsfahigkeit auf, da die enthaltenen

Chondrozyten ihre Teilungsfahigkeit im ausgereiften Gewebe verloren haben.

1.4.2 Therapie

Klinisch therapeutische Ansétze sind hier z.B. die dreischichtige Rekonstruktion mittels
autologen Knorpel der Ohrmuschel oder der Rippe und dem Briickenlappen nach Schultz-
Coulon [39]. Die Erfolgsraten liegen bei begrenzter Grolie bei ca. 78% [38]. GroRe Defekte
kdnnen mittels eines Septumbuttons therapiert werden [40]. Wobei hier die Probleme eines
Fremdkorpers in der Nase, wie Dislokation, Borkenbildung und Entzindungen auftreten

kdnnen.

1.5 Regenerative Medizin als Therapiemdéglichkeit der eingeschrankten respiratorischen

Funktion der Nase durch Knorpel- oder/und Knochenersatz

Aufgrund der unbefriedigenden Ergebnisse in der plastisch- rekonstruktiven Therapie wird seit
Jahrzehnten der Wiederaufbau des Knorpel- und Knochengertstes durch die regenerative

Medizin aus dem Labor angestrebt.

1.5.1 Kultivierung von nasoseptalen Chondrozyten im Monolayer

Zur Gewinnung von humanen hyalinen Chondrozyten wird Nasenseptumknorpel, der bei
Septorhino- und Septumplastiken Uberbleibt, verwendet. In ca. 5x5 mm grof3e Stlicke zerteilt
und von Bindegewebe und Perichondrium befreit, kann der Knorpel zur Zellisolierung
verarbeitet werden. Der Verdau der Knorpel-EZM zur Freisetzung der Zellen findet tiber 17
Stunden mit Hilfe von Kollagenase Typ Il (0.1 % (NB5, Serva)) bei 37°C und 5% CO statt.
Fur die Zellkultivierung der gewonnenen Chondrozyten werden 175 cm? Zellkulturflaschen
verwendet (Abb. 3). Als Medium dient das modifizierte Dulbecco’s MEM/HAM’s F-12.

Medium:
400 ml DMEM/HAM F12
50 ml Foétales Kalberserum 10%
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5 ml Penicillin/Streptomycin 1%

5 ml nichtessentielle Aminosauren 1%

Nach zwei Passagen im supplementierten Dulbecco’s MEM/HAM’s F-12 Medium konnen die
Chondrozyten in eine dreidimensionale (3D) - Kultur Gberfiihrt werden. In der Fortfiihrung der
Monolayer (2D) Kultur wirden die Chondrozyten dedifferenzieren. Das heif3t sie verlieren ihre

knorpelspezifischen Eigenschaften wie die Kollagen Typ 11 Synthese.

Abb.3 Humane nasoseptale Chondrozyten in der Monolayer (=2D) Kultur, Passage (P) 0, 100x, nativ
(Originalabbildung selbst erstellt)

Wichtiger Marker fiir den Nachweis des differenzierten Phénotyps von Chondrozyten ist der
Transkriptionsfaktor SOX9, welcher bei Aktivierung durch Phosphorylierung in den Zellkern
transloziert und die Transkription von Kollagen der Typen I, IX, XI, und des Proteoglykans
Aggrecan reguliert [41]. Kollagen Typ Il und das Proteoglykan Aggrecan, welche in der EZM
des Knorpels zu finden sind, sind die wichtigsten spezifischen Marker fir die EZM des
Knorpels [42, 43]. Kollagen Typ | findet man vor allem bei Dedifferenzierung der
Chondrozyten zu Fibroblasten. Bei der in vitro Proliferation der Chondrozyten in der
Monolayerkultur findet regelmaRig die Dedifferenzierung wahrend des Passagierens statt. Bei
Hypertrophie des Knorpels ist vermehrt das Kollagen Typ X zu finden, welches auch im
Knochen nachweisbar ist [44]. Um eine Dedifferenzierung in der in vitro Kultur zu verhindern,

werden die Chondrozyten in der 3D Kultur geziichtet [45].

1.5.2 Kultivierung von nasoseptalen Chondrozyten in Biomaterialien

Um Chondrozyten autolog zu transplantieren und um ihre Dedifferenzierung zu verhindern,
werden seit Jahrzehnten verschiedene resorbierbare Biomaterialien fir die 3D
Chondrozytenkultur untersucht. Biomaterialien nehmen in der Regeneration von Geweben und
Organen als Trager fiir die Organ-spezifischen Zellen und damit in der Wiederherstellung ihrer
Funktion eine zentrale Rolle ein. Zur Unterstltzung der Differenzierung stehen verschiedene

Biomaterialien zur Verfigung. Dabei werden natlrliche und synthetische Biomaterialien
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unterschieden. Im Folgenden sollen einige Biomaterialien vorgestellt werden, die auch in den

aufgefiihrten Verdffentlichungen genutzt wurden.

Eines der altesten Biomaterialien ist die demineralisierte Knochenmatrix (DBM).
Erstbeschreiber der Herstellung von humaner DBM war Urist im Jahr 1965. Neben Knochen
von Labortieren lyophilisierte und dekalzifizierte er humane Kortikalis von Unfallopfern in
einer sterilen 0.6N Chlorwasserstofflésung. Es folgte die Implantation in den Muskel eines
Labortieres und/ oder in Skelettdefekte eines Menschen. Nach 3 Wochen konnte Urist das
Einwandern von Histiozyten und anderen inflammatorischen Zellen beobachten. Die
Kollagenfasern blieben dabei intakt und nach 4 bis 6 Wochen konnte ausgehend von
Osteoprogenitorzellen neuer Knochen und neuer Knorpel detektiert werden [46]. Heute weil3
man, dass knochenmorphogenetische Proteine (BMP) aus der Familie der transformierenden
Wachstumsfaktoren 3 (TGF R), der fibrosierende Wachstumsfaktor (FGF) und der Insulin
Wachstumfaktor fur Osteoinduktion und Osteokondition verantwortlich sind [47].

In den letzten Jahrzehnten hat die DBM als Biomaterial in verschiedenen Fachgebieten Einzug
gehalten. Neben der Unfallchirurgie und Orthopédie ist das Biomaterial vor allem in der
Zahnmedizin zu finden [48-50]. Aber auch in der Hals-, Nasen-, Ohrenheilkunde wird DBM
angewandt. Die Verkleinerung von Radikalh6hlen nach Ausbohrung des Mastoids aufgrund
von Cholesteatomen kann mit DBM erfolgen [51].

Eine interessante Fallbeschreibung gibt es von Pirsig et al. Sie konnten erfolgreich bei einem
6- jahrigem Kind mit Septumperforation nach Nasenverletzung im Alter von 3 Jahren ein
composite graft aus DBM und Ohrchondrozyten zum Septumverschluss implantieren. Sie
setzten zunachst DBM zwischen Perichondrium und Knorpel der Concha des rechten Ohres ein
und explantierten 6 Wochen spater das Scaffold mit einer Grof3e von 1,5 cm wieder um es
zwischen die die neu gebildeteten Schleimhautlappen des Nasenseptums zu setzen und die

Perforation zu verschlieRen. [52].

0,5 cm

U 0.5 cm

Abb. 4 DBM Wiirfel (Abbildung aus Liese et al., 2013 [53])
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Poly a Hydroxicarbonsduren sind intensiv als Biomaterial fir das Tissue Engineering
untersucht worden [54]. Sie haben gute mechanische Eigenschaften. In der Familie der Poly a
Hydroxicarbonséduren hat sich die Poly-L-Milchséure (PLLA) als am besten geeignet gezeigt
(Abb. 5). Sie degradiert in natiirliche Abbauprodukte, kann einfach hergestellt werden und ihre
mechanischen Eigenschaften und Abbaueigenschaften koénnen auf spezielle Anspriiche
angepasst werden. Verschiedene Techniken werden zur Produktion der pordsen PLLA
Scaffolds mit verschiedener Mikrostruktur genutzt, wie z.B. Teilextraktion [55],
Phasentrennung [55-57], Electrospinning [58, 59] and 3D Micro-printing [60, 61].

Abb. 5 PLLA Konstrukt unter dem Rasterelektronenmikroskop
A PorengréRRe 100 um, B PorengroRe 200 pum (Abbildungen aus Conoscenti et al. 2017, [62])

Das PGA/PLLA (Polyglycolsédure/Polymilchsédure) Konstrukt ist ein Glykolat/Laktat
Copolymer mit punktuellen Polydioxanon-Verklebungen und eignet sich aufgrund der
Offenporigkeit mit interkonnektierenden Poren (d = 100-200 um) als Biomaterial zur
Chondrozyteninduktion (Abb. 6). Die gute Verfligbarkeit und das fehlende Infektionsrisiko in
friheren Beobachtungen [63] und der weitgehende Abbau nach 8 Wochen sprechen neben der

Induktion der Chondrogenese fir dieses Biomaterial [64-66].

Abb. 6 PGA/PLLA Konstrukt (Abbildung aus Stélzel et al. 2015, [67])

Das Alginat ist ein Biomaterial, welches aufgrund seiner Unterstlitzung der Chondrogenese und

der Erhaltung des chondrogenen Phé&notyps in vitro und in vivo bereits hufig angewandt wurde
14



(Abb. 7) [68, 69]. Untersuchungen der Stammzelldifferenzierung in Zellen des Stiitzgewebes

wiesen einen fordernden Einfluss auf die Induktion der Chondrogenese nach [70, 71].

Abb. 7 Alginatkugel (Abbildung aus Stélzel et al. 2015, [67]))

Bioaktives Glas ist ein Material, welches in vitro und in vivo eine Hydroxylapatitschicht
ausbildet und so in der Lage ist, weiches und hartes Gewebe zu binden (Abb. 8). Es baut sich
kontinuierlich ab und kann vitalen Knochen und Knorpel binden [72]. Vor allem im Tissue
Engineering von Osteozyten wurden hier bereits viele Erfahrungen gesammelt. Die
Inkorporation von Bioglas in Biomaterialien fir die Chondrogenese hat ebenfalls bereits in
einigen Studien die Verbesserung der Hydrophilie und der mechanischen Eigenschaften der
Konstrukte gezeigt [73, 74]. Bisher wurden hier vor allem verschiedene Polymere wie durch
Elektrospinning hergestellte PDLLA Fasern [75], Schaumstoffe [76] oder das PLLA [77]
untersucht. Mit der Herstellung der Konstrukte mittels PLLA und TIPS (Thermoinduzierte
Phasenseperation)-Technik konnte auch in unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass Bioglas
eine zellkompatible Basis flr zukiinftige Konstruktzusammensetzungen ist [74].

Abb. 8 Morphologie der Oberfliche der Kombination von PLLA wund Bioglas (BG) im

Rasterelektronenmikroskop. A: PLLA mit 150um PorengréfRe. B: mit 1% BG. C: mit 2.5% BG
(Abbildungen aus Conoscenti et al. 2019, [74])

1.5.3 Mesenchymale Stammzellen in der Chondrozytenkultur
Mesenchymale Stammzellen sind in verschiedenen Geweben zu finden, haben die Fahigkeit

zur Selbsterneuerung und sind in der Lage zu proliferieren [78, 79]. Sie zeigen Plastizitét [80]
15



und die Differenzierung in Chondrozyten, Osteoblasten, Adipozyten aber auch
Kardiomyozyten, Pneumozyten und neurale Zellen ist moglich [81-83]. Das ,,Mesenchymal
and Stem cell committee* der Internationalen Gesellschaft fiir zelluldre Therapie hat Standards
fur die Charakterisierung der mesenchymalen Stammzellen definiert. So sollen sie eine
Plastikadh&renz zeigen, positiv fur die Zellcluster (CD) 105, 73 90 und negativ fiir 45, 34, 14
oder 11b, 79a oder 19 und HLA Klasse Il sein und missen in Osteozyten und Adipozyten und
Chondroblasten differenzieren konnen [84]. Meist werden sie aus dem Knochenmark oder aber
aus dem Fettgewebe gewonnen [85, 86]. Aufgrund der leichteren Entnahme und hohen
Proliferationsfahigkeit hat sich die Gewinnung von adipdsen Stammzellen aus der stromalen
Gefélifraktion des Fettgewebes flr die Differenzierung in Knorpelzellen etabliert [87, 88].
Zur chondrogenen Differenzierung konnen sie mittels Kulturmedium, welchem TGFR;
zugesetzt wird und durch verschiedene Biomaterialien angeregt werden. Auch Ko- Kulturen
aus Chondrozyten und Stammzellen sind zur Bildung eines 3D Konstrukts mdglich [89].
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1.6 Zielstellung

Aufgrund des groRen Einflusses der respiratorischen Funktionseinschrankung der Nase auf die

anderen Aufgaben der Nase und aufgrund der Auswirkungen auf Erkrankungen der Atemwege

und des kardiovaskuldren Systems und damit auch auf gesundheitsékonomisch wichtige

Erkrankungen war es Ziel der folgenden Arbeiten ausgewéhlte Diagnostik- und

Therapieverfahren bei respiratorischer Funktionseinschrdnkung zu evaluieren. Folgende

Fragen sollten beantwortet werden:

1.

Ist die allergische Rhinitis symptomatisch effektiv und sicher mit einem thixotropen

nicht pharmakologischen Nasenspray zu behandeln?

Sind liposomale und thixotropische nicht pharmakologisches Nasenspray in der

Anwendung bei freiliegendem nasoseptalen Knorpel sicher?

Ist die NBI-Nasenendoskopie zur Darstellung und Beschreibung der Nasenschleimhaut
aufgrund der besseren Darstellung von Geféalien zur Rhinoskopie eher geeignet als die
Weililicht-Endoskopie?

Sind die drei vorgestellten operativen Techniken zur der Nasenmuschelverkleinerung
hinsichtlich der objektiven und der subjektiven Parameter der respiratorischen Funktion

der Nase als gleichwertig zu betrachten?
Ist das DBM als Biomaterial fir Chondrozytenmakroaggregate geeignet?

Konnen die SV40 large T-Antigen-immortalisierten humanen Stammzelllinien L84 / 7

und V 54-2 chondrogen differenzieren?
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2. Eigene Arbeiten

Die allergische Rhinitis ist eine der haufigsten Ursache fir die respiratorische Funktionsstérung
der Nase. Die Lebenszeitpréavalenz der allergischen Rhinitis mit den Symptomen Obstruktion,
Rhinorrhoe, Niesreiz und Hyposmie liegt bei 25 bis 30% [18]. Die symptomatische Behandlung
mit Antiallergika und/oder Kortisonpréparaten ist etabliert. Frage der folgenden Arbeit war es,
ob auch mit lokalen mechanisch wirksamen Pré&paraten die Symptomatik bei allergischer

Rhinitis ausreichend und sicher behandelt werden kann.

2.1 “Safety and efficacy of Nasya/Prevalin in reducing symptoms of allergic rhinitis”

Nasya ist ein natlrliches, medikamentenfreies Nasenspray zur symptomatischen Therapie und
Pravention bei allergischer Rhinitis. Aufgrund seines thixotropen Charakters bildet es eine
Barriere auf der Nasenschleimhaut, die den Kontakt von Allergenen verhindert. Die folgende
Studie bewertete die klinische Wirksamkeit und Sicherheit von Nasya durch nasale Provokation
mit Hausstaubmilben-Allergenen. In der randomisierten, doppelblinden, placebokontrollierten
Studie erhielten 20 Probanden, die an allergischer Rhinitis aufgrund einer
Hausstaubmilbenallergie litten, vor der Allergenbelastung eine einzelne Dosis Nasya oder als
Plazebo Salzspray. Neben dem Rhinoskopie-Score mit Beurteilung der Schleimhaut
hinsichtlich Schwellung, R6tung und Sekretion, wurden der Total Nasal-Symptom-Score und
der Total Ocular-Symptom-Score vor und nach der Provokation bewertet. Dabei zeigte sich,
dass eine einmalige Behandlung mit Nasya im Vergleich zum Placebo zu einer signifikanten
Reduktion des TNSS und einer signifikanten Anderung im Rhinoskopie Score nach
Hausstaubmilbenallergenexposition fuhrt.

Somit kann man mit diesem Medizinprodukt auf ein Arzneimittel zur Verhinderung der

respiratorischen Funktionseinschrankung verzichten.

(Text teilweise aus dem Abstrakt oder der oben genannten Publikation tibernommen, Ubersetzung durch die
Autorin)

Quelle: https://doi.org/10.1111/crj.12080
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Nicht pharmakologische Nasensprays sind frei verkdauflich und konnen ohne vorherige
Untersuchung der Nase durch den HNO Arzt angewandt werden. Bei einer Lebenszeitpravalenz
der allergischen Rhinitis von 25-30% [20] ist das Auftreten von unerwinschten
Nebenwirkungen aufgrund vorbestehender und meist unbekannter Schleimhautldsionen
maoglich. Bei Patienten mit einer allergischen Rhinitis kann durch wiederholte inflammatorische
Prozesse und unabhangigen Ursachen wie Zustand nach Septumplastik, Kokainmissbrauch
oder digitale Manipulation der Knorpel am Septum freiliegen. Eine Untersuchung des
Einflusses der nicht pharmakologischen Nasensprays auf freiliegenden Nasenseptumknorpel

bei geschadigter Mukosa ist nach unseren Recherchen noch nicht erfolgt.

2.2 “Effect of nasal sprays on an in vitro survival and morphology of nasoseptal

cartilage*

Zur Behandlung der allergischen Rhinitis wurden vor einigen Jahren nicht pharmakologische
Nasensprays auf den Markt gebracht. Bei direkter Exposition des nasoseptalen Knorpels sind
Nebenwirkungen nicht auszuschlieBen. Es sollte der Einfluss von thixotropen und liposomalen
Nasensprays auf die Vitalitat von nasoseptalen Chondrozyten verglichen werden. Dazu wurden
humane Chondrozyten aus chirurgisch praparierten Geweben isoliert. Alternativ wurden
Gewebeexplantatchips (porciner und humaner Herkunft) aus Nasensepten verwendet. Den Zell
— bzw. Explantatkulturen wurde ber 24 Stunden ein Nasenspray zugesetzt. Parameter waren
die Zellvitalitat und das Gen- und Proteinexpressionsprofil (Kollagen Typ I und 11, SOX9 und
Matrix-Metalloproteinase [MMP] -1) mittels RTD-PCR und Immunmarkierung.

Die Supplementierung des liposomalen Nasensprays fuhrte in der Explantat- oder
Chondrozyten-In-vitro-Kultur im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen zu einem
vermehrten Zelltod. Die Protein-Expressionsanalyse zeigte im Vergleich zu den Kontrollen
einen Trend zur Inhibition von Kollagen Typ Il und SOX9. Bei Supplementierung des
thixotropen Nasensprays zeigten sich keine Anderungen im Gen- und Proteinexpressionsprofil
gegenuber der Kontrolle. Die Pathogenese, die durch das liposomale Nasenspray zum
vermehrten Zelltod der nasoseptalen Chondrozyten flihrt, muss weiter untersucht werden.
Patienten mit allergischer Rhinitis, die zusétzlich ein freiliegendes Nasenseptum haben, sollten

kein liposomales Nasenspray nutzen.

28



(Text teilweise aus dem Abstrakt oder der oben genannten Publikation tibernommen, Ubersetzung durch die
Autorin)

Quelle: https://doi.org/10.1007/s00405-014-3165-5
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Die chronische Hypertrophie der Conchae nasales inferiores ist eine sehr haufige Ursache flr
die respiratorische Funktionseinschrankung der Nase. Ihrer Inspektion wird eine besondere
Bedeutung zugeordnet. Eine neue Diagnostik der Nasenmuscheln soll in der folgenden Arbeit

im Fokus stehen.

2.3 “Narrow Band Imaging Endoscopy- Novel diagnostic method in the hypertrophy of
inferiore turbinates”

Einige  der  hé&ufigsten  Krankheitsbilder  bei  persistierender  respiratorischer
Funktionseinschrankung ist die Hypertrophie der Mucosa nasalis. Aufgrund ihres hohen
Oberflachenanteils an der Mukosa, der Schwellkdérper und der Lage im laminaren Luftstrom
sind die Conchae nasales inferiores dabei im Hauptfokus. Neben den in der Einleitung
beschriebenen und etablierten Diagnosemdglichkeiten wird in der Arbeit eine neue Methode
der Diagnostik vorgestellt. Die Narrow Band Imaging Endoskopie (NBI) ist bereits in der
Routine fur die Untersuchung von Gefallen in Mundhéhle, Rachen und Kehlkopf zu finden.
Die Fragestellung war, ob die NBI auch in der Diagnostik der Nase zu etablieren ist. Daftr
wurden die GefélRe der Conchae nasales inferiores mittels NBI und WeiRlicht-Endoskopie
analysiert und verglichen. Einhundertneun Patienten mit Hypertrophie der Conchae nasales
inferiores wurden rekrutiert. Dann verglich man die Sichtbarkeit der Geféle und die
respiratorische Funktionseinschrankung durch die anteriore Rhinomanometrie vor und zu
verschiedenen Zeitpunkten nach chirurgischer Intervention. Mittels NBI wurden signifikant
mehr Gefalle als mittels Weillicht-Endoskopie identifiziert. Die Abnahme der GeféalRe nach
chirurgischer Intervention konnte jedoch nicht mit der Abnahme des Atemwegwiderstands
korreliert werden. Zur Erweiterung des Rhinoskopie-Scores ist die NBI Endoskopie aufgrund

ihrer besseren Darstellung der Gefal3e jedoch geeignet.

(Text teilweise aus dem Abstrakt oder der oben genannten Publikation iibernommen, Ubersetzung durch die

Autorin)

Quelle: http://www.clinicsinsurgery.com/full-text/cis-v1-id1163.php
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Wenn die Zahl der Nasenmuschelreduktionen an 21. Stelle der 50 haufigsten Operationen in
Deutschland liegt [27] ist eine gute Therapie von gesundheitsokonomischer Bedeutung.
Deshalb hat sich die nachste Arbeit mit dem Ausmal} der Verbesserung der respiratorischen
Funktionseinschrankung und der Verbesserung der Lebensqualitdt durch verschiedene

Operationstechniken zur Nasenmuschelverkleinerung beschéftigt.

2.4 “Effekt of surgical treatment of hypertrophic turbinates on the nasal obstruction
and the quality of life”

Es gibt verschiedene chirurgische Techniken zur Verkleinerung der Conchae nasales
inferiores. Aufgrund der divergenten Aussagen in der Literatur war es Ziel der folgenden Studie
subjektive und objektive Parameter fir den Vergleich drei etablierter Verfahren der
chirurgischen Nasenmuschelreduktion zu bestimmen. Das sind die submukdse Turbinoplastik
mit Lateralisation, die submukdse Elektrokaustik und die Laserkaustik: Der Praxis und der
Studie von Balcerzak [90] folgend wurden diese Eingriffe mit einer Septumplastik kombiniert
um ein hohes Outcome hinsichtlich der Zufriedenheit der Patienten zu erreichen. Die Probanden
wurden zufallig einer der drei Interventionsgruppen zugeordnet und bis zu 6 Monate nach dem
chirurgischen Eingriff nachbeobachtet. Wahrend der vier Visiten wurden die subjektiven
Parameter mit der modifizierten deutschen Version des Fragebogens ,,Sino-Nasal Outcome
Test 20“ gemessen. Zusitzlich wurden die Nasenatmungswiderstande, die absoluten
Nasenstrémungsraten und die jeweilige Schleimhautkomponente des Atemwegswiderstandes
durch die anteriore Rhinomanometrie bestimmt. Nach der Operation nahmen die subjektive und
objektive  Nasenobstruktion sowie der Anteil der Schleimhautschwellung des
Atemwegswiderstandes in allen drei Gruppen signifikant ab. Darlber hinaus verbesserten sich
die subjektiven Symptome, die mit dem modifizierten Sinus-Outcome-Test 20 gemessen
wurden ebenfalls signifikant, wobei es zwischen den Gruppen hinsichtlich der subjektiven
Nasenatmungsbehinderung, des Ohrdrucks, des Nasenschmerzes, der Tagesmdidigkeit, des
Hustens und des trockenen Mundes Unterschiede in den einzelnen Visiten gab. Alle
chirurgischen Techniken zur Reduzierung der Hypertrophie der Nasenmuscheln fiihrten zu
einer signifikanten Verbesserung der objektiven und subjektiven respiratorischen
Funktionseinschrankung der Nase und der Lebensqualitat. Die Septumplastik erwies sich als

zusatzlicher Nutzen.
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(Text teilweise aus dem Abstrakt oder der oben genannten Publikation (ibernommen, Ubersetzung durch die
Autorin)

Quelle: https://doi.org/10.1016/j.amjoto.2017.08.009
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Nasenseptumperforationen flihren zu einer respiratorischen Funktionseinschrankung durch
Untergang von nasoseptalem Knorpel und Verénderungen im Gleichgewicht zwischen
turbulenter und laminarer Luftstromung. Die Rekonstruktion mit Hilfe von Biomaterialien aus
dem Bereich der regenerativen Therapien wird seit langem verfolgt. Ziele sind das optimale
Biomaterial und die besten Kultivierungsmethoden von autologen Chondrozyten und
mesenchymalen Stammzellen zu finden. Im Gegensatz zu verschiedenen gelartigen
Biomaterialien garantiert humane demineralisierte Knochenmatrix (DBM) eine gewisse
biomechanische Stabilitat fur die Anwendung in biomechanisch belasteten Regionen. In der
folgenden Studie wurde zum ersten Mal die Methode der Besiedelung von nasoseptalen

Chondrozyten-Makroaggregaten mit DBM durchgefiihrt.

2.5. “Cartilage tissue engineering of nasal septal chondrocyte-macroaggregates in

human demineralized bone matrix*

Nach der Isolierung humaner nasoseptaler Chondrozyten und der Bildung einer
dreidimensionalen Makroaggregatanordnung wurde DBM 14 Tage lang in vitro mit den
Makroaggregaten kultiviert. Die Interaktionen der Zellen innerhalb des DBM sind im Hinblick
auf die Zelldifferenzierung und die Wirkung auf die Chondrozytenproliferation analysiert
worden.

In den Zell-DBM-Konstrukten dominierte im Gegensatz zu den Makroaggregaten ohne DBM
bei den morphologisch verénderten Zellen die Expression von Kollagen Typ 1. Die
Redifferenzierung der Chondrozyten, die durch die Wiederaufnahme der Expression von
Kollagen Typ Il gekennzeichnet ist, wurde nur in geringen Mengen in den Zell-DBM-
Konstrukten gefunden. Dariiber hinaus wurde in einigen Zellen der Chondrozyten-DBM-
Konstrukte Caspase Ill, ein Marker flir Apoptose, nachgewiesen. Die Freisetzung toxischer
Agenzien aus der DBM als Ursache fir die Apoptose konnte nicht nachgewiesen werden. In
einem anderen experimentellen Umfeld wurde die Vitalitat von Chondrozyten in Abhangigkeit
von Kulturzeit und DBM Konzentration durch den Proliferationstest (BrdU-Assay) unter
Bezugnahme auf eine Kontrollgruppe analysiert. Hohere Mengen an DBM tendierten im
Vergleich zu der Kontrollgruppe innerhalb der ersten 48 Stunden zu signifikant héheren
Proliferationsraten und einer besseren Vitalitat der Zellen. Nach 96 Stunden sank die Vitalitét

allerdings signifikant unter die der Kontrollgruppe.
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Zusammenfassend liefert diese Studie den Nachweis, dass das Konzept von Chondrozyten-
Makroaggregaten mit DBM als interessante Methode flr das Tissue-Engineering von Knorpel
betrachtet werden kann. Die derzeit unzureichende Redifferenzierung der Chondrozyten und

der sporadische Beginn der Apoptose machen jedoch weitere Untersuchungen erforderlich.

(Text teilweise aus dem Abstrakt oder der oben genannten Publikation iibernommen, Ubersetzung durch die
Autorin)

Quelle: https://doi.org/10.1007/s10561-012-9322-4
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Andere gut untersuchte und etablierte Biomaterialien sind das Alginat und das
Polyglycolséure/Poly-L-Milchsédure (PGA/PLLA) (90/10) Copolymergerst. Sie wurden in der
letzten hier vorgestellten Arbeit genutzt, um immortalisierte mesenchymale Stammzelllinien

auf ihre Differenzierungsfahigkeit in Chondrozyten zu untersuchen.

2.6 “Immortalised human mesenchymal stem cells undergo chondrogenic differentiation
in alginate and PGA/PLLA scaffolds*

Adulte mesenchymale Stammzellen (MSCs) sind aufgrund ihrer guten Verflgbarkeit, ihrer
leichten Isolation und ihrer hohen Proliferationsaktivitét eine vielversprechende Quelle fur das
Tissue Engineering. Die Studie wurde durchgefuhrt, um zu untersuchen, ob immortalisierte
humane MSCs eine chondrogene Differenzierung durchlaufen kénnen, wenn sie in Alginat oder
in resorbierbaren Gerlsten kultiviert werden. Die Chondrogenese von MSCs wurde direkt mit
denen von humanen nasoseptalen Chondrozyten verglichen. Dazu sind zwei etablierte humane
Stammzelllinien L87/4 und V54-2, die mit dem SV40 large T- Antigen immortalisiert wurden
entweder in Alginat oder in PGA/PLLA (90/10) Copolymergeristen kultiviert worden. TGF-
B1 wurde zur Induktion der Chondrogenese appliziert. Humane nasoseptale Chondrozyten und
humane Fibroblasten dienten als Kontrollen. Die Kulturen wurden auf sulfatierte
Glycosaminoglykane mittels der Alcian-Blau-Farbung und auf das Vorhandensein von
Kollagen Typ I, Il und X in der Immunhistochemie untersucht. Es zeigte sich, dass SV40 large
T-Antigen-immortalisierte humane MSCs chondrogen differenziert werden kénnen. Nach 21
Tagen war knorpelspezifisches Kollagen Typ Il im Alginat- und in den PGA/PLLA-Gerusten
unabhdangig von der Zugabe von TGF-B1 vorhanden. Kollagen Typ X war als Marker fir
hypertrophen Knorpel in den Monolayer-Kulturen, im Alginat- und in den PGA/PLLA-

Gerlsten zu detektieren. Kollagen Typ | wurde in nur geringen Mengen produziert.

(Text teilweise aus dem Abstrakt oder der oben genannten Publikation iibernommen, Ubersetzung durch die
Autorin)

Quelle: https://doi.org/10.1007/s10561-014-9457-6
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3 Diskussion

Die ungestorte respiratorische Funktion der Nase als Atmungsorgan ist fir die Lebensqualitét
unabdingbar. Ist der einzig physiologische Atemweg Uber die Nase gestort, so sind Diagnostik
und Therapie unentbehrlich. In dieser Arbeit wurden ausgewéhlte klinische und experimentelle

Diagnostik- und Therapieverfahren evaluiert. Dabei zeigte sich, dass:

1. Die allergische Rhinitis symptomatisch effektiv und sicher mit einem thixotropen nicht

pharmakologischen Nasenspray behandelt werden kann

2. Das liposomale nicht pharmakologisches Nasenspray in der in vitro Chondrozytenkultur
verglichen mit der Kontrolle und dem thixotropen Nasenspray zu einem vermehrten
Zelltod flhrt

3. Die NBI-Nasenendoskopie zur Darstellung der GefaRe an der Nasenschleimhaut

signifikant besser geeignet ist als die Weilicht-Endoskopie

4. Die drei vorgestellten und weit verbreiteten Methoden der Nasenmuschelverkleinerung
hinsichtlich der objektiven und der subjektiven Parameter als gleichwertig zu betrachten

sind

5. Das DBM als Biomaterial fir Chondrozytenmakroaggregate geeignet ist, jedoch die
derzeit unzureichende Redifferenzierung der Chondrozyten und der sporadische Beginn

der Apoptose weitere Untersuchungen erforderlich machen

6. Die SV40 large T-Antigen-immortalisierten humanen Stammzelllinien L84 / 7 und V

54-2 chondrogen differenzieren kénnen
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3.1 «“Safety and efficacy of Nasya/Prevalin in reducing symptoms of allergic rhinitis”

Die allergische Rhinitis hat in Deutschland eine Lebenszeitpravalenz von 25-30 % [18]. Hier
ist neben der Karenz die medikamentdse Therapie angezeigt. Neben der kausalen Therapie
mittels spezifischer Immuntherapie und der symptomatischen Therapie mit Antihistaminika
und Glukokortikoiden sind seit einigen Jahren auch nicht pharmakologische Nasensprays zur
Reduzierung der Symptomatik bei allergischer Rhinitis auf dem Markt der antiallergischen
Medikamente zu finden. Sie gelten nicht als Arzneimittel sondern als Medizinprodukte, die auf
physikalischem Weg wirken. Trotz Studien, wie die hier vorgestellte Arbeit zum
thixotropischen Nasenspray konnten sie sich jedoch (noch) nicht auf diesem Markt durchsetzen
[91]. Thixotropische Gele werden haufig zur Verbesserung der Bioverfligbarkeit von
Medikamenten, wie zum Beispiel fiir das Granisetron bei Ubelkeit durch Chemotherapeutika
in der Nase eingesetzt. In einer Studie von lIbrahim et al. konnte gezeigt werden, dass die
intranasale Applikation des Granisetron als thixotropische Flussigkeit in Gellan Gummi bzw.
im Alginat Polymer eine bessere Bioverfugbarkeit hat [92]. Phospholipide werden ebenfalls
héufig als Trager von Wirkstoffen genutzt werden [93, 94].

In einer Studie von BOhm et al. konnte die die Verringerung der Symptomatik bei
Rhinokonjunktivitis durch liposomale Nasensprays nachgewiesen werden [95].

Die Toxizitat von Arzneimitteln und Medizinprodukten wird regelmaRig vor Einfihrung auf
den Markt geprift. Im Manuskript zum Nasya Spray sind keine klinischen Nebenwirkungen

beobachtet worden [91]. Wobei hier keine Langzeitbeobachtungen stattfanden.

3.2 “Effect of nasal sprays on an in vitro survival and morphology of nasoseptal
cartilage®

Nachdem die Idee entstand die Sicherheit der nicht pharmakologischen Nasensprays bei
freiliegendem Knorpel zu untersuchen, war die Frage nach der Durchfiihrung zundchst
schwierig. Zum einen stand die Frage der Dosisfindung in der in vitro Kultur und zum anderen
die Frage, ob man zwischen einer Chondrozytenkultur und einem kompakten Knorpel
unterscheiden muss. Deshalb wurden nasoseptale Chondrozyten und 2 mm grof3e nasoseptale
Knorpelchips kultiviert und 300 pl des jeweiligen Nasenspray 1:5 verdinnt in das
Kulturmedium appliziert.

Es zeigte sich, dass die Supplementierung des liposomalen Nasensprays nach 24 Stunden zum

Zelltod im Knorpelchip als auch in der Chondrozytenkultur fiihrte. SOX9 war im Gegensatz zu
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den Kontrollkulturen nicht im Zellkern darstellbar. Die sulfatierten Glycosaminoglykane
stellten sich in der Alcianblaufarbung dar, sodass die EZM scheinbar nicht innerhalb der 24
Stunden beeinflusst wurde. Die Expression von Kollagen Typ I und Il war allerdings gegentber
der Kontrollkultur geringer. Man kann postulieren, dass die 24 stiindige Beobachtung fur
Effekte auf die EZM zu kurz war.

Ubertragt man das Ergebnis auf die Klinik, so muss man kritisch anmerken, dass den
Knorpelchips neben der mukonasalen Barriere auch das Perichondrium mit seinen Gefél3en
fehlte. Hinzu kam die Beobachtung, dass sich auf den Knorpelchips kleine Inseln des Sprays
angesammelt haben, die die Erndhrung des Knorpels ebenfalls verhindert haben konnten. Wird
das Nasenspray wéhrend einer akuten allergischen Rhinitis angewandt, kommt es zusétzlich zu
einer hoheren Sekretion aus der Mukosa und damit erreicht weniger Nasenspray den ggf.
freiliegenden Knorpel [96].

Das thixotropische Nasenspray zeigte eine gute Zytokompabilitdit mit den nasoseptalen
Chondrozyten, was sich in einer hohen Zelllebensfahigkeit, der ansteigenden Genexpression
von SOX9 und dem deutlichen Abfall von Kollagen Typ I nach 6 Stunden zeigte.

Es ist nicht ganz Kklar, was die Toxizitét des liposomalen Nasensprays verursacht hat. Entweder
waren es die Phospholipide selbst oder aber Zusatzstoffe, wie das Phenoxyethanol. Es gibt
einige Studien, die die hamatologische, reproduktive und neurogene Toxizitat von Alkoholen
gezeigt haben [97-99]. Arbeiten zur Schadigung des respiratorischen Epithels der Atemwege
durch diese Stoffe sind ebenfalls bekannt [100, 101]. Eine aktuelle Studie untersuchte in vitro
die Toxizitdt des Leukotrien-Rezeptor-Antagonisten Montelukast auf das respiratorische
Epithel. Hier konnte keine Toxizitat gezeigt werden, wobei hier auch keine Alkohole enthalten
sind [102].

3.3 “Narrow Band Imaging Endoscopy- Novel diagnostic method in the hypertrophy of
inferiore turbinates”

In dieser Studie wurde die Verwendung von NBI-Endoskopie in der Diagnostik und
postoperativen Nachschau der vergroRerten inferioren Nasenmuschel untersucht. Es konnte
gezeigt werden, dass die Darstellung der BlutgefaRe mit der NBI-Endoskopie verglichen mit
der herkémmlichen Weililicht-Endoskopie deutlich besser ist. Die Anteile der Mukosa und
Submukosa in der Nasenhaupthdhle verdndern sich durch neoplastische Prozesse. Besonders

dominant sind diese neoplastischen Veranderungen an den Conchae nasales inferiores. Die
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Kapillaren der Lamina propria mucosae und die vendsen Sinusoide der Lamina submucosa
tragen signifikant zur MuschelvergroRerung bei [103]. Berger et al. postulierten, dass die
Zunahme der Kapillarenzahl der Lamina propria zur Vergrofierung der venosen Sinusoide der
Lamina submucosa fiihren [104]. Auch Talaat et al. stellten die Hypothese auf, dass die Zahl
der kleinen GefaRBe in den Laminae mucosae und submucosae ursachlich mit der
Gewebevergroflerung assoziiert ist [105]. Die Ergebnisse unterstlitzen diese Hypothese, da
nach der erfolgreichen chirurgischen Intervention eine signifikante Abnahme der
Blutgefallanzahl dargestellt werden konnte. Die NBI Endoskopie wurde erstmals im Jahr 2004
von Yoshidi und Kollegen als diagnostisches Mittel fiir Osophagus-Lasionen beschrieben
[106]. Seitdem ist die NBI Endoskopie in vielen Studien als Teil der Magen-Darm-Trakt-
Endoskopie [107] oder pulmonalen Endoskopie [108] anerkannt worden. Auch in der
Otorhinolaryngology ist die NBI Endoskopie in der friilhen Karzinom-Diagnostik (Mundhohle
und Oropharynx) etabliert [109, 110]. Ein Fallbericht zeigte den Nutzen der NBI Endoskopie
in der Erkennung von Malignomen der Nasenschleimhaut. Hier wurde bei einem Patienten mit
Zustand nach Lymphom nach 13 Monaten ein Rezidiv in der linken Nasenhaupthéhle in der
Positronenemissionstomografie vermutet. Die WeiBlicht-Endoskopie zeigte allerdings keine
suspekten Lasionen. Mittels NBI Endoskopie konnte ein Gebiet mit alterierten GefaRen
ausgemacht werden. [111].

In unserer Studie wurden die diagnostischen Mdoglichkeiten einer Standard-Weiflicht-
Endoskopie erweitert. Zusatzlich zur Beurteilung der Schleimhautschwellung, Rétung und
Sekretion mit der Weilllicht-Endoskopie, bietet die NBI-Endoskopie eine wichtige Information
uber die Anzahl und Form der BlutgefaBe der unteren Nasenmuschel. Diese zusétzliche
Information kann verwendet werden, um den Vaskularisierungsindex in Nasengeweben
abzuschétzen, was mit der Weillicht-Endoskopie nicht méglich ist. Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass die Visualisierung von BlutgefédRen wéhrend der ersten paar Monate nach
chirurgischen Eingriffen beeintrachtigt ist, wenn nicht unmdoglich, wenn die herkdbmmliche,
Weililicht-Endoskopie verwendet wird. Zur gleichen Zeit war es gut mdglich die Blutgefale
mit der NBI-Endoskopie zu tiberwachen. Kritisch muss man den Mehrwert fiir den klinischen
Alltag betrachten. Ob sich die NBI Endoskopie auch in der Nase etablieren kann, wird die
Zukunft zeigen. In der Beurteilung der atrophischen Rhinitis oder aber bei Verdacht auf
dysplastische oder maligne Verdnderungen der Schleimhaut hat sie bereits ihren Platz

gefunden.
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3.4 “Effekt of surgical treatment of hypertrophic turbinates on the nasal obstruction
and the quality of life”

Im Jahr 2017 lag die Zahl der Nasenmuschelreduktionen an 21. Stelle der 50 haufigsten
Operationen in Deutschland und erreichte insgesamt 165.325 Falle [27]. Angewandt wurden
dabei verschiedene Operationsmethoden. Chirurgische Techniken, bei denen nur das
Weichteilgewebe der unteren Nasenmuscheln reduziert wird stehen immer wieder in der Kritik.
Die Nasenatmungsbehinderung wiirde nicht nachhaltig verbessert werden und es kdnnen
Schleimhautnekrosen, Krusten und Blutungen auftreten [112, 113]. Trotzdem sind diese
Techniken aufgrund ihrer leichten Durchfiihrbarkeit und wenigen Komplikationen weit
verbreitet [28, 114].

Ziel unserer Studie war es die objektiven und subjektiven Ergebnisse etablierter chirurgischer
Techniken, die zur Behandlung der Nasenmuschelhypertrophie verwendet werden zu
vergleichen. Nach Hofer et al. ist die schleimhauterhaltende Operation durch die submukdse
Turbinoplastik die Methode der Wahl, da postoperative Symptome wie eine trockene Nase
vermieden werden konnen [112]. Salzano et al. sehen auch die partielle submukdse
Turbinoplastik als beste Methode nach Vergleich mit Hochfrequenzablation und
Elektrokaustik. Leider haben die Autoren ihre Patienten nur zwei Monate nachbeobachtet
[115]. In einer prospektiven randomisierten Langzeitstudie mit 382 Patienten haben Passalli et
al. die submukosale Turbinoplastik mit und ohne Lateralisation, die Turbinektomie, die
submukosale Elektrokaustik, die Laserkaustik und die Kryotherapie verglichen. Die Studie
wurde Uber einen Zeitraum von 6 Jahren gefiihrt. Die besten Langzeitergebnisse des
chirurgischen Eingriffs, gemessen an akustischer und anteriorer Rhinomanometrie,
mukoziliarem Transport und IgA-Sekretion wurden mit der submukésen Turbinoplastik mit
Lateralisation erzielt [116]. In der Studie konnte die Beobachtung nicht reproduziert werden.
Mit allen drei chirurgischen Techniken beobachtete man eine nachhaltige Verbesserung der
Nasenatmung und eine niedrige Komplikationsrate, was friihere Ergebnisse von Kizilkaya et
al. und Prokopakis et al. bestatigt [117, 118]. Kizilkaya et al. verglichen die
Radiofrequenzablation und die submukdse Reduktion durch den Mikrobrider miteinander.
Mittels subjektiver (visuelle Analogskala) und objektiver (akustische Rhinomanometrie)
Messung konnten zwischen den Gruppen 6 Monate nach der Operation keine Unterschiede
festgestellt werden. Prokopakis et al. haben an 2983 Patienten die Elektrokaustik, die
Radiofrequenztherapie und die Laserkaustik verglichen und zeigten eine anhaltende
signifikante Verbesserung der Nasenatmung bis zu einer Nachbeobachtungszeit von einem Jahr
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[18]. Die Methoden der alleinigen Weichteilreduktion an den unteren Nasenmuscheln schienen
gleichwertig zu sein.

Zur besseren Beurteilung des Anteils der Schwellung der Mukosa wurde die
Schleimhautkomponente des nasalen Atemwegswiderstandes bestimmt. Die Differenz des
Atemwegwiderstandes in der anterioren Rhinomanometrie vor und nach Abschwellung mit
einem Dekongestivum zeigte eine signifikante Abnahme in allen drei Gruppen. Unsere
Ergebnisse gleichen sich mit denen von Devresen et al., Grymer et al. und Hilberg et al. [119-
121].

Es ist allgemein akzeptiert, dass die Septumplastik und die Nasenmuschelverkleinerung bei
Nasenatmungsbehinderung zusammen durchgefuhrt werden [90, 120, 122]. Wissenschaftliche
Daten, die die Septumplastik allein vs. Septumplastik/Nasenmuschelverkleinerung verglichen
haben sind selten. Eine Studie aus Dédnemark an der 80 Patienten teilnahmen, beschreibt, dass
sich die Ergebnisse in der akustischen Rhinomanometrie und im Fragebogen hinsichtlich der
Nasenatmungsbehinderung bei einer zusétzlichen Reduktion der unteren Nasenmuscheln
verbesserten. Nach 5 Jahren zeigten sich jedoch keine statistischen Unterschiede zwischen den
Gruppen mit und ohne Nasenmuschelverkleinerung [122].

Die modifizierte deutsche Version des Fragebogens ,,Sino-Nasal Outcome Test 20 zur
Messung der verschiedenen Aspekte der Gesundheit, des Wohlbefindens und der
gesundheitsbezogenen Lebensqualitdt wurde zur Beurteilung der subjektiven Beschwerden
eingesetzt. Es zeigte sich, dass die Patienten, die eine Laserkaustik erhielten, die geringsten
postoperativen Beschwerden hatten. Die Laserkaustik ist auch die am wenigsten invasive
Methode. Die Nachhaltigkeit der Ergebnisse nach Laserkaustik werden jedoch haufig in Frage
gestellt [123]. Wéhrend der sechsmonatigen Nachbeobachtungszeit zeigte sich der beste Effekt
drei Monate nach der Operation. Alle Patienten berichteten von einer kontinuierlichen
Verbesserung der subjektiven Beschwerden nach der Operation. Limitierend fur unsere Studie

ist die Nachbeobachtungszeit von nur 6 Monaten.

3.5 “Cartilage tissue engineering of nasal septal chondrocyte-macroaggregates in human
demineralized bone matrix*

Die Nasenseptumperforation als Ursache der respiratorischen Funktionsstérung der Nase ist in
2/3 der Félle auf die Folgen einer Nasenseptumplastik zurlckzufihren. Aufgrund

unbefriedigender plastisch rekonstruktiver Ergebnisse wird seit Jahrzehnten nach
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Gewebeersatz aus dem Tissue Engineering Labor gesucht. Humane demineralisierte
Knochenmatrix (DBM) der Spongiosa, die nach Entnahme zur Sterilisation, Dekalzifizierung
und Lyophylisierung mit Peressigsdure, Chloroform, Methanol und anderen Substanzen
behandelt wurde, wurde als Biomaterial getestet. Die Behandlung mit den genannten
Chemikalien kann sich auf die Kultivierung mit nasoseptalen Chondrozyten negativ ausgewirkt
haben. Die Makroaggregate der Chondrozyten allein wurden den Makroaggregaten mit DBM
gegenibergestellt und das Kulturmedium nach jedem Wechsel mittels Gaschromatografie,
Kolorimetrie und pH Test auf toxische Rickstande untersucht. Hier konnten keine Rickstéande
nachgewiesen werden. Trotzdem kam es in den Makroaggregaten mit DBM zur Apoptose. Das
kann an einer zu geringen Oxygenierung und einer unzureichenden Erndhrung der Zellen
gelegen haben [124]. Zusatzlich zeigte sich eine fehlende Redifferenzierung, welches sich auch
in der Dominanz von Kollagen Typ | in der Immunhistochemie wiederspiegelte. Das kann auf
einen Mangel an Wachstumfaktoren zurtickzufiihren sein [125]. Interessant war in diesem
Zusammenhang, dass die gemessene Vitalitat im Brom-2-desoxy-uridin (BrdU) Test abhéngig
von der DBM Konzentration und Kultivierungszeit stark schwankte. Wahrend in der
Kontrollgruppe ohne DBM die Vitalitat der Zellen (iber 96 Stunden konstant blieb, stieg die
Vitalitat bei den hochsten DBM Konzentrationen nach 48 Stunden deutlich an und sank 96
Stunden spater gegeniber der Kontrollgruppe deutlich ab. Das kénnte ein Hinweis darauf sein,
dass nicht ausreichend Wachstumsfaktoren im DBM vorhanden waren. Wachstumfaktoren wie
TGF-B, FGF-B, BMP und IGF sind im DBM nachgewiesen worden [126-128]. Dass die
Wachstumsfaktoren fiir ein reines in vitro setting mit Chondrozyten nicht ausreichend sein
konnten, zeigt auch ein Blick in die Literatur. Wei et al. beschrieben, dass die ,,in vivo
microenvironment” der wichtigste Faktor fiir die erfolgreiche Gewebebildung ist [129]. Andere
Studien beschrieben, dass die Konstrukte im Rahmen von Tierversuchen erfolgreich implantiert
und explantiert wurden [130]. In der Literatur findet man aber meist die Nutzung von
mesenchymalen Stammzellen zur Besiedlung von DBM. So zeigte eine Arbeit von Huang et
al, dass ein Konstrukt mit DBM vom Schaf und Hydrogel die Proliferation und Chondrogenese
von mesenchymalen Stammzellen unterstltzt [131]. Allerdings wurde hier die DBM keinen
Sterilisationsprozessen, wie es bei humaner Anwendung notwendig ist, unterzogen.

Die GroBporigkeit des DBM kodnnte ein weiteres Problem gewesen sein. Wie in einer Arbeit
von Rotter et al. beschrieben, sind Integrinrezeptoren der Zellmembran wichtig um mit der
EZM Kontakt aufzunehmen. Wenn die Poren allerdings zu grof3 sind, kénnen die Zell-

Matrixkontakte nicht aufrechterhalten werden [132]. In einer unserer jlingeren Arbeiten konnte
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am PLLA Konstrukt, welches mittels thermoinduzierter Phasentrennung (TIPS) hergestellt
wurde, gezeigt werden, dass die PorengroRe eine wichtige Rolle in der Differenzierung der
Chondrozyten spielt. Die Kkleineren Poren mit 100 um boten eine bessere Zellretention und
Adharenzoberflache als die groReren Poren mit 200 um [62].

3.6 “Immortalised human mesenchymal stem cells undergo chondrogenic differentiation
in alginate and PGA/PLLA scaffolds*

CD34 negative adulte mesenchymale Stammzellen sind die frihesten Vorlaufer der
Hé&matopoese [133, 134]. Dass sie ein erweitertes Differenzierungspotential gegeniiber CD34
positiven Stammzellen besitzen, ist in mehreren Arbeiten beschrieben worden [133, 135].
Aufgrund dieser Eigenschaften war es Ziel der Studie an zwei etablierten humanen adulten
mesenchymalen Stammzelllinien V54-2 und L87/4, die zu den fibroblastendhnlichen
Vorlauferzellen zéhlen und CD34 negativ sind, die Differenzierung in Chondrozyten zu
induzieren [136, 137]. Die Zelllinie L87/4 stammt aus humanem Knochenmark wéhrend die
Zelllinie VV54-2 aus peripherem Blut gewonnen wurde [138]. Mit Hilfe des SV40 large T-
Antigens wurden die Stammzellen geklont und immortalisiert. Diese Zellen konnten dann in
letal bestrahlten NOD/SCID-Mausen erfolgreich hdmatopoetisch rekonstituieren und fanden
sich unter anderem im Knochenmark, im Gehirn, der Leber, dem Darm und dem Thymus [137].
Die Verwendung des SV40 large T-Antigens ist weit verbreitet um verschiedene Zelltypen in
einen transformierten Phanotyp umzuwandeln oder progressive Tumoren in transgenen Tieren
zu induzieren [139]. In der vorliegenden Arbeit hat sich gezeigt, dass beide Zelllinien trotz
Immortalisation mit dem SV49 large T-Antigen in der Lage sind das knorpelspezifische
Kollagen Typ Il zu bilden. Die F&higkeit wurde auch an immortalisierten Chondrozyten
nachgewiesen [140, 141]. In unserer Studie wurden die Zelllinien in der 3D Kultur mit Alginat
und das Glykolat/Laktat Copolymer kultiviert. Zusatzlich unterschied man zwischen dem
Kulturmedium mit TGFB1 und dem Medium ohne TGFp;. Es waren jedoch in der Auswertung
keine Unterschiede in der Expression von Kollagen Typ Il zu sehen. Zum einen kénnte das an
der Suppressionswirkung von Kortison im Stammzellmedium gelegen haben oder die
Konstrukte selbst hatten einen chondroinduktiven Effekt. Zhang et al. und Manferdini et al.
beschrieben eine chondroinduktive Wirkung bei Hydrogelen [142, 143]. Der groRte
Unterschied zwischen den Konstrukten zeigte sich in der Verteilung der Zellen. Wahrend im

Alginat die Zellen homogen verteilt waren, konnten im Glykolat/Laktat Copolymer Zellstrénge
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dargestellt werden. In beiden Konstrukten waren die Zellen aber vor allem an der Oberflache
angesiedelt. Das wurde auch bereits in anderen Studien an Chondrozyten beobachtet [144, 145].
Limitierend flr diese Studie ist, dass hier nur Aussagen auf Ebene der Proteinexpression auf
immunhistologischer Ebene gemacht werden konnten. Untersuchungen zur Genexpression

fehlen.

3.7. Ausblick

Die nicht pharmakologischen Nasensprays sind frei verk&uflich. Die klinische Wirksamkeit und
klinische Sicherheit konnten in der Studie zum thixotropischen Nasenspray nachgewiesen
werden. Doch gerade Patienten mit einer Schadigung der nasalen Mukosa und freiliegendem
nasoseptalem Knorpel kénnen durch den Gebrauch von liposomalen Nasensprays den Knorpel
weiter schadigen und eine Nekrose induzieren, wie die in vitro Studie zum Effekt der
thixotropischen und liposomalen Nasensprays auf nasoseptale Chondrozyten und Knorpelchips
zeigt. Ob der Marktanteil der nicht pharmakologischen Nasensprays steigt und damit Risiken
sichtbar werden, ist auch von den Kosten der pharmakologischen Nasensprays abhéngig. In
einer doppelblind randomisierten Studie aus Italien konnte an 40 Patienten nach Septumplastik
mit Muschelverkleinerung nach 3 Wochen eine signifikante Besserung der Lebensqualitat
(Visuelle Analogskala) und des Endoskopiebefundes (nach Lund und Kennedy) bei Nutzung
eines liposomalen Nasensprays mit Vitamin A und E gezeigt werden [146].
Langzeitbeobachtungen sind nicht erfolgt.

Die neue Diagnostik der Conchae nasales inferiores mittels NBI Endoskopie hat das Potential
den allgemeinen Rhinoskopiescore mittels WeiRlicht-Endoskopie um die GefaRbeschreibung
zu erweitern und so eine genauere Beschreibung der Nasenschleimhaut zu ermdglichen.
Unterstutzt wird diese These auch durch eine aktuelle Arbeit von 2018. Hier wurde gezeigt,
dass das Odem der mittleren Muschel, welches zum Beispiel bei allergischer Rhinitis auftritt
mit der NBI Endoskopie mit hoher Sensitivitat und Spezifitat dargestellt werden kann [147].
Ist bei Nasenmuschelhypertrophie die chirurgische Therapie indiziert, so hat man verschiedene
Techniken zur Auswahl. In unserer Studie war die submukose Turbinoplastik den
weichteilreduzierenden Techniken nicht Uberlegen. Langzeitbeobachtungen mussen hier
angeschlossen werden. Neuere Techniken wie die anteriomediale Maxillektomie miissen
evaluiert werden um eine Uberlegenheit gegeniiber den etablierten Methoden zu beweisen
[148].
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In der funften vorgestellten Studie wurde das Biomaterial Demineralisierte Knochenmatrix
(DBM) untersucht. Die Studie brachte den Nachweis, dass das Konzept von Chondrozyten-
Makroaggregaten mit DBM als interessante Methode fiir das Tissue-Engineering von Knorpel
betrachtet werden kann. Aktuell gibt es Studien, die zeigen, dass mesenchymale Stammzellen,
erfolgreich in der DBM in Chondrozyten differenzieren kdnnen [131]. Untersuchungen an
humanem DBM sind in der aktuellen Literaturrecherche nicht zu finden, was auch auf die sehr
aufwendigen Sterilisationsprozesse zurlickzufiihren ist.

In der letzten Studie wurden das Alginat und das Glykolat/Laktat Copolymer als Konstrukte
herangezogen um mit TGFB: an mesenchymalen immortalisierten Stammzelllinien die
Chondrogenese zu induzieren. Aktuelle Studien aus unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass das
Copolymer zusammen mit Bioglas sehr gute Voraussetzungen fir die chondrogene

Differenzierung bietet [74].
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4 Zusammenfassung

Die Atmung Uber die Nase ist der einzig physiologische Atemweg. Dabei ist die Nase
Atmungsorgan und Sinnesorgan zugleich. Das Sinnesorgan Nase ist in seinem Riechvermdgen
von der respiratorischen Funktion abh&ngig. Die Duftstoffe miissen von ventral und von
retronasal das Nasendach erreichen konnen. In 72 Prozent der Féalle sind sinunasale
Erkrankungen fur die Riechstérung ursachlich. Die Aufgaben der Nase hinsichtlich der
Sprachbildung und der immunologischen Anpassung des Organismus kénnen ebenfalls nur bei
ungestorter respiratorischer Funktion wahrgenommen werden.

Die Balance zwischen turbulenter und laminarer Luftstrdmung in der Nase ist zur
Aufrechterhaltung eines physiologischen Atemwegswiderstandes und der ausreichenden
Erwarmung, Befeuchtung und Séuberung der Luft erforderlich. Wenn sie durch knécherne und
knorpelige Anomalitaten und/oder pathologische Schleimhautverdnderungen der Nase gestort
ist, fihrt es zu einer Einschrankung der respiratorischen Funktion der Nase. Fir die chronische
Rhinosinusitis, das Asthma bronchiale und das obstruktive Schlafapnoesyndrom ist in
Ubersichtsarbeiten und bevélkerungsbasierten Studien die Einschrankung der respiratorischen
Funktion der Nase als bedeutende assoziierte Erkrankung nachgewiesen worden [6, 7, 12, 13].
Bei einer Pravalenz der chronischen Rhinosinusitis von 10,9%, einer Prévalenz des Asthma
bronchiale von 6,3% und einer Prévalenz des obstruktiven Schlafapnoesyndroms von 2 bis 4 %
der Erwachsenen im Alter von 30 bis 60 Jahren hat die eingeschrénkte respiratorische Funktion
der Nase eine grofRe medizinische als auch gesundheitsokonomische Bedeutung. Die Analyse
der klinischen und experimentellen Diagnostik- und Therapieverfahren bei eingeschrénkter
respiratorischer Funktion der Nase spielt damit eine vordringliche Rolle. In dieser Arbeit
wurden ausgewahlte Klinische und experimentelle Diagnostik und Therapieverfahren der
héaufigsten Ursachen der eingeschrankten respiratorischen Funktion wie allergische Rhinitis,
Hypertrophie der Conchae nasales inferiores und Nasenseptumperforation vorgestellt.

In der ersten Studie wurde die Therapie der allergischen Rhinitis mit einer Lebenszeitpravalenz
von 25 bis 30 % als haufigste Ursache der nasalen Obstruktion mit nicht pharmakologischem
Nasenspray in einer randomisierten, placebokontrollierten Doppelblindstudie untersucht. 20
Probanden, die an allergischer Rhinitis aufgrund von Hausstaubmilbenallergie litten, erhielten
vor der Allergenbelastung eine einzelne Dosis von Prevalin, einem thixotropisch wirksamen
Nasenspray oder Kochsalz als Plazebo. Der Nasen-Symptom-Score (TNSS) und der Augen-
Symptom-Score (TOSS) wurden 15, 30, 60, 75, 90, 120 und 240 Minuten nach der Belastung
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bewertet. Zusétzlich ist der Rhinoskopie Score (Schwellung, Rétung, Sekretion) bestimmt
worden. Die einmalige Behandlung mit Prevalin fiihrte im Vergleich zum Placebo zu einer
signifikanten Reduktion des TNSS Scores nach 60, 75 und 90 Minuten und einer geringeren
Anderung des Rhinoskopie Scores nach Hausstaubmilbenallergenexposition. Nebenwirkungen

wurden nicht beobachtet.

Die Sicherheit von nicht pharmakologischen Nasensprays wurde in der zweiten Studie
untersucht. Neben dem thixotropischen Nasenspray wurde auch ein liposomales Nasenspray

hinsichtlich seiner Toxizitét bei freiliegendem Nasenknorpel getestet.

Die Sicherheit der nicht pharmakologischen Medikamente hinsichtlich einer Knorpelnekrose
wurde in vitro getestet. Den humanen und porcinen Zell — bzw. Explantatkulturen wurden 300
pl Nasenspray in einer Verdunnung von 1:5 hinzugesetzt und mit den Kontrollgruppen
verglichen. Es sind die Zellvitalitat und das Gen- und Proteinexpressionsprofil der Proben mit
unbehandelten Kontrollen mittels RTD-PCR und Immunmarkierung verglichen worden. Die
Supplementierung des liposomalen Nasensprays flihrte in der Explantat- und Chondrozyten-in-
vitro-Kultur im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen zu einem vermehrten Zelltod. Die
Protein-Expressionsanalyse zeigte im Vergleich zu den Kontrollen einen Trend zur Inhibition
von Kollagen Typ Il und SOX9 durch das liposomale Nasenspray. Bei Zugabe des thixotropen
Nasensprays zeigten sich keine Anderungen im Gen- und Proteinexpressionsprofil gegeniiber

der Kontrolle.

In der dritten vorgestellten Studie wurde die Anwendung der Narrow Band Imaging Endoskopie
zur Beurteilung der Conchae nasales inferior auf ihren Mehrwert gegeniiber der

WeiRlichendoskopie untersucht.

Im Rahmen einer randomisierten dreiarmigen prospektiven Studie wurden 109 Patienten mit
vergroRerten Nasenmuscheln rekrutiert um die Anwendung von Narrow Band Imaging (NBI)
in der Endoskopie zu evaluieren. Alle Probanden wurden vor der operativen Verkleinerung der
Nasenmuscheln und mehrzeitig nach dem Eingriff untersucht. Wahrend der Visiten wurden
WeiBlicht-Endoskopie, NBI-Endoskopie und die vordere Rhinomanometrie durchgefunhrt.
Dartiiber hinaus berichteten alle Probanden tber den Grad der subjektiven Nasenobstruktion. In

der Weililicht-Endoskopie und in der NBI wurden weniger BlutgefaRe auf der Mukosa der
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Conchae nasales inferior dargestellt. Die NBI-Endoskopie identifizierte signifikant mehr
Blutgefalie als die Weillicht-Endoskopie.

In der vierten vorgestellten Studie wurden operative Mdoglichkeiten der Verkleinerung der

Conchae nasales inferior bei medikamentds nicht behandelbarer Hypertrophie evaluiert.

Die Zahl von deutschlandweit mehr als 16000 operativen Verkleinerungen der Conchae nasales
inferior bei Hypertrophie der Conchae nasales inferior zeigt ihre gesundheitsbkonomische
Bedeutung. Der Vergleich der OP Techniken zur Verkleinerung der Conchae nasales inferiores
bei Nasenmuschelhypertrophie hinsichtlich der objektiven Befundanderung und subjektiven
Beschwerden erfolgte ebenfalls im Rahmen der randomisierten dreiarmigen prospektiven
Studie. Die Probanden wurden zuféllig einer von drei Interventionsgruppen zugeordnet: 1)
Submukadse Turbinoplastik mit Lateralisation, 2) Submukdse Elektrokaustik, 3) Laserkaustik.
Alle Gruppen sind bis zu 6 Monate nach dem chirurgischen Eingriff nachbeobachtet worden.
Wahrend der vier Visiten wurden die Ergebnisse mit der modifizierten deutschen Version des
Fragebogens ,,Sino-Nasal Outcome Test 20 gemessen. Zusdtzlich wurden die
Nasenatemwegswiderstdnde, die absoluten Nasenstromungsraten und die jeweilige
Schleimhautkomponente des Atemwegswiderstandes durch die anteriore Rhinomanometrie
bestimmt. Nach der Operation nahmen die subjektive und objektive Nasenobstruktion sowie
der Anteil der Schleimhautschwellung des Atemwegswiderstandes in allen drei Gruppen
signifikant ab. Daruber hinaus verbesserten sich die subjektiven Symptome, die mit dem
modifizierten SNOT 20 gemessen wurden ebenfalls signifikant, wobei es zwischen den
Gruppen hinsichtlich der subjektiven Nasenatmungsbehinderung, des Ohrdrucks, des
Nasenschmerzes, der Tagesmudigkeit, des Hustens und des trockenen Mundes Unterschiede in
den einzelnen Visiten gab.

Neben den physiologisch arbeitenden Conchae nasales inferior spielt auch das unversehrte und
kaum deviierte Nasenseptum eine wichtige Rolle fiir die physiologische Nasenatmung. Die
Folgen einer Septumperforation, die in 2/3 der Félle durch eine vorausgegangene Septumplastik
entstanden ist, sind neben der gestdrten Nasenatmung auch Formveranderungen der &uf3eren

Nase.
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Verletzter Knorpel weist eine &uBerst geringe Heilungsfahigkeit auf, da die enthaltenen
Chondrozyten ihre Teilungsféhigkeit im ausgereiften Gewebe verloren haben. Aufgrund der
unbefriedigenden Ergebnisse in der plastisch- rekonstruktiven Therapie wird seit Jahrzehnten
der Wiederaufbau des Knorpel- und Knochengeriistes durch regenerative Therapien angestrebt.
Die funfte Studie untersuchte dazu die humane demineralisierte Knochenmatrix (DBM) als

Biomaterial fur den Knorpelersatz.

Das DBM ist aufgrund ihrer biomechanischen Stabilitat fiir die Anwendung in biomechanisch
belasteten Regionen attraktiv. In der vorliegenden Studie wurde zum ersten Mal die Methode
der Besiedelung von Chondrozyten-Makroaggregaten in DBM zum Zwecke des
Knorpelgewebesystems kombiniert. Nach Isolierung humaner nasoseptaler Chondrozyten und
der Bildung einer dreidimensionalen Makroaggregatanordnung wurde DBM 14 Tage lang in
vitro mit den Makroaggregaten kultiviert. Die Interaktion der Zellen innerhalb des DBM wurde
im Hinblick auf die Zelldifferenzierung und die Wirkungen auf die Chondrozytenproliferation
analysiert. In den Zell-DBM-Konstrukten dominierte bei den morphologisch veranderten
Zellen die Expression von Kollagen Typ I im Vergleich zu den Makroaggregaten ohne DBM.
Expression von Kollagen Typ Il konnte nur in geringen Mengen in den Zell-DBM-Konstrukten
dargestellt werden. Dartiber hinaus konnte in einigen Zellen der Chondrozyten-DBM-
Konstrukte Caspase Ill, ein Marker fir Apoptose, nachgewiesen werden. Die Freisetzung
toxischer Agenzien aus der DBM als Ursache fiir die Apoptose wurde nicht beobachtet.
Zusammenfassend liefert diese Studie den Nachweis, dass das Konzept von Chondrozyten-
Makroaggregaten mit DBM als interessante Methode fur das Tissue-Engineering von Knorpel
betrachtet werden kann. Die derzeit unzureichende Redifferenzierung der Chondrozyten und
der sporadische Beginn der Apoptose machen jedoch weitere Untersuchungen mit humaner
DBM erforderlich.

Die Nutzung von Stammzellen hat die Mdglichkeiten der regenerativen Medizin deutlich
erweitert. Mesenchymale Stammzellen (MSCs) sind in verschiedenen Geweben zu finden,
haben die Fahigkeit zur Selbsterneuerung und sind in der Lage zu proliferieren. Somit sind sie
in der Lage sich in Chondrozyten zu differenzieren und konnen zur Herstellung eines
Knorpelersatzes herangezogen werden. Das wurde auch in unserer letzten vorgestellten Studie

getan.

92



Mesenchymale Stammzellen kdnnen mittels Kulturmedium, welchem TGFR; zugesetzt wird
und durch verschiedene Biomaterialien zur chondrogenen Differenzierung angeregt werden.
Die Fragestellung der Studie war es, ob die zwei etablierte humane Stammzelllinien L87/4 und
V54-2, die mit dem SV40 large T- Antigen immortalisiert wurden eine chondrogene
Differenzierung durchlaufen kénnen, wenn sie in Alginat oder in Polyglycolsaure/Poly-L-
Milchsdaure (PGA/PLLA) (90/10) Copolymergeristen kultiviert werden. Als Kontrolle dienten
humane nasoseptale Chondrozyten und humane Fibroblasten. Die Kulturen sind nach 21 Tagen
auf sulfatierte Glycosaminoglykane und auf Expression von Kollagen Typ I, 1l und X gepruft
worden. Es zeigte sich, dass SV40 large T-Antigen-immortalisierte humane MSCs chondrogen
differenziert werden koénnen. Nach 21 Tagen war knorpelspezifisches Kollagen Typ Il in
Alginat- und PGA / PLLA-Geristen nachweisbar.

Die Nasenatmungsbehinderung hat Auswirkungen auf das Riech- und Reflexorgan Nase und
die signifikante Assoziation mit Erkrankungen der Atemwege und des Herz- Kreislaufsystems
zeigt, dass ihre Diagnostik und Therapie erforderlich sind. Diagnostikmoglichkeiten und
Therapien sind mannigfaltig aber noch nicht zufriedenstellend. Sie unterliegen der standigen
Weiterentwicklung, Evaluierung und evidenzbasierte Kontrollen der Kklinischen und

experimentellen Methoden sind dabei unentbehrlich.
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