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1.Einleitung

1. Einleitung

Der Ersatz zerstorter Gewebe ist eine der groBten Herausforderungen der
modernen Medizin. Vor allem in der plastischen und rekonstruktiven Chirurgie
gibt es einen hohen Bedarf an addquaten Rekonstruktionen von
Weichteildefekten, die haufig nach Tumorresektionen, Verbrennungen oder
schweren Traumen entstehen (Hemmrich, 2006).

Klinische Versuche, diese Weichteildefekte mit Fettpolstertransplantaten oder
durch Injektionen von Fettgewebszellsuspensionen, die aus Liposuction
gewonnenen werden, zu versorgen, bringen noch keine vollstandig
zufriedenstellenden Ergebnisse. Die Hauptprobleme dieser Techniken sind die
niedrige Uberlebensrate des Transplantates, das Auftreten von Nekrosen, die
auf eine insuffiziente Vaskularisation zurlckzufihren sind, und die
Langzeitresorption des Transplantates. Bei der Injektion autologen
Fettgewebes kommt hinzu, dass die sehr empfindlichen Adipozyten durch die
Aspiration und Praparation beschadigt werden. Die noch intakten Zellen neigen
dazu, Zysten oder lokale Postinjektionsnekrosen zu bilden.

Des Weiteren gibt es die Mdglichkeit, den Defekt unter Verwendung von
allogenen bzw. alloplastischen Materialien, wie z.B. Teflon und Silikon, oder
auch durch moderne Verfahrenstechniken, wie injizierbares Kollagen und
Hyaluronsaure, zu decken. Zur chirurgischen Standardtherapie gehért die
regionale und freie Lappenplastik. Auch diese Methoden zeigen Nachteile: z.B.
kdnnen synthetische Materialien Fremdkdrper- oder allergische Reaktionen
verursachen und weisen keine gute Langzeitpersistenz auf. Bei den
Lappenplastiken bestehen  Einschrankungen durch das Risiko des
Transplantatverlustes, der Morbiditat des Hebedefekts und die Limitation der
Spenderareale. (Patrick, 1998; Katz, 1999; Ersek, 1991; Eremia, 2000; Huss,
2002; Har- Shai, 1999; Ashinoff, 2000).

Demgegeniber stellen die nach dem Prinzip des Tissue Engineering
hergestellten Fettgewebskonstrukte, die immer lebensfahiger und funktioneller
werden, vielversprechende mdgliche Therapiealternativen dar. Diese neuen
Loésungsansatze haben eine im Vergleich zu den gegenwartig eingesetzten
Methoden der Fettgewebstransplantation eine verbesserte Vorhersehbarkeit,

Reproduzierbarkeit und bessere Uberlebenszeit zum Ziel.
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Verschiedene Arbeitsgruppen versuchten in der Vergangenheit, diese Tissue-
Engineering Verfahren zu optimieren und in klinische Modelle zu integrieren.
Beispielsweise wurden gefriergetrocknete Kollagenkonstrukte mit humanen
Praadipozyten besiedelt und sowohl in vitro als auch in vivo untersucht (von
Heimburg, 2000). Des Weiteren wurden Polymerkonstrukte aus
Polyglycolsdaure mit murinen 3T3-L1 Praadipozytenzelllinien beimpft und tber
einen langeren Zeitraum in vitro und in vivo generiert (Fischbach, 2004). Das
Uberleben der kinstlich generierten Fettgewebskonstrukte bleibt jedoch
verbesserungswiirdig, weshalb oben genannte Modelle noch nicht klinisch
anwendbar sind.

In der vorliegenden experimentellen Arbeit wurde versucht, einen
Goldstandard zur humanen Praadipozytenisolierung und -kultivierung zu
etablieren.

Nach der Gewinnung von Fettgewebsbiobsaten im Rahmen von
Mammareduktionsplastiken und Abdominoplastiken erfolgte die Isolation und
Kultivierung der Praadipozyten. Dies erfolgte durch Variation geeigneter
Kulturmedien, Anwendung unterschiedlich langer Denaturierungszeiten und
unter Verwendung eines MiniMACS™ Systems, das durch magnetische
Separation humaner, adulter Stammzellen Fettzellen gewinnen kann. Durch
verschiedene Versuche konnte die Ausbeute der Zellen deutlich gesteigert
werden. Nach einer Kultivierungszeit im  Brutschrank und einer
unterschiedlichen Anzahl an Passagierungen erfolgte zur Bestatigung der
Differenzierung in adulte Adipozyten eine Farbung nach Ol-Rot-O. Ein weiteres
Ziel dieser  Arbeit war die Beflllung von dreidimensionalen
Polyurethankonstrukten mit Praadipozyten. Die kultivierten Zellen wurden
hierzu in Fibrinogen suspendiert, mit einer Thrombinkomponente vermischt
und in ein dreidimensionales Polyurethangerilist pipettiert. Nach vollendeter
Polymerisation erfolgte unter Zuhilfenahme geeigneter Medien die Kultivierung

der Konstrukte im Brutschrank.
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2. Allgemeiner Teil

2.1. Fettgewebe

2.1.1. Anatomie des Fettgewebes

Fettgewebe kommt ubiquitdar im ganzen Koérper vor und macht bei der
erwachsenen Frau ca. 15-25% und beim erwachsenen Mann ca. 10-20% des
Korpergewichts aus (Ulfig, 2001). Es ist eine Sonderform des retikuldren
Bindegewebes und besteht aus Fettzellen (Adipozyten), zwischen denen
Retikulinfasern zur Stabilisierung liegen (Moll, 1978). Grundsatzlich findet eine
Unterscheidung zwischen weiBem und braunem Fettgewebe statt. Im adulten
Organismus liegt hauptsachlich weiBes Fettgewebe vor, das als
Speichergewebe flr Neutralfette (Speicherfett), mechanisch wichtiges
Flllgewebe (Baufett, z.B. Corpus adiposum orbitae, Corpus adiposum buccae
etc.) und Kalteschutzgewebe (subkutanes Fett) dient. Braunes Fettgewebe
kommt vermehrt bei Sduglingen vor und unterstitzt die Warmeproduktion
durch Oxidation aufgenommener Fettsauren. Im adulten Organismus findet
sich braunes Fettgewebe nur noch rudimentar, z.B. im Mediastinum und um
die Aorta gelegen (Kugler, 1994). Die plastische und wiederherstellende
Chirurgie fokussiert sich vor allem auf das weiBe, subkutane Fettgewebe.

Auf zelluldarer Ebene besteht weiBes Fettgewebe nicht nur aus lipidgeladenen
reifen Adipozyten, sondern auch aus adipozytaren Vorlauferzellen,
verschiedenen Blutzellen, Epithelzellen, Perizyten und Fibroblasten, der
sogenannten stromal-vaskularen Fraktion (SVF) (Ailhaud, 1992). Adipozyten
kommen einzeln oder in Gruppen im lockeren Bindegewebe vor oder bilden
Fettlappchen (Fettorgane), die von einer Bindegewebskapsel umgeben sind.
Sie koénnen einen Durchmesser von bis zu 120 pm erreichen und sind
mesenchymaler Herkunft. Die spindelférmige Jugendform der Fettzelle, der
Lipoblast, ist plurivakuoldr, das bedeutet, dass sie viele kleine Fettvakuolen
enthalten. Wahrend ihrer Reifung vereinigen sich die Fettvakuolen zu einem
zentral im Zytoplasma liegendem Fetttropfen. Die Zellen sind dann
univakuolar und der groBe membranlose Fetttropfen drickt das Zytoplasma
und den Kern an den Rand. Hieraus ergibt sich mikroskopisch die typische
Siegelringform der Zellen. Das Fett in den univakuoldaren Fettzellen besteht
hauptsachlich aus Triacylglyceriden (Glyzerin), das mit drei Fettsauren

verestert ist. Das weiBe Fettgewebe verfligt Uber ein ausgepragtes
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GefaBsystem, so steht jeder Adipozyt mit mindestens einer Kapillare in

Verbindung. Diese Tatsache steht im Einklang mit der hohen
Stoffwechselaktivitat, die sogar hdher ist als im Muskelgewebe. (Ulfig, 2001;

Moll, 1978; Schiebler, 1977).

2.1.2. Adipozytendifferenzierung in vitro

Wahrend der letzten zwanzig Jahre wurden das Wachstum und die Entwicklung
von Fettgewebe in vitro intensiv untersucht. Bis heute ist der komplexe
Prozess der Adipozytendifferenzierung, ausgehend von der mesenchymalen
Stammzelle hin zum maturen Adipozyt, nicht vollstandig geklart. Ein friher
Meilenstein fUr die Erforschung der Adipozytendifferenzierung waren sicherlich
die Arbeiten von Smith (1971), der erstmals das Wachstum von in Kultur
befindlichen, fibroblastendhnlichen Zellen aus humanem Fettgewebe beschrieb.
In weiteren Versuchen wurden verschiedene Praadipozytenzelllinien und

Primarkulturen verwendet. Tabelle 1 fasst einige wichtige Modelle zusammen

(Gregoire, 1998).

Tab. 1 Adipozytendifferenzierung am in vitro Modell (Gregoire,1998)

Zelllinien Abstammung/Entwicklungsstadium Induktionsstoffe fiir die
Differenzierung

ES Zellen murine Blastozyten Retinsdure

CH3 10T1/2 Mausembryo 5-Azacytidin

TA1 gewonnen aus mit 5-Azacytidin 10% FKS(Fo6tales Kalberserum),
vorbehandelten 10 T1/2 Zellen Insulin and Dex(Dexamethason)

Ob17 epidymales Fettgewebe erwachsener 8% FKS, Insulin, T3(Trijod-Thyronin)
Mause

3T3-L1 Mausembryo 10% FKS, Dex, Insulin(hoch dosiert)

3T3-F442A Mausembryo 10% FKS, Insulin

Primadrkultur Quelle/Alter Induktionsstoffe fiir die

Differenzierung

Ratte subkutan, epidymal, Insulin, 10%FKS
retroperitoneal/neugeboren (48 Std.), 4
Wochen, erwachsen

Maus subkutan, 8-12 Tage alt serumfrei, Insulin, HDL (High Density

Lipoprotein), Dex

Hase perirenal, 4 Wochen alt serumfrei, Insulin, Dex

Schwein perirenal, subkutan/fetal, neugeboren(1- serumfrei, Insulin mit oder ohne
7 Tg alt) Glukokortikoide

Mensch subkutan (abdominal), unterschiedliches serumfrei, Insulin (hoch dosiert),

Alter

Glukokortikoide




2.Allgemeiner Teil

Der Entwicklungsprozess multipotenter Stammzellen zu unipotenten
Adipoblasten ist nicht einfach zu ermitteln. Jedoch gelang es durch
Behandlung muriner 10T1/2 und 3T3 Zellen mit 5-Azacytidin (Taylor, 1979)
mesenchymale Zellen in Adipozyten, Chondrozyten und Fibroblasten zu
differenzieren. In vitro differenzierte Adipozyten haben viele Gemeinsamkeiten
mit Fettzellen in vivo. Subkutane Praadipozyteninjektionen in athymische
Nacktmause flihrten zu einer Entwicklung reifen Fettgewebes, das sich
histologisch nicht von weiBem Fettgewebe (WAT) zu unterscheiden schien
(Green, 1979). Daher ist anzunehmen, dass sich die Fettzellentwicklung in
vivo nach einem ahnlichen Mechanismus ereignet wie in vitro (siehe Abb. 2.1.,
modifiziert nach Ailhaud, 1992).

In vivo In vitro

Perizyten Fibroblasten Stammzellen (multipotent)

- </——/> Adipoblast (unipotent)
Praadipozyten

Fettgewebe

& o . I Priaadipozyten
wenig differenzierte
mesenchymale Zellen

(mit kleinen Lipidtropfen)
\\

/ Unreifer Adipozyt
Kleine /

Fettzellen

Blutzellen

Endothelzellen

Adipozyten Reifer Adipozyt

Abb.2.1. Differenzierung der adipogenen Linie. Beziehung zwischen
morphologischen Typen in vivo und Stadien der adipogenen Zelldifferenzierung
in vitro (modifiziert nach Ailhaud, 1992)

Die Adipozytendifferenzierung lasst sich grob in vier Stadien unterteilen:

1. Wachstumsstopp

Der Kontakt zwischen den Zellen oder der Zellverbund scheint nicht zwingend

notwendig flr den Beginn der Zelldifferenzierung. Vielmehr ist es der
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Wachstumsstopp, der die Differenzierung einleitet. In einem Versuch von
Vanderstraeten-Gregoire (1989) differenzierten Rattenpraadiopozyten in
serumfreiem Medium ohne interzellularen Kontakt. Die zwei
Transkriptionsfaktoren C/EBP-a und PPAR-y scheinen eine wichtige Rolle fir
den Wachstumsstopp zu spielen. Mc. Knight (1991) zeigte die antimitotische
Aktivitat von C/EBP-a durch den Gebrauch des C/EBP-a-
Ostrogenrezeptorfusionsproteins. Spiegelman und Kollegen (1997) bewiesen,
dass der Faktor PPAR-y in Fibroblasten einen Wachstumsstopp induzieren kann.

2. Klonale Expansion

Nach dem Wachstumsstopp brauchen die Praadipozyten eine geeighete
Kombination an mitogenen und adipogenen Signalen, um die Differenzierung
weiterzuflihren. Versuche mit Praadipozyten-Zelllinien (3T3) zeigten, dass sich
die Zellen im Wachstumsstopp mindestens einer DNA- Replikation und einer
Zellverdoppelung unterziehen. Dies fuhrt zur klonalen Ausdehnung der Zellen
(Pairault, 1979). Praadipozyten aus humanem Fettgewebe scheinen die
Zellteilung nicht zu brauchen, um den Differenzierungsprozess anzustoBen
(Entenmann, 1996).

3. Frithe Anderung der Genexpression

Neben dem Wachstumsstopp und der klonalen Expansion steht auch eine
Veranderung der Genexpression im Vordergrund. Die Transkriptionsfaktoren
C/EBP und PPAR gelten als friihe Marker der Adipozytendifferenzierung. Der
adipozytenspezifische PPAR-y-Rezeptor wird schon in geringem MaBe in
Pradipozyten exprimiert und nach hormoneller Induktion der Differenzierung
steigt seine Expression schnell an. Der Rezeptor kann schon nach dem zweiten
Tag der 3T3-L1 Adipozytendifferenzierung nachgewiesen werden und sein
maximales Expressionslevel erreicht er in reifen Adipozyten (Brun, 1996;
Chawla, 1994).

4. Terminale Differenzierung

Wahrend der terminalen Phase wachst die de novo Fettsaure- und
Triglyceridsynthese im Adipozyten. Gleichzeitig kommt es zu einer
zytoplasmatischen Lipidakkumulation. Durch den Umbau des Zytoskelettes
wandelt sich die Fibroblasten- in eine Adipozytenmorphologie um. Die Zellen

exprimieren notwendige Enzyme zur Triglyceridlipolyse, Triglyceridaufnahme,
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zum Transport von Fettsauren sowie Rezeptoren flir lipogene und lipolytische
Hormone (Mackall, 1976).

2.1.3. Fettgewebstransplantation

Fettgewebe ist ein wesentlicher Bestandteil des humanen Weichteilgewebes
und wichtig zur Formgebung des Koérpers. Die Idee, Fettgewebe an einer
intakten Stelle des Koérpers zu entnehmen und an die Stelle eines
Konturdefektes zu transplantieren, wurde schon vor tUber 100 Jahren geboren.
Den Grundstein legte 1889 van der Meulen, indem er eine Verlagerung des
freien Omentums zwischen Leber und Zwerchfell durchflhrte (Billings, 1989).
Bald darauf versuchte sich Neuber im Jahre 1893 an einer freien
Fettgewebstransplantation. Er brachte kleine Fettgewebspartikel in einen
Defekt ein (Neuber, 1893). Czerny berichtete zum Beispiel das erste Mal 1895
Uber eine Mammarekonstruktion mittels autologem, freiem Fettgewebe. Die
postoperativen Ergebnisse waren gut, aber nach einiger Zeit stellten sich eine
sukzessive Volumenabnahme und eine zunehmende Verhartung des
transplantierten Materials ein.

Auch heute sind die Ergebnisse beziglich der Langzeitiberlebensrate freier
Fettgewebstransplantationen mit autologem Fettgewebe ohne GefaBanschluss
enttduschend. Es kommt zu einer progredienten Absorbtion des
Transplantates mit einem Volumenverlust von 40-60% oder sogar zur
vollstandigen Resorption (Eremia, 2000; Ersek, 1991; Fagrell, 1996).

Die EinfUhrung allogener Materialien zur Substitution von Weichteilgewebe
drangte die Transplantation mit autologem Fettgewebe in den Hintergrund.
Erst in den 80iger Jahren, als die Liposuction Einzug in den klinischen Alltag
erhielt, kam das Interesse zurlick. Fettgewebe wurde aspiriert und zur
Deckung des Defektes reinjiziert. Zufriedenstellende Ergebnisse konnten auch
hier nicht erzielt werden. Aufgrund des traumatisierenden Prozesses wahrend
der Absaugung fanden sich 90% deformierte und nur 10% unbeschadigte
Adipozyten im Aspirat (Nguyen, 1990). In einer Untersuchung von Nguyen
(1990) waren 9 Monate nach Reinjektion keine vitalen Zellen mehr
nachweisbar und das Transplantat war vollstandig fibrosiert. Lipofilling bleibt

jedoch ein interessanter Ansatz fur die Korrektur kleinerer Volumendefekte.
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Roddi et al. (1994) flllten erfolgreich moderate Volumendefekte mit autologen
Fettzellen bei Patienten mit Hemiatrophia faciei.

Bis heute gilt es jedoch die Verfahren zur autologen Fettgewebstransplantation
mit voraussagbarem Volumeneffekt und guten Langzeitergebnissen zu

verbessern.

2.2. Tissue Engineering

2.2.1. Tissue Engineering, Definition

Das Konzept des Tissue Engineering vereint Techniken aus Bio-, Ingenieurs-
und Naturwissenschaften. Ziel ist die Schaffung neuen Gewebes, das dem
Ersatz oder der Unterstltzung vorhandenen Gewebes dient (Langer, 1993).
Dazu werden dem Patienten kleine Mengen Gewebe entnommen und durch
bestimmte Praparations- und Kultivierungsverfahren daraus die bendtigten
Zellen isoliert und vermehrt. Ist eine quantitativ ausreichende Menge an Zellen
vorhanden, wird eine porése Tragermatrix mit ihnen beimpft und
retransplantiert. Die nahezu uneingeschrankten Variationsmdglichkeiten jeder
einzelnen Komponente erlauben die Schaffung eines bioartifiziellen Gewebes
mit definierten Eigenschaften, welches sich im Idealfall in den
Empfangermechanismus integriert und Anschluss an dessen BlutgefaBsystem
findet (Mdller, 2005).

2.2.2. Tissue Engineering, Motivation

Die historische Aufgabe der Chirurgie bestand lber lange Zeit daraus, dem
Patienten in seiner akut lebensbedrohlichen oder schmerzhaften Situation
durch Resektion zu helfen, ohne dass auf anschlieBende koérperliche Funktion
und Asthetik Riicksicht genommen werden konnte. Im 19. Jahrhundert wurden
rekonstruktive Verfahren entwickelt, um dem Patienten z.B. die
Wiedereingliederung in das soziale Leben zu erleichtern.

In der heutigen Zeit sind moderne Techniken, wie Gewebstransplantationen,
lebensrettend. Jedoch sind sie auch mit hohen Risiken verbunden. Bei
korperfremden Transplantaten ist eine Suppression des Immunsystems
unumganglich, was zur Entstehung von Tumoren flihren kann und auch ein
Verlust des Transplantats trotz Immunsuppression ist mdglich. Ein weiteres

Problem ist die begrenzte Verfligbarkeit der Ersatzgewebe. Methoden, bei
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denen allogene bzw. alloplastische Materialien als Defektersatz implantiert
werden, scheitern haufig an Fremdkoérperreaktionen, Infektionen und an
Wanderungen der Implantate. Das Verfahren, kdrpereigenes, intaktes Gewebe
an die Stelle des Defektes zu transplantieren, fuhrte in manchen Fallen zu
Narben- oder Tumorbildung.

All diese Probleme und Risiken flihrten zur Entwicklung des Tissue Engineering,
ein vielversprechendes Forschungsgebiet Mitte der 80er Jahre. Jedoch liegen
die Mdglichkeiten des klinischen Einsatzes, trotz guter in vitro Ergebnisse
verschiedener Gewebe, deutlich hinter den anfangs hohen Erwartungen zurick,
was hauptsachlich durch eine fehlende vaskuldre Integration von Tissue
Engineering-Konstrukten mit konsekutivem Absterben und Resorption des

implantierten Gewebes in vivo bedingt ist.

2.2.3. Tissue Engineering von Fettgewebe

Das Ziel des Tissue Engineering von Fettgewebe ist es, Fettdquivalente zu
konstruieren, die zur Reimplantation geeignet sind. Gerade in der plastischen
und rekonstruktiven Chirurgie besteht ein hoher Bedarf an adaquater
Versorgung von Weichteildefekten, die nach Tumorressektion, Verbrennungen
oder schweren Traumen entstehen. Hier liegt die Motivation flr die Schaffung
kdrpereigener Fettgewebstransplante. Eine Strategie zur Anzucht von
Fettaquivalenten stellt die Implantation zellbeinhaltender Konstrukte dar.

Fur den therapeutischen Nutzen im klinischen Bereich ist es wichtig,
ausreichend Gewebevolumen zu generieren, um die Tragermatrices mit einer
ausreichenden Menge an Zellen beimpfen zu kénnen. Die Zelltrager dienen als
Leitschiene fiir die in vitro gezlichteten Zellen und ermdglichen eine gewisse
Beeinflussung der Geometrie und Architektur des geziichteten Gewebes.

Die ideale Zelle zur Generierung von Fettgewebe sollte autolog oder
nichtimmunogen sein. Sie sollte in ausreichender Menge vorhanden sein und
wenn noétig in vitro vermehrt werden kénnen. Das Potenzial der Zellen zur
Differenzierung in Adipozyten darf dabei nicht verloren gehen.

Zur Gewinnung von Fettzellen stehen verschiedene Quellen zur Verfliigung, die

im folgenden Punkt erlautert werden.
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a) Quellen zur Gewinnung von Fettzellen

1) Reife Adipozyten:

Reife lipidgeladene Adipozyten sind gegenuber mechanischem Einfluss sehr
empfindlich und werden leicht wahrend der Zellpraparation traumatisiert. Voll
ausdifferenziert, verlieren sie die Fahigkeit zur Zellteilung und kénnen daher
nicht mehr vermehrt werden. Prinzipiell ist es madglich, reife Adipozyten in
vitro zu erhalten, jedoch ist ihre Kultivierung kompliziert. Die Zellen erfahren
durch ihre Lipidladung einen Auftrieb, der einer Anhaftung am
Kulturflaschenboden entgegenwirkt. Dies erschwert einen flir die Zellen
notwendigen Nahrmediumwechsel, da die Zellen frei in diesem umbher
schwimmen (Sugihara, 1987; Tholpady, 2005). Die Kultivierung von reifen
Adipozyten ist daher beim Tissue Engineering nicht die vorherrschende
Methode zur Zellgewinnung (Beahm, 2003).

2) Praadipozytenzelllinien:

Praadipozytenzelllinien, wie z.B. 3T3-L1, sind kommerziell erhaltlich und
lassen sich leicht in vitro vermehren und differenzieren. Ihre unkomplizierte
Reproduzierbarkeit und gute Differenzierungsfahigkeit machen sie zu einer
beliebten Komponente in der Grundlagenforschung des Tissue Engineering.
Praadipozytenzelllinien sind der ideale Zelltyp, um Prinzipien in der
Fettgewebszichtung zu entwickeln (Fischbach, 2004; Beahm, 2003).
Nachteilig bei den tierischen Zelllinien sind allerdings ihr aneuploider Status
und ihr xenogenetischer Ursprung. Das heiB3t, sie haben einen vom Menschen
abweichenden Chromosomensatz und sind aus einer anderen Spezies
gewonnen, was sie flir den klinischen Nutzen am Menschen unbrauchbar
macht. Bei den humanen Zellllinien besteht der Nachteil der Allogenitat. Die
Zellen sind hier zwar von der gleichen Spezies (Mensch), aber von einem
anderen Individuum. Dies beglinstigt AbstoBungsreaktionen des Empfangers.

3) Vorlauferzellen aus humanem Fettgewebe:

Das Fettgewebe enthalt die sogenannten Vorlauferzellen, eine zellulare
Fraktion, die durch enzymatischen Verdau und Zentrifugation isoliert und
spater in Kulturflaschen proliferiert und kultiviert werden kann. Diese
Zellquelle wurde in der vorliegenden Arbeit verwendet und scheint sehr

vielversprechend fir den klinischen Nutzen.
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Zu dieser Fraktion gehdéren multipotente Stammzellen, die sich entlang
verschiedener mesenchymaler Linien differenzieren kdénnen, und unipotente
Praadipozyten, die nur zu Adipozyten ausdifferenzieren.

Die Vorlauferzellen kénnen einfach aus humanen Fettaspirationen oder
Fettresektionen in der Klinik gewonnen werden. Das Hauptproblem bei dieser
Zellguelle liegt in der AbstoBungsreaktion des Empfangers, wenn die Spende
von einer anderen Person stammt (Weiser, 2005).

4)Mesenchymale Stammzellen aus Knochenmark:

Mesenchymale Stammzellen (MSC) kdénnen aus Knochenmarksaspiraten
gewonnen werden. Durch adipogene Stimulierung differenzieren diese Zellen
zu Adipozyten aus. Es wird diskutiert, dass MSCs in allogenen
Transplantationen nicht immunogen sind (Baksh, 2004), jedoch ist ihre
Gewinnung, im Vergleich zu der der Vorlauferzellen, fir den Spender
unangenehmer und nur in kleineren Mengen verfliigbar (Weiser, 2005).

5)Embryonale Stammzellen:

Embryonale Stammzellen wurden bis heute noch nicht flir Tissue Engineering
von Fettgewebe verwendet, sie missen jedoch als mdgliche Zellquelle fiir die
Zukunft genannt werden. Aus ethischen Grinden und rechtlichen
Beschrankungen ist die Anwendung und Verflgbarkeit humaner embryonaler
Stammzellen bisher limitiert. Ihr groBer Vorteil liegt in ihrem fast
grenzenlosem Proliferationspotential und ihrer Fahigkeit, in eine Vielzahl von

verschiedenen Zellen zu differenzieren (Weiser, 2005).

b) Schaffung eines dreidimensionalen Gewebsverbundes

Um gezilichtete Zellen in einen zusammenhangenden, dreidimensionalen
Gewebsverbund zu bringen, ist ein Gerlst erforderlich, welches das Gewebe in
einer bestimmten Form und GréBe stabilisiert.

Dieses Gerlist muss biokompatibel sein, seine chemische Zusammensetzung
und die Oberflachenstruktur sollten eine gute Zellanlagerung und
Differenzierung erlauben und die biologische Funktion der Zellen sollte nicht
behindert werden. Eine weitere Anforderung an den Trager betrifft die
Mikroarchitektur. Eine hohe Porositat und Interkonnektivitdt ermdglichen eine
gleichmaBige Verteilung der Zellen, das Einwachsen von Kapillaren und eine

ausreichende Nahrstoffversorgung. Wahrend ihrer Reifung erreichen
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Adipozyten durch eine zunehmende Lipidspeicherung einen Durchmesser von
Uber 100 pm. Die PorengroBe des Konstrukts sollte daher eine volle
Ausdifferenzierung der Adipozyten erlauben.

Als synthetische Materialien eignen sich absorbierbare Polymere, wie
Polylaktatsaure (PLA) oder Polyglycolsaure (PGA). Ihr Nachteil liegt in sauren
Abscheidungsprodukten, welche die Zellfunktion beeinflussen kénnen (Weiser,
2005).

Mit semisynthetischen und natirlichen Materialien wird versucht das naturliche
Umfeld von Fettzellen nachzuempfinden. Dies geschieht unter Verwendung
von Komponenten der extrazelluldren Matrix (ECM) von Fettgewebe, wie z.B.
Kollagen. Aber auch Bestandteile der ECM anderer Gewebe, wie z.B.
Fibrinkleber oder Hyaluronsaureester, sind eine Mdglichkeit. Sie besitzen eine
geringe Toxizitat und, unter Verwendung von autologem Material, eine gering
inflammatorische Reaktion.

Kollagen wurde in Versuchen als Gel oder pordser Schwamm, hergestellt durch
Gefriertrocknung, verwendet (v. Heimburg, 2001). Es wurde beobachtet, dass
es die Umwandlung von Vorlauferzellen in Adipozyten verbessert (Ibrahimi,
2003). Der Nachteil des Kollagens ist jedoch seine potenzielle Immunogenitat
und der relativ hohe Preis.

Fibrinkleber fand des Ofteren Anwendung im Tissue Engineering von Fett (Cho,
2005, Schoeller, 2001). Es kann aus autologem Blut gewonnen werden. Da
Fibrin in vivo schnell durch Proteasen zersetzt wird, koénnen
Proteaseinhibitoren zugesetzt werden, um die Verweildauer zu erhdhen
(Meinhart, 1999).

Hyaluronsaure ist hochléslich und wird daher in vivo sehr schnell resorbiert.
Erst die Veresterung fiuhrt zu unldslichen Polymeren, die als Zelltrager
fungieren kdnnen. Ein groBer Vorteil hyaluronsdaurebasierender Geriste kénnte
die Steigerung der Angiogenese in vivo sein, welche durch die Abbauprodukte
der Saure entsteht (West, 1989).

In der vorliegenden Arbeit wurden speziell angefertigte Polyurethanschaume
kombiniert mit einem Fibrinkleber als Trager verwendet. Der Schaum zeichnet
sich durch eine besonders gute Offenporigkeit aus. Das heiBt, dass sowohl die
Poren zur Oberflache hin geéffnet, als auch die Poren untereinander

verbunden sind. So kann zwischen den Poren ein freier Austausch von Gasen
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und Flissigkeiten erfolgen und die Zellen kénnen sich optimal entwickeln. Der
Fibrinkleber ist ein Zweikomponenetensystem aus Plasmaproteinfraktion und
Thrombinkomponente. Die Zellen lassen sich in diesem Gel homogen verteilen
und in die Polyurethanscaffolds applizieren. Uber die Thrombinkomponenete
lasst sich die Verfestigungsdauer des Gels einstellen. Diese Kombination aus
einem grobporigen Polymergerist und einem Gelsystem erflllt alle anfangs

erwahnten Anforderungen und ist flr das Tissue Engineering hdchst geeignet.

2.3. Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit mit dem Titel ,Tissue Engineering - Kultivierung
humaner Praadipozyten zur Beimpfung dreidimensionaler
Polyurethankonstrukte™ soll ein Standard zur Isolation und Kultivierung von
Praadipozyten in vitro geschaffen werden. Hierzu wurden verschiedene

Aspekte des Tissue Engineering von Fettgewebe untersucht:

- Die Etablierung und Optimierung der Isolation humaner Praadipozyten
durch Variation der Denaturierungszeit, durch Verwendung einer Erylyse
und dem MiniMACS™ System;

- Die Optimierung der Zellkulturbedingungen flir Praadipozyten in vitro
durch Variation geeigneter Kulturmedien;

- Die Techniken der Beimpfung dreidimensionaler Polyurethankonstrukte

mit Préaadipozyten und deren Kultivierung in vitro.

Diese  Untersuchungen dienen in Zukunft der Schaffung eines

dreidimensionalen Gewebsverbundes auf der Basis humaner Praadipozyten.
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3. Material und Methoden
Alle Arbeiten wurden in Steriltechnik an einer Reinraumwerkbank durchgeflhrt.

Die Zellkulturen wurden im Brutschrank bei 379 C und 5% CO, inkubiert.

Reagenzien +Materialien:

DMEM/Ham s F12 (Dulbecco’s Modified Eagle's Medium nutrient mixture
F12 Ham, FA Sigma, D8437, 500 ml)

PBS Dulbecco (FA Biochrom AG, L1825, 500ml)

BSA (Bovines Serum Albumin, FA Sigma, A9418, 509g)

Collagenase NB4 Standard Grade (FA Serva, 17454, 19)
Collagenase-Puffer (hausinterne Apotheke Klinikum Rechts der Isar: Hepes
(FA Merck, 1.10110) 47,6g, NaCl Ph.Eur. 14,0g, KCl Ph.Eur. 7,2g, CaCl2-
Dihydrat 0,3g, Glukose-Monohydrat Ph.Eur. 1,98g, Aqua dest. ad 2000ml)
Erylysepuffer (Tris 17 mM, NH4Cl 16 mM in Aqua bidest.,hausinterne
Apotheke des Klinikum Rechts der Isar, 500 ml)

PBS Dulbecco (FA Biochrom AG, L1825, 500ml)

Trypsin/EDTA Lsg. (FA Biochrom AG, L2143, 100 ml)

Trypanblau Lsg. 0,4% (FA Sigma, T1854, 100 ml)

a-MEM (Minimum Essential Medium , FA Sigma, M8042, 500 ml)

DMEM (Dulbecco 's modified eagle "s medium, FA Sigma, D5796, 500 ml)
Insulin (FA Sigma, 19278, 5 ml)

Anti-Anti (Antibiotic/Antimycotic, FA Gibco, 15240.062, 100 ml)
Apo-Transferrin (Fa Sigma, T1428, 100 mg)

Biotin (Vit.H, FA Serva, 15060.02, 500 mg)

D-Pantothensaure (FA Sigma, P5155, 100 g)

L-Glutamin (FA Gibco, 25030-024, 100 ml)

FKS (Fétales Kalberserum, FA Gibco, 10270-106, 500 ml)

Cortisol (FA Sigma, H0888, 1 g)

IBMX (3-isobutyl-1-methylxanthin, FA Sigma, 15879, 250 mg)
Trijodothyronin (FA Sigma, T6397, 100 mg)

Troglitazon (FA Sigma, T2573, 5 mqg)

Endothelial Cell Growth Medium MV (FA Promocell, C22020, 500 ml)

NH AdipoDiff Medium (FA Miltenyi Biotec, 130-091-677, 100 ml)

NH Expansion Medium (FA Miltenyi Biotec, 130-091-680, 500 ml)
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MACS ™ Rinsing solution (FA Miltenyi Biotec, 130-091-222, 6x1.45 ml)
MACS BSA Stock Solution (FA Miltenyi Biotec, 130-091-376, 6x75 ml)
CD271 MicroBead Kit PE/APC (CD271(LNGFR)-APC or PE, human, Anti-
APC/PE MicroBeads, FcR Blocking Reagent, FA Miltenyi, 130-092-819/283)

NH Expansion Medium (FA Miltenyi Biotec, 130-091-680, 100 ml)

NH AdipoDiff Medium (FA Miltenyi Biotec, 130-091-677, 100 ml)
Poly(caprolacton)diol,Mn=1250 (FA Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)
Poly(caprolacton)triol, Mn=900 (FA Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)
Isophoron-Diisocyanat 98% (FA Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)
DABCO 3042 (FA Air Products, Norderstedt, Deutschland)

Dextrose (ACS reagent, FA Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)

Metylal 99,5+%0 (FA Acros, Geel, Belgien)

1,8-Diazabicycloundecene 98% (FA Acros, Geel, Belgien)

Fibrinogen (FA Sigma, F-4753, 19)

Trasylol 0,5 (FA Bayer Vital GmbH, PZN:4032037, 5x50 ml)

Thrombin (FA Baxter, PZN:3419656, 500 Units aus Tissucol Duo S1 Immuno)
Thrombinpuffer (hausinterne Apotheke Klinikum Rechts der Isar: sterile
20mM Calciumchloridlésung, 1I)

Formaldehyd(37%) (hausinterne Apotheke Klinikum Rechts der Isar, 1 1)
PBS Dulbecco (FA Biochrom AG, L1825, 500ml)

Oil-Red-0O (FA Sigma,00625, 25 g)

Isopropanol (hausinterne Apotheke Klinikum Rechts der Isar, 11)

Aqua bidest. (hausinterne Apotheke Klinikum Rechts der Isar, 5I)
Propidiumjodid (FA Sigma, P4170, 100mg)

Fluoresceindiacetatat (FA Sigma, F7378, 5 g)

Aqua dest. (hausinterne Apotheke Klinikum Rechts der Isar, 5I1)

Xylol (FA Hedinger, PZN 7475522, 1I)

Iso rein (hausinterne Apotheke Klinikum Rechts der Isar, 11)

Iso 95% (hausinterne Apotheke Klinikum Rechts der Isar, 11)

Iso 80% (hausinterne Apotheke Klinikum Rechts der Isar, 11)

Iso 70% (hausinterne Apotheke Klinikum Rechts der Isar, 11)

Aqua dest. (hausinterne Apotheke Klinikum Rechts der Isar, 5I)

Eosin 1% (wassrige Lésung 10%, hausinterne Apotheke Klinikum Rechts der
Isar, 100 ml)
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Eisessig (Essigsdaure 100%, hausinterne Apotheke Klinikum Rechts der Isar,
100 ml)

Eisenhamatoxylin nach Weigert (hausinterne Apotheke Klinikum Rechts
der Isar, 11)

Phosphorwolframsaure 1% (hausinterne Apotheke Klinikum Rechts der
Isar, 11)

Trichromlosung nach Ladewig (hausinterne Apotheke Klinikum Rechts der
Isar, 11)

Eukitt (FA O.Kindler GmbH, A 127, 100 ml)

Lichtmikroskop (FA Carl Zeiss, Jena, Deutschland)

Kontrastiermikroskop DMIL (FA Leica, Wetzlar,Deutschland)

Axio Vison Cam (FA Carl Zeiss, Jena, Deutschland)

Software Axio Vision Rel. 4.6.

Digitalkamera (FA Canon, EOS 450D)

Glastic® (FA Hycor, 87144)

3.1. Isolation der Praadipozyten

Durch mechanische Zerkleinerung und enzymatische Digestion subkutanen
Fettgewebes konnten Primarkulturen humaner Prdaadipozyten gewonnen
werden. Dies geschah in Anlehnung an ein modifiziertes Praparationsprotokoll
nach Hauner et al. (2000, Cultures of Human Adipose Precursor Cells). Die
Fettgewebsproben stammten aus verschiedenen plastischen Operationen
(Abdominoplastik, ¥ Mamma-Reduktionsplastik) von Patienten beiderlei
Geschlechts und unterschiedlicher Altersgruppen (23-65 Jahre). Eine
Einverstandniserklarung der Patienten wurde vor dem Eingriff eingeholt. Die
Dokumentation der Fettgewebsverarbeitung erfolgte mittels eines

standardisierten Protokolls.

3.1.1. Lagerung des Fettbiobsats

Das Gewebe wurde unmittelbar nach der Entnahme in ein steriles, mit
DMEM/Ham's F12 Medium befllltes Behaltnis gegeben und in das Tissue
Engineering Labor gebracht. Bis zur Verarbeitung innerhalb von 24 Stunden

wurde die Biopsie bei 8% C gekihlt.
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3.1.2. Digestion des Fettgewebe

Nach Entfernung anhaftender Haut wurde das Fettgewebe mehrmals mit PBS
gewaschen, um es oberflachlich von Erythrozyten und anderen Blutzellen zu
reinigen. In einer sterilen Petrischale wurde das Fettgewebe mit Hilfe eines
Skalpells von Bindegewebe und gréBeren BlutgefaBen befreit. Mit einer Schere
wurde das praparierte Gewebe solange zerkleinert, bis sich eine breiige
Konsistenz ergab. Die Probe wurde in ein GefaB mit vorherig bestimmtem
Leergewicht Uberfihrt. Nach der Gewichtsermittlung wurde jetzt das gleiche
Volumen an Puffer mit Kollagenase (2 mg/ml) hinzugefligt und das Gewebe
bei 37°C schuttelnd inkubiert. Das Digestat wurde alle 15-20 min durchmischt.
Die Digestionsdauer variierte in den einzelnen Versuchen zwischen 30 Minuten
und 9 Stunden. Nach Inkubation wurde die untere Phase mit einer sterilen
Pasteurpipette abgesaugt, durch ein Zellsieb (Falcon Cell Strainer, 70um
PorengréBe) in mehrere 50ml Falcons filtriert und bei 2000U/min, 10 min und
37°C zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand iber dem
entstandenen Zellpellet verworfen, das Sediment in 2 ml Aussaatmedium
(DMEM und DMEM/Ham's F12 1:1 500ml, 5 ml L- Glutamin, 500 upl
Insulin(5mg/ml), 12 ml Anti-Anti, 500 ul Apo- Transferrin (2 mg/ml, 500 ul D-
Pantothensaure (4,05 mg/ml) und 500 pl Biotin (1mM) bzw. Endothelial
Growth Medium s.u.) resuspendiert und je 1 ml in zwei P75 Kulturflasche mit

19 ml Aussaatmedium ausgesat.

3.1.3. Erylyse

Um die gewonnene Zellfraktion von roten Blutkérperchen zu befreien, wurden
einige Zellpellets nach Zentrifugation und Verwerfung des Uberstandes fiir 10
min in 20 ml Erythrozytenlyse-Puffer (Tris 17mM, NH4Cl 16 mM in Aq. bidest.)
resuspendiert und anschlieBend erneut zentrifugiert. Es folgte die
Resuspension des neuen Zellpellets in 1 ml Aussaatmedium und die
Zellzahlbestimmung mittels eines Lichtmikroskops. Dazu wurden 10 pl
Zellsuspension mit 10 pl Trypanblau-Lésung vermischt. 10 pl der Mischung
wurden in eine Zahlkammer (Glastic®, FA Hycor, 87144) pipettiert und die
Zellen unter dem Mikroskop ausgezahlt. Im Anschluss erfolgte die Aussaat der
isolierten Zellen mit einer Zelldichte von 1.0-2.0x10* Zellen/cm2 in 19 ml

Wachstumsmedium. Im Durchschnitt ergab dies wieder eine Ausbeute von
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zwei P75 Kulturflaschen, d.h. 750000-1,5 Millionen Zellen pro Flasche. Die
Isolation der Praadipozyten ist in Abbildung 3.1.-3.6. dargestellt.

Abb.3.1. Mechanisches Zerkleinern des Biopsat Abb.3.2.Digestion im Wasserbad

Abb.3.4.Zellpellet nach Zentrifugation

Abb.3.5. Aussaat in Zellkulturflasche Abb.3.6.Kultivierung im Brutschrank
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3.1.4. MiniMACS™ System

Zur Gewinnung von Adipozyten wurde auch das MiniMACS™ Separator System
verwendet. Dies geschah durch magnetische Separation humaner, adulter
Stammzellen. Als Quelle dienten subkutane Fettgewebsbiopsate (s.0.) mit
einem Mindestgewicht von 250 g. Das Gewebe wurde, wie oben in der
Praadipozytenisolierung beschrieben, prapariert und bearbeitet und zusatzlich
noch durch einen Separationssieb mit einer PorengréBe von 30 pm filtriert, um
vorhandene Zellklumpen zu entfernen. Danach wurde die Zellsuspension bei
2000 U/min, 10 min und bei 37°C zentrifugiert. Die FlUssigkeit Uber dem
entstandenen Zellpellet wurde abpipettiert und die Zellen wurden in 80 pl
Separationspuffer (Verdiinnung der MACS BSA Stock Solution mit AutoMACS™
Rinsing Solution 1:20) resuspendiert. Nun erfolgte eine indirekte magnetische
Markierung der Stammzellen, dazu wurden 10 uyl CD271 (LNGFR) Antikérper
und 10 ul FcR Blocking Reagent zur Zellsuspension gegeben, gut gemischt und
fir 10 min bei 89 C gekihlt. Der Antikdérper lagerte sich an den
Oberflachenmarker CD271 der Stammzelle an und das FcR Blocking Reagent
beugte einer unspezifischen Markierung am Fc Rezeptor vor. Dann wurden die
Zellen unter Zugabe von 1 ml Puffer gewaschen und erneut bei 2000 U/min 10
min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, das Zellpellet mit 70 pl
Puffer resuspendiert und 10 pl FcR Blocking Reagent plus 20 pl Anti-PE/APC
Micro Beads zugegeben. Die Suspension wurde gemischt und fiir 15 Minuten
bei 8°C gekuhlt. Jetzt erfolgte das eigentliche magnetische Markieren der
Stammzellen, indem sich das Anti-Immunglobulin Micro Beads an den
Antikdrper anlagerte.

Die Zellen wurden wieder mit Puffer gewaschen, zentrifugiert, anschlieBend
wurde der Uberstand abpipettiert und das Zellpellet in 500ul resuspendiert.
Nun wurde eine Saule (MS Columns) mit einem Schaft und einer mit
eisenmagnetischen Kugeln geflllten Matrix in das magnetische Feld des
MiniMACS™ Separators platziert und diese mit 500 pl Puffer gespiilt.
AnschlieBend wurde die Zellsuspension in die Saule appliziert und drei Mal mit
500 pl Puffer nachgespult. Die unmarkierte Zellfraktion und der Puffer wurden
unterhalb der Saule in einem GefaB aufgefangen und die markierten Zellen
verblieben, durch das magnetische Feld gehalten, in der Sdulenmatrix
(Abb.3.7.).
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In einer P75 Kulturflasche wurden 20 ml NH Expansion Medium vorgelegt, die
S&ule wurde aus dem magnetischen Feld des MiniMACS ™ genommen und die
markierte Zellfraktion wurde mit Puffer aus der Saule in die Kulturflasche
gespult. Ein Mediumwechsel erfolgte alle 2-3 Tage. Nach 60-70% Konfluenz
der Zellen wurde das NH AdipoDiff Medium verwendet, um eine
Differenzierung einzuleiten. Es beinhaltete DMEM, fotales Kalberserum und L-

Glutamin.

Abb.3.7. Multi Stand + Reagenzien, MiniMACS ™

3.2. Proliferation und Kultivierung der Praadipozyten

Zur Kultivierung der Praadipozyten wurde das Zellsediment nun ausgesat und
in 19 ml Aussaatmedium pro Flasche kultiviert. Nach 12 h wurde das
Kulturmedium erstmals abgesaugt und die sich am Boden anhaftende
Primarkultur (p0) 2-3 Mal mit 10 ml PBS unter vorsichtigem Schuitteln gespult.
AnschlieBend wurde die Zellkultur wieder mit 20 ml Aussaatmedium pro
Flasche versehen. Ein Mediumwechsel erfolgte jeden zweiten Tag, bis eine
Konfluenz der Zellen von mindestens 70% erreicht war. Hierauf erfolgte die
erste Zellpassage (pl). Nach dem vollstandigen Entfernen des Medium wurde
die Zellkultur mit PBS gespult. Nach dem Zusetzten von 2 ml Trypsin pro
Kulturflasche kamen diese zur Inkubation 3-5 Minuten in den Brutschrank, um
die Trypsinwirkung zu verstarken. Unter einem Kontrastiermikroskop (Leica
DMIL) konnte anschlieBend das Zusammenziehen der Praadipozyten am
Zellboden beobachtet werden. Die abgerundeten Zellen konnten durch

intermittierendes Klopfen an der Seite der Kulturflasche vom Boden geldst
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werden. Durch Zugabe von ca. 4 ml Kulturmedium wurde die Wirkung des
Trypsins gestoppt. Die resultierende Zellsuspension wurde in ein Falcon-
Rdéhrchen Uberfuhrt und bei 2000 U/min, 10 min und 37°C zentrifugiert. Das
dabei entstandene Zellpellet konnte in 1 ml Aussaatmedium resuspendiert und
die Zellzahl mittels eines Kontrastiermikroskops bestimmt werden. Dazu
wurden 10 ul Zellsuspension mit 10 pl Trypanblau-Lésung versetzt werden. 10
Ml der Zell-/Farbsuspension wurden in eine Zahlkammer (Glastic®, FA Hycor,
87144) pipettiert und die Zellen unter dem Mikroskop ausgezahlt. Blau
gefarbte, geschadigte Zellen blieben unberlcksichtigt. Im Anschluss wurden
die passagierten Zellkulturen mit einer Zelldichte von 1.0-2.0x10* Zellen/cm?2
in 19 ml Wachstumsmedium ausgesat. Im weiteren Verlauf erfolgte nach ca.
70-90%iger Konfluenz der Praadipozyten entweder eine erneute Passagierung
(p2, p3), eine Ausdifferenzierung oder eine Einbringung in Polyurethangeriste
(s.u.).

Die Praadipozyten wurden zur Optimierung der Kulturbedingungen in
verschiedenen Zellkulturmedien kultiviert:

1) Als Basalmedium wurde eine 1:1 Mischung aus DMEM und DMEM/Ham s
F12 verwendet. Dieses Grundmedium diente unter anderem als
Transportlésung flir die Fettgewebsprobe aus dem OP und zur
voriibergehenden Lagerung des Fettgewebes bis zur Verarbeitung. Zu 500 ml
Basalmedium wurden 5 ml L- Glutamin, 500 ul Insulin(5mg/ml), 12 ml Anti-
Anti, 500 ul Apo- Transferrin(2 mg/ml), 500 pl D-Pantothensaure(4,05 mg/ml)
und 500 pl Biotin(1lmM) hinzugefiigt (Bezeichnung im Folgenden als
Basalmedium 1 (BM1)).

Um eine optimale Zellproliferation zu gewahrleisten, wurde dem Basalmedium
1 10% FKS zugefligt und dieses dann als Aussaatmedium bzw.
Wachstumsmedium verwendet.

2) Unter anderem wurde das Endothelial Cell Growth Medium MV
(Bezeichnung im Folgenden als Basalmedium 2 (BM2))der Firma Promocell
verwendet. Die in diesem Medium beinhalteten Wachstumsfaktoren sollten die

Zellproliferation erhéhen und beschleunigen.
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3.3. Differenzierung der Praadipozyten

Nach ausreichender Proliferation wurden die Prdaadipozyten zu reifen
Adipozyten ausdifferenziert.

Zur Induktion der Adipogenese wurden zwei verschiedene Medien getestet:

1) Zur Ausdifferenzierung der Zellen in der Kulturflasche wurden dem
Basalmedium 1 (s.0.) 100 nM Cortisol, 1 nM Trijodothyronin, 500 nM
Troglitazon, 1 pM Insulin und zur Induktion der Adipogenese in den ersten 2
Tagen IBMX zugeflgt.

2) Zur Optimierung der Zelldifferenzierung wurden die zu 85-95%
konfluierenden Zellen flir zwei Tage in einem Induktionsmedium (a-MEM, 5%
FKS, 12 ml Anti-Anti, 1 pM Insulin, 0,1 pM Cortisol, 0,5 mM IBMX, 60 uM
Indomethacin) kultiviert, um die Adipogenese anzuregen. Die weitere
Entwicklung erfolgte in einem Differenzierungsmedium (a-MEM, 5% FKS, 1 uM
Insulin).

Die Versuchsreihenfolge bezliglich des Einsatzes der Medien ist in Abbildung

3.8. nochmals dargestellt.

BM1(Basalmedium 1) BM2(Basalmedium 2)

DMEM/Ham’s F12 Endothelial Cell Growth Medium

L-Glutamin, Insulin,Biotin Mv

Apo-Transferrin Endothelial Cell Growth

D-Pantothensaure Supplement Mix(FKS

Fetales Kalberserum(FKS) 2%,Epidermal Growth

AA(Antibiotikum-Antimykotikum) Factor,Heparin,Hydrocortison)
AA(Antibiotikum-Antimykotikum)

\/

Induktionsmedium

BM1 Minimum Essential Medium
Cortisol, Trijodthyronin, Eagle

Troglitazon,Insulin plus (a-MEM)
IBMX(3-isobutyl-1- FKS,Insuliun,Hydrocortison,
methylxanthin) Indomethacin,IBMX,AA

Differenzierungsmedium

BM1 Minimum Essential Medium
Cortisol, Trijodthyronin, Eagle
Troglitazon,Insulin (aMEM)

FKS,Insuliun,AA

Abb.3.8.Darstellung der Versuchsreihenfolge zur Kultivierung isolierter
Praadipozyten
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3.4. Generierung eines dreidimensionalen Fettgewebsverbundes

3.4.1. Polyurethankonstrukte

Als Zelltrager dienten Polyurethanschdaume von der Firma Polymaterials AG,
87600 Kaufbeuren. Zur Herstellung wurden 5 g Poly(caprolacton)diol, 4 g
Poly(capro)triol, 90 uL DABCO 3042, 0,2 g Dextrose, 1 g Methylal und 80 pL
Diazabicycloundecene vermischt und in eine Kammer einer
Zweikammerpumpe Uberfihrt. Die zweite Kammer war mit einer Mischung aus
2,15 g Isophoron-Diisocyanat und 0,5 g Methylal beflllt. Nach Erwarmung der
Kammern auf 37°C konnten beide Komponenten langsam in eine auf 67°C
vorgewarmte Form injiziert werden. Der Schaum wurde zwei Stunden bei 67°C
ausgehartet und zur Entfernung an der Oberflache anhaftende Substanzen,
wie zum Beispiel DABCO 3042, eine Stunde in heiBem, destilliertem Wasser
ausgekocht. Danach erfolgte liber 24 Stunden eine Trocknung der Konstrukte
im Vakuum. Das Resultat ist ein offenporiger Schaum mit einem Durchmesser
von circa 200um.

Der Polyurethanschaum wurde flir die Versuche in kleine rundliche, 2mm dicke
Scheiben mit einem Durchmesser von 5 mm gestanzt (Abb.3.9. und 3.10.).
AnschlieBend wurden sie mit Ethanol 70% befeuchtet, in PBS gewaschen und
schlieBlich bei 121 °C, 20 Minuten, bei 2150 mbar sterilisiert.

Abb.3.9. Polyurethankonstrukt,5mm Durch- Abb.3.10. Polyurethankonstrukt,2mm Breite

messer

3.4.2. Zellkleberherstellung
Um die Zellen dauerhaft dreidimensional in einem Polyurethankonstrukt zu
halten, wurde ein Zellkleber hergestellt. In Vorversuchen der Arbeitsgruppe

»~Tissue Engineering" Klinikum Rechts der Isar wurde die Zellkleberherstellung
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in der Vergangenheit optimiert. Als biochemische Grundlage diente
konzentriertes Fibrinogen als Kleberproteinldsung und eine Thrombinldsung
mit verschiedenen Stabilisatoren (Faktor 1V, Faktor VIII, und der
Fibrinolyseinhibitor Aprotinin). Aus einem Fibrin-Chondrozyten-Gemisch waren
initial kleine Quader hergestellt worden, die fur Untersuchungen zur Stabilitat,
Formbestandigkeit, Degradation und Resorption verwendet wurden. Die
daraus erworbenen Erkenntnisse dienten der Optimierung der Verdiinnung der
Einzelkomponenten und der eingesetzten Ausgangszellzahl. Das optimierte
Ergebnis wurde in dieser Arbeit verwendet: 5g Fibrinogen wurden hierflir bei
Raumtemperatur in 50 ml Trasylol und 1ml Thrombin in 100 ml
Thrombinpuffer geldst. Beide Komponeneten wurden jeweils in Aliquots zu 1-2
ml abgeflllt und bei -20°C im Gefrierschrank gelagert. Kurz vor Verarbeitung
konnte die bendtigte Menge an Thrombin und Fibrin bei Raumtemperatur
aufgetaut werden. Eine Mischung der Komponenten im Verhaltnis 1:1 ergab

nach einigen Minuten eine auspolymerisierte Fibrin-Thrombin-Matrix.

3.4.3. Kultivierung von mit Praadipozyten beimpfter Polyurethankonstrukte in
vitro

Ein vorbereitetes Polyurethankonstrukt wurde mit 1 Million Zellen besiedelt.
Dazu wurde das Medium aus einer Kulturflasche abgezogen und um es
vollstandig zu entfernen, mit PBS nachgespllt. Es wurden 2 ml Trypsin
zugesetzt und die Kulturfasche fur 3-5 min im Brutschrank inkubiert. Unter
einem Kontrastiermikroskop (Leica DMIL) wurde das Zusammenziehen der
Praadipozyten am Zellboden beobachtet. Die abgerundeten Zellen wurden
durch intermittierendes Klopfen an der Seite der Kulturflasche vom Boden
gelést und die Wirkung des Trypsins wurde durch Zugabe von ca. 4 ml
Kulturmedium abgestoppt. Die resultierende Zellsuspension wurde in ein
Falcon-Réhrchen uberfuhrt und bei 2000 U/min, 10 min und 37°C zentrifugiert.
Das dabei entstandene Zellpellet (Abb.3.11.) wurde in 1 ml Aussaatmedium
resuspendiert (Abb.3.12.) und die Zellzahl mittels eines Kontrastiermikroskops
bestimmt. Hierfir wurden 10 pl Zellsuspension mit 10 ul Trypanblau-Ldsung
versetzt. 10 ul der Zell-/Farbsuspension wurden in eine Zahlkammer (Glastic®,
FA Hycor, 87144) pipettiert und die Zellen unter dem Mikroskop ausgezahlt
(Abb.3.13.). Blau gefarbte, geschadigte Zellen wurden nicht bericksichtigt.
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AnschlieBend wurde erneut zentrifugiert und das Uberstehende Medium
komplett entfernt. Nun erfolgte das Resuspendieren des Pellet in der
Thrombinkomponente. Ein PU Konstrukt nimmt ein Volumen von 40 pl auf,
somit kommen auf 1 Million Zellen 20 pl Thrombinlésung und 20 pl
Fibrinldésung. Nach Zugabe der Fibrinldsung wurde der Zellkleber durch
mehrmaliges Aufziehen mit der Pipette vorsichtig vermischt und 40ul wurden
langsam in ein PU Konstrukt pipettiert (Abb.3.14.). Bis zur vollstandigen
Polymerisation wurde das Konstrukt ca. 15-20 Minuten im Brutschrank
aufbewahrt und dann in eine Kulturflasche mit Nahrmedium gegeben. Durch
die Kultivierung in einem Induktionsmedium (a-MEM, 5% FKS, 12 ml Anti-Anti,
1 pM Insulin, 0,1 pM Cortisol, 0,5 mM IBMX, 60 pyM Indomethacin s.o.) fur 2
Tage sollte die Adipogenese angeregt werden. Im weiteren Verlauf befanden
sich die beimpften Konstrukte in einem Differenzierungsmedium (a-MEM, 5%
FKS, 1 punM Insulin), das die Entwicklung der Vorlauferzellen zu

siegelringformigen Adipozyten férdern sollte.

Abb.3.13.Zdhlkammer(Trypanblau+Zellen) Abb.3.14.Beimpfen der Konstrukte
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3.5. Auswertung

3.5.1. Fotodokumentation

Von allen relevanten Arbeitsschritten und Praparaten wurden Fotos mit einer
Digitalkamera, Firma Canon, EOS 450D, angefertigt. Die Aufnahmen der
Zellkulturen in der Kulturflasche und der Histoschnitte erfolgten durch ein
Mikroskop in verschiedenen VergréBerungen (10x, 20x, 40x) mit einer Axio
Vison Cam.

Die Digitalfotos wurden mittels eines Bildverarbeitungsprogrammes (Adobe
Photoshop Elements 8) lediglich in ihrer Bildqualitat (z.B. Scharfe, Kontrast,

Farbsattigung, Helligkeit etc.) verbessert.

3.5.2. Zellproliferations-Assay MTT

Die Wirkung unterschiedlicher Medien auf die Praadipozyten bezlglich der
Proliferation konnte mit diesem Test beurteilt werden. Metabolisch aktive
Zellen spalten das Salz des Tetrazoliums (MTT) in wasserunlésliches Formazan.
Dieses kann in einem speziellen Lésungsmittel gelést werden und mit einem
Multiwell Spektrophotometer quantitativ bestimmt werden.

Hierflr wurden an Tag 10 Zellen paralleler Kulturen geerntet und gezahlt. Die
Zellen wurden in je 1 ml des zu untersuchenden Mediums resuspendiert und
zu einer Dichte von 75.000 Zellen pro Milliliter verdinnt. In eine 96 wellplate
wurden je Kammer 100 pl Zellsupension (7500 Zellen) pipettiert und Uber
Nacht inkubiert. Je 3 Kammern wurden pro zu untersuchendem Medium zur
Beurteilung herrangezogen. Nach 16 Stunden Inkubation wurden jeder
Kammer 10 pl MTT(5 mg/ml) zugefigt. 3 Kammern, beflllt mit MTT und
Medium dienten als Kontrolle.

Nach einer Inkubationsperiode von 4 Stunden bei 37°C wurden 100 pyl MTT
Lésungsmittel beigemengt und lGber Nacht bei 37°C inkubiert.

Die Absorbtion wurde bei 590 nm mit einem Referenzfilter von 620 nm

gelesen.

3.5.3. Olrot-O-Férbung
Da Prédadipozyten unter dem Mikroskop eine groBe Ahnlichkeit zu Fibroblasten
oder anderen Bindegewebszellen haben, erfolgte die Differenzierung der

Praadipozyten in adulte Fettzellen und Farbung mittels Ol-Rot.
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Als Vorbereitung wurden 56 ml Formalin 37% mit 500 ml PBS verdinnt und
bei Raumtemperatur aufbewahrt. Zur Herstellung der Olrot-O- Lésung wurden
2,1 g Oil-Red-0O- Pulver in 600 ml Isopropanol Gber Nacht bei Raumtemperatur
mit dem Magnetrihrer gerihrt. Es folgte eine Filtration durch einen Faltenfilter.
Die Stammlésung wurde dann mit 450 ml Aqua bidest. verdlnnt, erneut Uber
Nacht gerihrt und bei Raumtemperatur aufbewahrt. Direkt vor Gebrauch der
Loésung wurde ein zweites Mal filtriert.

Im ersten Schritt des Farbevorgangs wurden die Zellen fixiert. Dazu wurden
dem Medium in der Kulturflasche 10%ige Formalinlésung zugefiigt und die
Zellen fir mindestens 15 Minuten im Brutschrank inkubiert. AnschlieBend
wurde das Medium vorsichtig abgesaugt und 10 ml Formalinlésung 10%
hinzugefligt. Nach Inkubation (5 Stunden bei 4°C) wurde die Formalinlésung
durch 10 ml Olrot-O- Lésung ersetzt und die Zellen fiir weitere 2 Stunden bei
40C inkubiert. Zum Entfernen der Olrot-O- Lésung aus der Kulturflasche
wurden die Zellen mehrmals mit PBS gewaschen und im Anschluss in PBS

fotografiert.

3.5.4. Lebend- Tot- Farbung mittels Fluoreszenz

Die Lebend- Tot- Farbung diente der mikroskopischen Untersuchung der in
vitro Konstrukte auf lebende Zellen und somit dem Ausschluss der Toxizitat
der Konstrukte auf die Praadipozyten.

Eine Uberprifung erfolgte nach 1, 2 und 5 Wochen Inkubation im
Nahrmedium. Die Vitalitatsbestimmung erfolgte durch eine Farbung mit
Fluoresceindiacetat und Propidiumiodid. Bei diesem Verfahren ist es maglich,
durch den gleichzeitigen Einsatz zweier Fluoreszenzfarbstoffe lebende und tote
Zellen differenziert anzuférben. Die lebenden Zellen werden durch
Fluoresceindiacetat (FDA) spezifisch dargestellt. FDA wird in die Zellen
aufgenommen und dort von Esterasen durch Hydrolyse zu Fluorescein und
Acetat aufgespalten. Fluorescein kann die intakte Zellmembran anschlieBend
nicht mehr passieren und wird in den vitalen Zellen angereichert. Unter dem
Mikroskop erscheinen diese dann unter Verwendung eines Blaufilters grin.
Tote, nekrotische Zellen wurden mit Propidiumiodid (PI) spezifisch angefarbt.

PI kann nur durch Membrandefekte in nekrotische Zellen eindringen und lagert
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sich dort an die DNA an. Die Zellkerne erscheinen somit im
Fluoreszenzmikroskop unter einem Grinfilter rot fluoreszierend.

Zur Durchflihrung der Vitalitatsbestimmung wurden 500 pl einer FDA-L6sung
(25mg/ml) und 500 pl einer PI-Lésung (1mg/ml) zusammen in einem
Becherglas mit 60 ml Aqua dest. vermischt und fiir 10 min. bei 2000 U/min.
und Raumtemperatur zentrifugiert. Nach einer Inkubationszeit von 1, 2 bzw. 5
Wochen wurden die Konstrukte aus dem Nahrmedium genommen, mit einem
Skalpell in moéglichst dinne Scheiben geschnitten und mit der Farbelésung
Ubergossen. Nach einer Einwirkzeit von 90 Sekunden in einem abgedunkelten
Raum, wurden die Konstruktteile der Lésung entnommen und unter dem
Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Zur Bilddokumentation diente eine Axio

Vision Digitalkamera mit der Software Axio Vision Rel. 4.6.

3.5.5. Doppelfarbung Hamalaun-Eosin(HE) und Trichromfarbung

Unter Anwendung der HE- und Trichrom-Farbungen wurden die in vitro
kultivierten Konstrukte beurteilt.

Die zellbeflillten Polyurethankonstrukte wurden tGber Nacht in 4%iges Formalin
eingelegt und am nachsten Tag in eine Einbettkassette gegeben. In der
Pathologie erfolgte die Entkalkung der Konstrukte. AnschlieBend wurden die
Konstrukte in Paraffin eingebettet und bis zum Schneiden mit dem Microtom
bei -20°9C gelagert. Um einen gefarbten und flr die lichtmikroskopische
Untersuchung geeigneten Schnitt zu erhalten, wurde der Paraffinblock in das
Microtom eingespannt und in ca.1lum dicke Schichten geschnitten. Es folgte
das Aufziehen auf einen Objekttrager und das Antrocknen im Warmeschrank.
Es wurden zwei verschiedene Farbemethoden gewahlt, die beide als einfache,
gut durchfiihrbare Ubersichtsfarbungen gelten. Bei der Hdmatoxylin-Eosin(HE)
Farbung farbte der basische Farbstoff Hdmatoxylin vor allem die Zellkerne, die
basophile Nukleinsauren enthalten, blau-violett an. Das Eosin farbte
Zytoplasmakomponenten und Bindegewebe rot.

In der Trichromfarbung erscheinen Zellkerne braunschwarz, das Zytoplasma
rot und Erytrozyten orangerot. Vorteil dieser Farbung ist die bessere
Darstellung von GefaBen, die vor allem flir die Kenntlichmachung der

Vaskularisierung der Konstrukte im in vivo Modell von groBer Bedeutung ist.
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Diese Farbung galt somit auch als Vorversuch.

Farbeprotokolle dargestellt:

Im Folgenden sind die

Hamalaun-Eosin(HE)-Farbung

Trichromfarbung

Xylol 5 Minuten Xylol 5 Minuten
Xylol 5 Minuten Xylol 5 Minuten
Iso rein 2 Minuten Iso rein 2 Minuten
Iso 95% 2 Minuten Iso 95% 2 Minuten
Iso 80% 2 Minuten Iso 80% 2 Minuten
Iso 70% 2 Minuten Iso 70% 2 Minuten
Aqua dest. 5 Minuten Aqua dest. 5 Minuten
Hamalaun 10 Minuten Kernfarbung mit 5 Minuten

Eisenhamatoxylin

nach Weigert
Blauen mit | 5 Minuten Spulen mit 5 Minuten
flieBen-dem flieBen-dem
Leitungswasser Leitungswasser
ca. 37°C ca. 37°C
Aqua dest. 5 Minuten
Eosin 1%+3 gtt | 3 Minuten Beizen mit 1 Minute
Eisessig 1%iger

Phosphorwolfram-

saure
Aqua dest. 5 Minuten Aqua dest. 30 Sekunden
Iso 70% 5 Sekunden Iso 70% 5 Sekunden
Iso 80% 5 Sekunden Iso 80% 5 Sekunden
Iso 95% 5 Sekunden Iso 95% 5 Sekunden
Iso rein 2 Minuten Iso rein 2 Minuten
Xylol 5 Minuten Xylol 5 Minuten
Xylol 5 Minuten Xylol 5 Minuten
Eukitt Eindecken mit Eukitt Eindecken mit

Deckglas

Deckglas
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4. Ergebnisse

4.1. Isolation der Praadipozyten

4.1.1. Zeitabhangigkeit der Biobsatverarbeitung

Das Zeitintervall zwischen Entnahme des Biopsats und Zellisolation war fir
eine erfolgreiche Zellkultur ausschlaggebend. Gewebe, das unmittelbar oder
bis ca. 6 Stunden nach Entnahme verarbeitet wurde, zeigte gegeniber
Gewebe, das Uber 24 Stunden im Kuhlschrank gelagert wurde, bessere
Ergebnisse beziglich der Quantitat vitaler Zellen. So erhielt man aus der
gleichen Menge Fettgewebe, nach Verarbeitung am gleichen Tag ca.50 %
mehr Zellen pro P75 Kulturflasche, wie nach einer Verarbeitung nach 24
Stunden (Abb. 4.1./ 4.2. und Tab. 2)

o

Abb.4.1. Préadipozyten (1 Tag Kultivierung,10x ~ Abb.4.2. Praadipozyten (1 Tag Kultivierung,10x
VergréBerung), nach sofortiger Verarbeitung VergréBerung), Verarbeitung nach 24 Stunden

Tab.2 Zeitabhangigkeit der Biobsatverarbeitung

Verarbeitung des Fettgewebes Unmittelbar nach | Nach 6 Nach 24
Operation Stunden Stunden

Fettgewebsmenge ca. 100 g ca. 100 g ca. 100 g

Zellpassage PO PO PO

Zellausbeute nach 24 Stunden
Kultivierung pro P75 996.000 891.000 567.000
Kulturflasche(Mittelwert aus je 2
Flaschen)
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4.1.2. Optimierung der Fettgewebsdigestion

Die Digestion des Fettgewebes flihrte zur Isolierung der Fettvorlauferzellen.
Dazu wurde das Biopsat mdglichst breiig zerkleinert, um eine mdéglichst groBe
Angriffsflache flr die Kollagenase zu schaffen.

Die Kollagenase léste durch ihre Enzymwirkung anschlieBend die Zellen aus
dem Gewebsverbund. Die besten Digestionsergebnisse wurden bei einer
Kollagenasekonzentration von 2mg/ml mit einer Inkubationszeit von 2-4

Stunden bei 37° C erzielt. Eine Digestionszeit unter einer 2 Stunde bzw. Uber

9 Stunden erbrachte deutlich schlechtere Kulturergebnisse bezuglich der
gewonnenen Zellzahl (Abb.4.3.-4.5. und Tab.3).

\

Abb.4.3. Praadipozyten nach % Stunde Abb.4.4.Praadipozyten nach 2 Stunden
Denaturierungszeit (10x VergroBerung) Denaturierungszeit (10x VergroRerung)

Abb.4.5. Praadipozyten nach 9 Stunden
Denaturierungszeit (10x VergroRerung)
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Tab.3 Zellausbeute in Abhangigkeit der Digestionsdauer

Digestionsdauer /2 Stunde 3 Stunden 9 Stunden

Zellzahl pro P75
Kulturflasche nach
24 Stunden
Kultivierung 380.700 729.000 81.000
(Mittelwert aus
zwei
Kulturflaschen)

4.1.3. Auswirkung der Erylyse

Ein Erylysepuffer, der wahrend der Isolation von Praadipozyten verwendete
wurde, befreite die Zellsuspension vor der Aussaat von roten Blutkérperchen.
Dadurch sollte die Adhasion unerwlnschter stromaler Zellen reduziert und das
Anhaften der Praadipozyten gefdrdert werden. Die Zellkulturen, die im Vorfeld
mit der Erylyse behandelt wurden zeigten jedoch im Versgleich zu den
Zellkulturen ohne verwendete Erylyse keine erhdhte Adhasionsfahigkeit am
Kulturflaschenboden. Nach dem ersten Mediumwechsel konnten auch die
Zellkulturen ohne Erylyse nach mehrmaligem Waschen von den stdérenden
Erythrozyten befreit werden. Zur Beurteilung wurden die Zellkulturen jeweils
nach dem ersten Mediumwechsel unter dem Lichtmikroskop betrachtet.

Abb.4.6.Priadipozyten(24 Stunden Kultivierung)mit ~ Abb.4.7.Préadipozyten(24 Stunden Kultivierung)
Erylyse(10xVergréBerung) ohne Erylyse(10xVergroBerung)

4.1.4. MiniMACS™ System
Durch das MiniMACS™ System der FA Miltenyi konnten Stammzellen aus
Fettgewebe isoliert und kultiviert werden. Nach 2 Wochen erreichten die Zellen

eine nahezu 70 % Konfluenz (Abb. 4.9.) Durch Zugabe eines spezifischen,
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adipogenem Differenzierungsmedium entwickelten sich die Zellen zu
Adipozyten (Abb.4.8.).

k ]
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Abb.4.8.7u Adipozyten differenzierte 7 Abb.4.9.Isolierte Vorlduferzellen nach 2 Wochen
Vorlduferzellen (20x VergréBerung) Kultivierung (20x VergréBerung)

4.2. Proliferation und Kultivierung der Praadipozyten

Zur  Optimierung der  Zellkulturbedingungen  wurden  verschiedene
Kulturmedien untersucht. Dabei sollte aus einer méglichst geringen Menge an
Fettgewebe eine quantitativ méglichst groBe Ausbeute an Fettvorlauferzellen
erzielt werden.

1) Um die Proliferation der Zellen anzuregen, wurde dem Basalmedium 1
(s.0.3.2.) 10% FKS zugefligt. Nach einwdchiger Kultivierung wiesen die Zellen
eine maBige Proliferationrate auf. Auch nach zwei Wochen blieb die
gewiinschte Konfluenz von 95% der Zellen aus (Abb. 4.10.- 4.13.).

Abb.4.10.Praadipozyten (1Woche Kultivierung, Abb.4.11.Praadipozyten (1 Woche Kultivierung,
40x VergroBerung) 20x VergroBerung)
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Abb.4.12.Praadipozyten (1Woche Kultivierung, Abb.4.13.Praadipozyten (2 Wochen Kultivierung,
10x VergréBerung) 10x VergréBerung)

2) Die besten Ergebnisse bezliglich Proliferationsgeschwindigkeit ergab die
Kultivierung der Zellen in Endothelial Cell (E.C.)Growth Medium MV (s.0.3.2.).
Die Zellkultur wies eine Woche nach der Isolierung eine nahezu 95%tige
Konfluenz auf. Nach Passagierung und erneuter Aussaat erreichte die P1
Zellkultur nach zwei Tagen erneut einen gleichmaBigen Zellrasen
(Abb.4.14/4.15).

Abb.4.14.Praadipozyten PO (1 Woche Abb.4.15.Praadipozyten P1 (2 Tage Kultivierung
Kultivierung mit E.C.Growth Medium) mit E.C.Growth Medium, 10x VergréBerung)

Die Ergebnisse des Zellproliferations Assay MTT zeigten die gleiche Tendenz.

Die Proliferationsrate der Zellen im Basalmedium 2 lag deutlich héher als im

Basalmedium 1 (Diagramm 1).
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Zellkulturen in den verschiedenen Medien

Diagramm 1.Zellkulturen in BM2 (Mitte) zeigten eine hdhere Proliferationsrate als Zellkulturen
in BM1 (links)

4.3. Differenzierung der Praadipozyten

Zur Umwandlung der Fettvorlauferzellen in Adipozyten wurden folgende
Medien beurteilt:

1) Das Basalmedium 1 mit den Zusatzen 100 nM Cortisol, 1 nM
Trijodothyronin, 500 nM Troglitazon, 1 uM Insulin und 500 uM IBMX induzierte
die Adipogenese (Abb.4.16.). Die Proliferation wurde gestoppt und die
Differenzierung eingeleitet. In den nachsten 3-5 Tagen entwickelten sich erste
Fetttropfchen in der Zelle. Nach 14-28 Tagen waren die multivakuolaren
Adipozyten komplett mit Lipidtropfchen geflllt und und wandelten sich zu
univakuolaren Fettzellen um (Abb.4.18.). Diese maturen Fettzellen lieBen sich
in den Standard-Plastik-Kulturflaschen nicht erhalten, da sie sich durch starke
Abrundung und geringe Dichte vom Kulturflaschenboden lésten und beim
Mediumwechsel verloren gingen.

2)Die Induktion und Differenzierung der Fettzellen mit dem Induktionsmedium
a-MEM, 5% FKS,12 ml Anti-Anti,1 uM Insulin,0,1 pM Cortisol, 0,5 mM IBMX,60
MM Indomethacin und dem Differenzierungsmedium a-MEM,5% FKS , 1 uM
Insulin fihrte zu annahernd gleichen Ergebnissen (Abb.4.17. und 4.19.). Auch
hier wurde die Entwicklung der ersten Fetttropfchen zu multivakuolaren
Adipozyten und schlieBlich zur univakuoldaren Fettzelle unter dem Mikroskop
beobachtet.
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Abb.4.16. Adipozyten 1 Woche nach Induktion Ab.4.17.Ad|poz 1 Woh nach Induktion
mit Basalmedium 1 +Zusatze(20x VergréBerung) mit a-MEM (20x VergréBerung)

Abb.4.18.Adipozyten nach 10 Tagen Differen- Abb..19.Adipozten nach 10 Tagn
zierung mit Basalmedium 1 (40xVergr6Berung) Differenzierung mit a-MEM(40x VergroBerung)

Durch die Olrot-O-Férbung konnte bewiesen werden, dass es sich bei den
generierten Zellen um Fettzellen handelte. Die in der Zellkultur vorhandenen
Lipide farbten sich rot und die Umwandlung von der spindelférmigen
Vorlduferzelle zur multivakuoldren Fettzelle und schlieBlich zum univakuolaren
Adipozyten war durch die Farbung in der Kulturflasche gut nachzuvollziehen
(Abb.4.20.-4.23.).

Bt b o P PRy e
Abb.4.20.Adipozyten (10 Tage Kultivierung mit Abb.4.21.Adipozyten (21 Tage Kultivierung mit
Differenzierungsmedium, 20x VergréBerung) Differenzierungsmedium, 10x VergroBerung)

36



4 .Ergebnisse
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Abb.4.22.Adipozyten (26 Tage Kultivierung mit Abb.4.23. Adipozyten (26 Tage Kultivierung mit
Differenzierungsmedium, 20x VergroBerung) Differenzierungsmedium, 40x VergroBerung)

4.4. Generierung eines dreidimensionalen Fettgewebsverbundes

4.4.1. Polyurethankonstrukte

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe ,Tissue Engineering" Klinikum
Rechts der Isar entwickelte die Firma Polymaterials AG, 87600 Kaufbeuren im
Vorfeld einen Polyurethanschaum, der als Zelltréager im Bereich des Tissue
Engineering geeignet schien. Der Schaum bietet eine 90%ige Porositat mit
zur Oberflache offenen und untereinander verbundenen Poren. Diese
Voraussetzungen sind optimal fir die Nahrung und somit flr die Entwicklung
der Zellen. In Vorversuchen zeigte sich eine gute Vertraglichkeit des
Schaumes mit Chondrozyten. Diese erfolgreichen Ergebnisse lieBen sich in der
Arbeit mit Fettzellen weiterfihren. Die Lebend-Tot-Farbung (s.u.4.4.2.) bewies,
dass auch der Polyurethanschaum mit Fettzellen vertraglich ist. Durch die
Interkonnektivitdt der Poren war ein gleichmaBiges Einbringen der

Zellsuspension mdglich.

4.4.2. Kultivierung von mit Praadipozyten beimpfter Polyurethankonstrukte in
vitro

1) Lebend-Tot-Farbung mittels Fluoreszenz

Mit der Lebend-/Totfarbung sollte die prinzipielle Vertraglichkeit der Zellen mit
den Tragersubstanzen nachgewiesen werden.

Bei der mikroskopischen Untersuchung der zellenthaltenden
Polyurethankonstrukte mittels der Fluoreszenzfarbstoffen Propidiumjodid (PI)
und Fluoresceindiacetat (FDA) farbten sich die toten Zellen unter dem
Grunfilter rot und die vitalen Zellen unter dem Blaufilter grin. Alle
untersuchten Konstrukte wiesen nach 1, 2 und 5 Wochen (Abb.4.24.-4.26.)

37



4 .Ergebnisse

Inkubation vitale Zellen auf. Eine Toxizitdt des Polyurethanschaums auf die

Fettzellen konnte somit ausgeschlossen werden.

..

Abb.4.24.Polyurethankonstrukt mit Abb.4.25. Polyurethankonstrukt mit
Praadipozyten (1 Woche Inkubation) Praadipozyten (2 Wochen Inkubation)

Abb.4.26. Polyurethankonstrukt mit
Praadipozyten (5 Wochen Inkubation)

2) HE-Farbung und Trichrom-Farbung

Durch die HE- und Trichrom- Farbung konnte gezeigt werden, wie sich die
Praadipozyten im Polyurethankonstrukt zu Adipozyten entwickeln. Die
Scaffolds befanden sich vor der Verarbeitung zu Paraffinschnitten zwei Tage in
einem Induktionsmedium und im weiteren Verlauf unterschiedlich lange in
einem Differenzierungsmedium. Wahrend der Farbung wurde eine Alkoholreihe
eingesetzt, die den Lipidanteil der Zellen aus den Schnitten herausldste. Es
entstanden Lakunen mit blau gefarbten Zellkernen in der HE Farbung und
braun-schwarzen Zellkernen in der Trichrom-Farbung. Das Fibrin-Thrombin-
Gemisch bettete die Zellen ein und stellte sich im Schnitt blassrosa dar. Das
Negativ entsprach somit der Fettzelle. Beurteilt wurden je drei Schnitte eines
Konstruktes nach zwei Tagen bzw. ein und funf Wochen Kultivierungsdauer.

Dies erfolgte visuell unter einem Lichtmikroskop. Nach zwei Tagen Kultivierung
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im Differenzierungsmedium lieB sich noch deutlich die Fibroblastenform der

Praadipozyten erkennen. Vereinzelt kam es schon zur Lakunenbildung(Abb.

4.28.). Nach 1 und 5 Wochen war die typische Siegelringform der Adipozyten
ausgebildet (Abb.4.27/4.29/4.30.).

Abb.4.28.Konstrukt nach 2 Tagen Kultivierung(HE)
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Abb.4.29. Konstrukt nach 1 Woche Kultivierung(Trichrom)

Abb.4.30.Konstrukt nach 5 Woche Kultivierung(Trichrom)
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5. Diskussion

Beim Weichteil-Tissue Engineering sollen klein- und groBflachige
Gewebsdefekte durch den Einsatz moderner, gewebstechnologischer Verfahren
ersetzt werden. Mit den gegenwartig zur Verfligung stehenden Methoden zur
Herstellung von artifiziellem Gewebe kénnen ausschlieBlich kleine
Fettvolumina generiert werden. Aktuell ist es noch nicht mdéglich gréBere
Weichteildefekte mit ausreichend groBen, gezichteten
Fettgewebstransplantaten zu decken (Weiser, 2005).

Die Forschungsschwerpunkte bei dieser Arbeit liegen daher in der Isolation
von gewebsspezifischen, humanen Vorlauferzellen, der Optimierung von
Zellkulturbedingungen und der Einbringung der Zellen in eine geeignete
Biomatrix.

5.1. Optimierung der Zellkulturbedingungen

5.1.1. Praadipozyten-Isolation

Um ein geeignetes Gewebe fiir das Weichteil-Tissue Engineering zu schaffen,
sollten die verwendeten Fettgewebszellen bestimmte Kriterien erflllen: Sie
sollten autolog oder nicht immunogen sein, in ausreichender Menge vorhanden
sein und in vitro vermehrt werden koénnen. Das Potential der Zellen zur
Ausdifferenzierung in Adipozyten darf dabei nicht verlorengehen. Im Vergleich
zu friheren Studien, in denen erfolgreich Fettgewebe aus murinen
Praadipozytenzelllinien, wie zum Beispiel 3T3-L1 (Weiser, 2008), gewonnen
wurde, basierte das generierte Gewebe dieser Arbeit auf humanen
Praadipozyten. Diese brachten die Fahigkeit der in vitro Kultivierung mit sich
und so konnten ausreichend viele Zellen flr die Beflillung von Konstrukten
gewonnen werden. Die humanen Praadipozyten lieBen sich mit geigneten
Medien erfolgreich zu reifen Adipozyten ausdifferenzieren. Gegen eine
Verwendung von maturen humanen Adipozyten sprach die extreme
Empfindlichkeit und leichte Traumatisierung der Zellen wahrend der
Praparation. AuBerdem haften die lipidgeladenen Zellen nicht am
Kulturflaschenboden und erschweren so die in vitro Kultivierung (Sugihara,
1987; Tholpady, 2005).

Fir die hier beschriebenen Praadipozytengewinnung wurde ausschlieBlich
durch Exzision gewonnenes Fettgewebe (Abdominoplastik oder

Brustreduktion) verwendet. Aspirationslipektomien wurden ausgespart, da
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eine starkere Traumatisierung der Zellen durch Verwendung kleinlumiger
Aspirationskanlilen, von Lokalanasthetika und hypotoner Ldsungen
beschrieben wurde (Lalikos, 1997; Moore, 1995). Durch Optimierung der
Verfahrenstechnik konnte die Zellzahl der isolierten Praadipozyten erhdht
werden. Der zu beobachtende negative Einfluss eines langeren Zeitintervalls
zwischen Entnahme des Biopsats und Zellisolation war auf eine verlangerte
Ischamiezeit zurickzufihren. Durch die Hypoxie im Gewebe starben die Zellen
ab und der Zellertrag minimierte sich. Die Verarbeitung des Biopsats innerhalb
von 6 Stunden war somit der erste Schritt flir eine quantitativ erfolgreiche
Zellkultur. Die mechanisch, breiige Gewebsdissoziation flhrte zu einer
OberflachenvergréBerung des Fettgewebes und erhéhte die Enzymwirkung der
Kollagenase. @ Die besten Digestionsergebnisse = wurden bei einer
Kollagenasekonzentration von 2 mg/ml bei einer Inkubationszeit von 2-4
Stunden bei 37°C erzielt. Ein Gewebsverdau unter einer halben Stunde l6ste
weniger Zellen aus dem Verbund und eine Digestionsdauer Gber neun Stunden
schien die Zellen ernsthaft zu schadigen, so dass die Zellausbeute eher gering
ausfiel.

Eine verbesserte Proliferation und Adhasion der Zellen am Kulturflaschenboden
durch Verwendung einer Erylyse konnte in dieser Arbeit nicht beobachtet
werden.

Die Vorlauferzellen lieBen sich in vitro mit spezifischen Medien zu reifen
Adipozyten ausdifferenzieren. Die lipidbeladenen adulten Adipozyten konnten
durch die Olrot-O-Farbung dargestellt werden.

Ein weiterer Ansatz der Zellisolation war die Gewinnung von Stammzellen
(adipose-derived stem  cells-ADSCs) aus  Fettgewebsproben unter
Zuhilfenahme des MiniMACS™ Systems, mit dem Ziel eine besonders reine
Zelllinie zu schaffen in der alle Zellen das gleiche Entwicklungsstadium haben.
ADSCs besitzen ein multipotentes Differenzierungspotential (Zuk, 2002) und
kdnnen unter Zugabe verschiedener Differenzierungsmedien (hier NH
AdipoDiff Medium) in unterschiedliche Zelllinien, z.B. Adipozyten,
Chondrozyten oder Osteozyten differenzieren. Die Verwendung des
MiniMACS™ Systems war zu diesem Zeitpunkt gegeniiber der (Ublichen
Zellisolation mit einem hdheren Zeitaufwand verbunden. AuBerdem mussten

mindestens 250 Gramm Ausgangsgewebe flr die Isolierung zur Verfligung
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stehen. Auf diese Weise wurden zwar ADSCs gewonnen, jedoch gingen die flur
uns wertvollen Praadipozyten bei dieser Art der Isolierung verloren.
Quantitativ brachte das MiniMACS ™ System beziiglich der Zellverproliferation

also keinen Vorteil.

5.1.2. Mediumoptimierung

Die Kultivierung humaner Praadipozyten erfolgte anfangs nach einem Protokoll
von Hauner (2000). Die verwendeten Grundmedien waren Dulbecco’s
modified Eagle’s Medium (DMEM) und Ham s F 12 Medium. Dabei wurde das
Medium durch verschiedene Zusatze je nach Bedarf zu einem Aussaat,
Induktions- oder Differenzierungsmedium modifiziert. Das Aussaat- bzw.
Wachstumsmedium beinhaltete zu 10% fdtales Kalberserum. Dadurch wurden
die Zelladhasion, die Ausbreitung und die Vermehrung der Zellen geférdert. Je
langer serumhaltiges Medium verwendet wurde, desto gréBer war die
mitogene Aktivitat der Zelle und die Zellausbeute stieg. Jedoch verliert die
Zelle durch die Zugabe des Serums Uber einen langeren Zeitraum immer mehr
ihr Differenzierungspotential (Hauner, 2000). Daher wurde eine mdglichst
kurze Proliferationszeit mit maximaler Zellausbeute angestrebt. Dieses in der
eigenen Studie als ,Basalmedium 1" aufgefihrte Medium wird haufig in der
einschlagigen Literatur zur Kultivierung von Praadipozyten verwendet (Hauner,
2000; Halbleib, 2003). Da dieses Medium in unseren Versuchen jedoch weit
hinter den gewlnschten Ergebnissen zuricklag, wurde das Endothelial Cell
Growth Medium getestet. Dieses flihrte zu einem deutlichen Anstieg der
Zellproliferationsrate bei erhaltener Differenzierungsfahigkeit der Zellen. Der
mitogene Effekt beruhte womaéglich zum groBen Teil auf der Substitution von
EGF (Epidermal Growth Factor). Dieser Faktor wurde schon in friheren
Studien erfolgreich zur Proliferationserhéhung eingesetzt (Heimburg, 2000).
Um die Adipozytendifferenzierung anzuregen und die Proliferation zu stoppen,
wurde ein serumfreies Basalmedium 1 verwendet und verschieden Hormone,
wie Cortisol, Trijodothyronin, Troglitazon, Insulin und zur Induktion der
Adipogenese in den ersten 2 Tagen IBMX (3-isobutyl-1-methylxanthin)
hinzugefiigt. IBMX |6ste eine Genexpression aus, die fur die
Fettzelldifferenzierung noétig ist. Die Verwendung dieser Reagenzien gilt als

Standard zur Einleitung der Differenzierung und wurde mit Erfolg in mehreren
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Studien eingesetzt (Hauner, 2000; Fischbach, 2004; Weiser, 2008). Die
Verwendung eines Modified Eagle Medium (MEM) in der a-Modifikation als
Grundmedium brachte in dieser Arbeit bezliglich der Differenzierung keine

signifikanten Vorteile.

5.2. Dreidimensionale Tragermatrices

Um einen dreidimensionalen Gewebsverbund zu generieren, bendtigen die
Zellen ein vorgefertigtes Gerlst, das als Trager (Scaffold) dient. Zu den
Anforderungen an den Trager zdhlen neben einer guten Biokompatibilitat auch
adaquate mechanische Eigenschaften. Ein zu starrer Trager ware flr die
Deckung von Weichteildefekten nicht geeignet. Die Oberflachenstruktur und
die chemische Zusammensetzung sollen eine gute Zellanlagerung und die
Mdglichkeit zur Differenzierung erlauben. Eine hohe Porositat und
Interkonnektivitat der Poren gewahrleistet eine gleichmaBige Verteilung und
eine ausreichende Ernahrung der Zellen im Trager. Da Praadipozyten im Laufe
ihrer Entwicklung zum reifen Adipozyten einen Durchmesser von 100 pm
erreichen, ist es wichtig, einen Trager mit ausreichend groBem
Porendurchmesser zu verwenden, der die volle Differenzierung der Zellen
erlaubt.

In friheren Studien wurden synthetische, absorbierbare Polymere, wie
Polyglycolsaure oder Polylactatsaure, als Scaffold verwendet (Fischbach, 2004;
Seung-Woo, 2004). Ein Nachteil dieser Materialien sind die saurehaltigen
Abbauprodukte, welche die Zellfunktion beeinflussen kénnen.

In dieser Arbeit dienten Polyurethanschaume der Firma Polymaterials AG,
87600 Kaufbeuren als Zelltrager. Die im Durchmesser funf Millimeter breiten
und zwei Millimeter dicken Konstrukte wurden mit einem Fibrin-Thrombin-
Praadipozytengemisch beimpft. In einer Studie von 2007 beimpften Eyrich und
Kollegen diese Art von Scaffold mit Chondrozyten und erzielte dabei
zufriedenstellende Ergebnisse. Die Arbeitsgruppe ,Tissue Engineering" des
Klinikum Rechts der Isar erforschte ebenfalls im Vorfeld die Vertraglichkeit des
Polyurethanschaums mit Chondrozyten. Es zeigten sich auch hier gute
Ergebnisse. Der Trager stellte mit seiner 90%igen Porositat und mit den zur
Oberflache offenen, untereinander verbundenen Poren die optimale Grundlage

flir eine Beimpfung mit Zellen dar.
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Positive Vitalitatsfarbungen konnten in dieser Arbeit beweisen, dass der
Polyurethanschaum auch mit Fettzellen kompatibel war.
Die in vitro Kultivierung der Zellkonstrukte Uber 1-5 Wochen ergaben eine

gute Entwicklung der Praadipozyten zu lipidgeladenen Fettzellen.

5.3. Perspektiven des Weichgewebs-Tissue Engineering

Aktuelle experimentelle Studien im Bereich kulnstlich hergestellten
Fettgewebes zeigen vielversprechende Ansatze, jedoch ist die Wissenschaft
noch weit vom Ziel der Generierung einer optimalen Funktionalitat im
Gewebsverbund entfernt. Auch die Kultivierung entnommenen Gewebes
auBerhalb des Korpers ist bisher technisch nicht ausgereift. Um adaquate
Fettgewebskonstrukte zu generieren miussen die Kulturmethoden, die
spezifischen Tragermaterialien und die verwendeten Ndhrmedien verbessert
werden. Auch die Identifizierung optimaler Spender (bezlglich Alter,
Spenderstelle, Praadipozytenanteil im Fettgewebe etc.) und weiterer
Modifikation der Biomatrix unter anderem durch Einbringung angiogenetischer
und adipogener Faktoren, sind fur die Zukunft wichtige Ansatze. So kdnnte
madglicherweise z.B. durch Kopplung angiogenetischer Wachstumsfaktoren an
die Tragermatrix oder durch Substitution extrazelluldrer Matrixproteine der
erwinschte Volumeneffekt der transplantierten Praadipozyten verbessert und
stabilisiert werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit bilden die Grundlage weiterer Untersuchungen am
lebenden Organismus. Mit den hier gewonnenen Informationen zur Schaffung
optimaler Fettgewebskonstrukte wuntersucht die Arbeitsgruppe ,Tissue
Engineering®, Klinikum Rechts der Isar, aktuell die grundlegenden Fragen der
Neovaskularisation und Fettzellaugmentation am Modell der
thymusaplastischen Nacktmaus. Ziel ist es klinstlich hergestellte kleinvolumige
Konstrukte durch weitere Untersuchungen schon in naher Zukunft flir den

klinischen Bedarf verfligbar zu machen.
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6. Zusammenfassung

Die Deckung von Weichteilgewebsdefekten stellt nach wie vor eine groBe
Herausforderung in der plastischen und rekonstruktiven Chirurgie dar. Als
sinnvolle Alternative zu chirurgischen Techniken, wie z.B. die regionale oder
freie Lappenplastik, zahlt eine volumenpersistente Transplantation autologer
Praadipozyten. Die klassischen Komponenten des Tissue Engineering, wie
Zellen, Tragermatrices und gewebsinduzierende Substanzen, spielen hierbei
eine wichtige SchlUsselrolle. Schon in friheren Studien wurde durch Variation
verschiedener Komponenten versucht, fiir die Transplantation geeignetes,
kinstlich hergestelltes Fettgewebe zu zilichten. Die Ergebnisse bleiben bis
heute verbesserungswilrdig. Daher stand die Etablierung und Optimierung der
Praadipozytenisolierung und- kultivierung, sowie die Beimpfung von
Polyurethankonstrukten mit Praadipozyten und deren Kultivierung in vitro, im
Mittelpunkt dieser Arbeit.

Durch Variation der Denaturierungszeiten, Kulturmedien und durch
Verwendung einer Erylyse zur Entfernung stérender Blutbestandteile und eines
MiniMACS™ Systems zur Gewinnung von Stammzellen wurde bei der
Isolierung und Kultivierung versucht, eine mdglichst hohe Praadipozytenzahl
aus subkutanen Fettbiopsaten zu gewinnen. Dabei lieferte eine
Kollagenasekonzentration von 2mg/ml bei 2-4 Stunden Denaturierungszeit
und 37°C die besten Ergebnisse. Die Verwendung des Endothelial Growth
Medium brachte das beste Ergebnis bezliglich der Proliferationsrate. Der im
Medium enthaltene EGF (Epidermal Growth Factor) schien einen hohen
mitogenen Effekt auf die Zellen auszuiben. Die Erylyse und das MiniMacs
System zeigten hinsichtlich einer héheren Zellausbeute keinen Vorteil.

Als Zelltrager dienten auf Polycaprolacton basierende Polyurethanschaume.
Durch ihre 90%ige Porositat, die Verbindung der Poren untereinander und zur
Oberflache, waren die Konstrukte ideal zur Beimpfung mit einem Fibrin-
Trombin-Zellgemisch. Positive Vitalitatsfarbungen zeigten, dass die
Praadipozyten mit dem Polyurethanschaum kompatibel waren. Wahrend der in
vitro Kultivierung der Konstrukte entwickelten sich die Praadipozyten innerhalb
von 1-5 Wochen zu reifen Adipozyten.

Die in dieser Arbeit erworbenen Ergebnisse bilden die Grundlage flur die

Zuchtung vitaler, volumenpersistenter, dreidimensionaler tissue-engineerter
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6.Zusammenfassung

Konstrukte aus Fettgewebe und ebnen den Weg flr erfolgreiche in vivo

Versuche.
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