[

Klinik und Poliklinik fur Plastische Chirurgie und Handchirurgie
Direktor: Prof. Dr. Hans-Gunther Machens
Klinikum rechts der Isar

Technische Universitat Minchen

Zellkulturstudien humaner adipogener Stammzellen
(Adipose-derived Stemcells, ASCs)

auf patientenspezifischen Brustscaffolds

Su-Zeong Madeleine Frohlich

Vollstandiger Abdruck der von der Fakultat fir Medizin der Technischen Universitat
Munchen zur Erlangung des akademischen Grades eines Doktors der Medizin

genehmigten Dissertation.

Vorsitzender: Prof. Dr. Ernst . Rummeny
Priufer der Dissertation: 1. Prof. Dr. Hans-Glinther Machens
2. Prof. Dr. Marion B. Kiechle

Die Dissertation wurde am 19.12.2019 bei der Technischen Universitat Muinchen

eingereicht und durch die Fakultat fur Medizin am 13.05.2020 angenommen.



FlUr meine Eltern



Inhaltsverzeichnis

INHALTSVERZEICHNIS ......... et s s sssssssn s e s s s e s s s mmmm s e s e e e e e e e s s mmmmnnns |
ABBILDUNGSVERZEICHNIS ..........eecrrrrcrrrrsssss s s s s s s e s s s s s esss s e s s s e s s e s e s eses s s s s s ssssnnns \")
ABKURZUNGSVERZEICHNIS.......cocoiceiisncnsesscssssesssssssssssssessssssssssssssssssssssssssees Vil
I = 13 = 1 0 1 1
1.1 UBERBLICK c...veeetecteeeteeteeeeteeeeeeteete e eteeaeaeeteeeesseteesssseeeeaeeteeanseeensateseenssessennnaees 1
1.2  RELEVANZ DER BRUSTREKONSTRUKTION. ...ccttttiteeeeeiiiunereeeerreeaeesessannnnnnseeeeeaaeens 1
1.3 BISHERIGE THERAPIEN. ... .ciutuieiitteeeeeeteeeeeteeeeeete e e e eaaeeesesaaeeeesanseseanneseeesnnaeeees 2
1.3.1 Brustrekonstruktion mit festen nichtresorbierbaren Implantaten....................... 3
1.3.1.1 Schwéachen der Brustrekonstruktion mit Implantaten...............ccoccoiii e 4

1.3.2 Brustrekonstruktion mit Eigengewebe Uber Lappenplastiken ........................... 5
1.3.3 Brustrekonstruktion mit autologen Fetttransplantaten.............cccccooiiniins 6
1.34 Brustrekonstruktion mit angereicherten autologen Fetttransplantaten ............. 8

1.3.5 Brustrekonstruktion mit autologen Fetttransplanteten und dem BRAVA®-

System 9

1.3.6 Brustrekonstruktion mit autologen Fetttransplantaten und einer implantierbaren

Kammer 10
1.3.7 Brustaufbau mit bioaktiven Flllsubstanzen............ccccccooiii, 11
1.4 NEUE METHODIK ...ttt ee et e ettt e e e e e e et e e e e e e e e e s e e e e e eeesaaannenns 12
1.41 Tissue Engineering mit Adipose-derived Stem Cells (ASCS)........cccccoviveeeene 13
1.4.2 Verwendung von Scaffolds zur Fettgewebsgenerierung.............ccccceeiiiieeeene 14
14.3 Herstellung eines patientenspezifischen Scaffolds ..o, 15
1.4.4 BIOr€aKIOIEN ... e 16
1.5 FRAGESTELLUNG, UMFANG UND ZIELSETZUNG ...covuniieieiieeeeeeieeeeeeteeeeeveeeeeannes 18
2 MATERIAL UND METHODEN .......... et ercsscssssssss s s s s s mmmmnnn s e s 19
2.1 STATISCHE IN-VITRO EVALUATION VON ASCS AUF SCAFFOLDS .....cccecueeeeueeeenne 19
211 Vom Lipoaspirat bis zu mit ASCs besiedelten Scaffolds...........cccccceeiiiiennns 19
2111 FettgewebsSgeWiNNUNG ........c.ooi e 19
21.1.2 ESTo] F= 0T e L= N 3 SRR 20
2113  KURIVIENUNG VON ASCS ..ottt 20
2114 F Y| 1= o= 1 ] o] o RS 20
Dt Bt =114 o (SRR 21
21.1.6  Vitalitdtsbestimmung mit Trypanblau............ccccooiii i 21
2117 Herstellung von FibrinKIEDEr ...........evviiiiiieeeeeeeee e 22
2.1.1.8  Steigerung der Hydrophilitdt der Scaffoldoberflache...........cccccceeiiiiiiiiiiiiciiie. 22



2.1.1.9  Sterilisierung der Scaffolds ...........uviiiiiiiiie e 23

21.1.10 Besiedlung und Kultivierung der Scaffolds mit ASCS ........cccoovciiiiiieeiiieeeeee, 23
21.2 Qualifizierung VON ZelleN...........ooi i 25
2.1.21 RasterelektronenmikroSKOpie ..........cccuviiiiiiii i 25
21.2.2  Vitalitatsfarbung mit FDA+PI — Lebend-/Totfarbung..........cccooviiiiiiiiieeeeee, 26
2.1.2.3  PhalloidinfArbung ........cooiiiieie e 26
2.1.24  OIrot-O-FArDUNG........eeveeeeeeeeeeceee ettt en e 27
21.3 Semiquantifizierung Von Zellen ... 28
2.1.31 Trypsin-/Kollagenaseverdau .............ccco i 28
21.3.2 Ermittlung des DNA-Gehalts durch Hoechst-Assay ..........cccccoviiieiiiiiiiiieeeien 28
214 Bestimmung des Adiponektingehalts.............ccceeiiiiiiinii e 29
21.41 Differenzierung zu AdiPOZYteN..........cooiiiiiiiiiii e 29
21.4.2  Adiponektin-ELISA (Enzym-linked Immunosorbent Assay) .........cccccovveeeiinieeennnnen. 30
215 DatenauSWEITUNG ..........ueiiiiiiiiee et 31
2.2  DYNAMISCHE IN-VITRO-EVALUIERUNG VON ASCS AUF SCAFFOLDS .........ccceeunen. 31
2.21 Von der Kultivierung zur Besiedlung mit ASCs auf Scaffolds ............cccccuee.. 33
2211 KUIVIEMUNG AEF ASCS.....eiie ettt e e st e e s st e e e sbaeeesnsaeaeeas 33
2.21.2 ZEIIEXPANSION ..o 33
2213 ZellerntezZahl .........cooiiiiiiii s 33
2214 Vitalitatsbestimmung mit Trypanblau............ccccooveiiiieiie e 34
2.2.1.5  Herstellung von FibrinKIEDEr ..........cocuiiiiiii e 34
2.21.6  Steigerung der Hydrophilitédt der Scaffoldoberflache............cccccooiiiiiniiiiiii. 34
2.21.7  Sterilisierung der Scaffolds ...........ooiiiiiiiiiiii e 34
2.2.1.8  Besiedlung und Kultivierung der Scaffolds mit ASCS........cccoceiiiiiiiniiiiie, 34
222 Qualifizierung VON ZelleN...........ooo i 35
2221 RasterelektronenmikroSKOPIE ..........cooiiiiiiiiiiiiiiie e 35
2222 HellfeldmMIKIOSKOPIE -....ceeee et a e e e e e e e e an 35
2.2.2.3 Vitalitatsfarbung mit FDA+PIl — Lebend-/Totfarbung..........cocoeeiiiiiiiniiiiee e, 36
223 Semiquantifizierung Von Zellen............ooiiiiiiiii e 36
2.2.31 Trypsin-/Kollagenaseverdau ... 36
2232 Ermittlung des DNA-Gehalts durch PicoGreen®-Assay.........cccooceeeeieeiiiiiiieeenaenn. 36
224 DatenauSWEITUNG ..........ueiiiiiiiiie et 37
3 ERGEBNISSE ......... oottt e 37
3.1 ERGEBNISSE STATISCHE IN-VITRO-EVALUATION VON ASCS AUF SCAFFOLDS ...... 37
3.1.1 RasterelektronenmikroSkopie ............ocoiviiiiiiiiiiiiiiiie e 37
3.1.2 Vitalitatsfarbung mit FDA-PI — Lebend-/Totfarbung ............ccccoviviiiiiinnnns 39
3.1.3 Adhasion der Zellen — Phalloidinfarbung...........cccccoooiiiii e, 40
314 (@)1 (o1 @ =Ty TV o Vo TR 42
3.1.5 Wachstumsverhalten - HoeChst-ASSay..........coooiiiiiiiiiiiiie e 42



3.1.6 Adiponektinsekretion ..., 43
3.2 ERGEBNISSE DYNAMISCHE IN-VITRO-EVALUATION VON ASCS AUF SCAFFOLDS ...44

3.2.1 RasterelektronenmikroSKOopie ............eeviviiiiiiiiiiiiiiieee e 44
3.2.2 Hellfeldmikroskopie und Vitalitatsfarbung mit FDA-PI — Lebend-/Totfarbung.45
3.2.3 Wachstumsverhalten - PicoGreen®-AsSay ...........ccoecevriieeiieeeiiicciiiieeee e e 45
4  DISKUSSION ... s s s s s s s s e e s e e e s e e e e e e e e e e e e e e e e e e nnnnnns 47

41  QUALITATIVE UNTERSUCHUNG MITTELS RASTERELEKTRONENMIKROSKOPIE,
HELLFELDMIKROSKOPIE, LEBEND-/TOTFARBUNG UND PHALLOIDINFARBUNG .................. 51
4.2  SEMIQUANTITATIVE UNTERSUCHUNG MITTELS PROLIFERATIONSASSAY ZUR
BESTIMMUNG DER ZELLZAHL ....uuuuieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeaaeaaaeaeaaaeaeeeeeseeeeeeessseeeeesessesssssnsnnnes 54
4.3  ADIPONEKTINGEHALT UND OLROT-O-FARBUNG ZUR UNTERSUCHUNG DES

ADIPOGENESEPOTENTIALS .....ttteeeiiittteeeaaitteeee e e aiteeee e s amsee e e e s ansae e e e s e asnne e e s e annneeeeeennees 56
5 ZUSAMMENFASSUNG, SCHLUSSFOLGERUNG UND AUSBLICK................ 58
LITERATURVERZEICHNIS ..........coiiieeereeeesee e ssee s s e ss s sassse s s s sssesssssnssnssns 60
DANKSAGUNG......cccoeiceererrseesssessssssssssssss s sss s e s s s s essnessesssnsssssssnsssnsssnsssssssssasssnsssnssnnsns 76



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Jahrliche Neuerkrankungs- und Sterbefalle sowie
altersstandardisierte Neuerkrankungs- und Sterberaten

(Europastandard) von Brustkrebs, Deutschland 1980-2004 ................... 1
Abbildung 2: Trends und Haufigkeiten von Brustrekonstruktionen nach

MASTEKIOMUE ... e e e e e e e e e 3
Abbildung 3: Mastektomie reChts ..........oocuuiiii i 3
Abbildung 4: Implantat bds. Kapselfibrose bds., Mammakarzinom links...................... 5

Abbildung 5: TRAM-Lappenplastik. A. Rekonstruierte Brust. B. Entnahmestelle ........ 6
Abbildung 6: Liposuktion und -filling A. Enthahme B. Transfer in Réhrchen C.

Zentrifugieren D. Lipofilling ..........oooiiiiiiiee e 8
Abbildung 7: BRAVA®-GewebeeXpander.............ccoooiiiiiiiiiiiieceieeee e 10
Abbildung 8: Patientin mit tubularer Brust im Verlauf unter Anwendung von

BRAVA®-Gewebeexpander und autologem Lipofilling .........cccceeeeeen. 10

Abbildung 9: Schematische Darstellung des Einsatz eines Scaffolds zur
BrustreKonStruKtion ..o 13

Abbildung 10: Schematische Herstellung eines patientenspezifischen Scaffolds......16

Abbildung 11: Biaxial rotierender 3D-Bioreaktor.............cccooiiiiiiiiiiiii e 17
Abbildung 12: Aufbau biaxial rotierender 3D-Bioreaktor ............ccccceveveeeeiiiiiiie 17
Abbildung 13: Schematischer Experimentaufbau statische Versuchsreihe ............... 19

Abbildung 14: Scaffold aus Polycaprolactone mit 60% Porenanteil, sowie einer
DurchschnittsporengréfRe von 600 um. A) Vorderseite, B) Rickseite ..22

Abbildung 15: Schematische Darstellung der Beimpfung von Scaffolds..................... 24
Abbildung 16: Besiedelte Konstrukte in Nahrmedium in einer 24-Wellplatte ............. 24
Abbildung 17: Exemplarische Darstellung einer 96-Wellplatte in Tabellenform zur
VeranschauliChUNG...........coooiiiiiii s 29
Abbildung 18: Schematischer Experimentaufbau dynamische Versuchsreihe .......... 32

Abbildung 19: Schematische Darstellung eines Scaffolds in 4 gleich grolde
Stlcke fur die einzelnen Versuche..........cccccooviiiii 33

Abbildung 20: Aufbau Bioreaktor. A) Einsetzen der durchgestochenen TECs. B)
Zuschrauben des Gefalles. C) Bioreaktorgefald mit Scaffolds. D)
Brutschrank. E) Bioreaktor-Einstellungen ............ccccccoooiiiiiiiiiieenenenn. 35

Abbildung 21: Visualisierung der nativen Scaffoldoberflache und deren
Bauweise. A. 35-fache Vergrollerung. B. 350-fache VergroRerung .....37

Abbildung 22: Einzelne ASCs. A. Scaffoldarchitektur mit einzelnen ASCs nach 5
Tagen, die ohne Fibrinkleber besiedelt wurden. B. vergrélierter
AUSSCINITE VON A o e e e e e e 38

Abbildung 23: Besiedlung von Scaffolds mit 2,5x10e ASCs obere Reihe a-c.
ohne, untere Reihe A-C. mit Fibrinkleber nach 14 Tagen
exemplarisch von drei unterschiedlichen Patientinnen a/A-c/C ............ 39



Abbildung 24: VergrofRerte Darstellung SEM. ... 39
Abbildung 25: Vitalitatsfarbung mit FDA+PI nach 5, 14 und 35 Tagen....................... 40

Abbildung 26: Phalloidinfarbung. Obere Reihe: exemplarisch phalloidingefarbte
Zellen an den Tagen 5, 14 und 35 in 10-facher, untere Reihe: in 40-

facher VergroRerung.........oooo it 41
Abbildung 27: Vergleich Phalloidinfarbung mit und ohne Fibrinkleber ....................... 41
Abbildung 28: Olrot-O-Farbung nach 14 Tagen Besiedlung, exemplarisch von

zwei Patientinnen, AUuNd B........oooeeeiiiee e 42
Abbildung 29: DNA-Gehaltermittlung im Hoechst-Assay .........cccooocieiviiiiiiieeeeeiiien. 43
Abbildung 30: Adiponektingehaltermittlung im Adiponektinassay..........ccccccevvvvvvvnnnnns 44
Abbildung 31: SEM-Darstellung .........coooeiieiiiiie e 44
Abbildung 32: HellfeldmiKroSKOPIE ............eiiiiiiiiiiiee e 45
Abbildung 33: Lebend-/Totfarbungen............ooo e 45
Abbildung 34: Proliferation der Zellen unter dynamischen

KultivierungsbedinQUNGEN .........cc.ueiiiiiiiieee e 46

\



Abkurzungsverzeichnis

3D
a-MEM
Abb.
al.
AM
ASCs
bds.
BSC
C
CaCl
CAD
CAM

CT-Solution

d.h.
DIEP
DMEM
DNA
dsDNA
ECGM
ECM
EDTA
ELISA
FDA
FDM
FKS

GAP

HRP
HUVECs
IBMX
ICD

LD
LGesamt
LMW

M.

VI

3-dimensional

a -minimum essential medium

Abbildung

aliae, alii alia

Additive Manufacturing

Adipose-derived stem cells

beidseits

Breast Conserving Surgery

Celsius

Calciumchlorid

Computer aided design

Computer aided manufacturing

Collagenase-Trypsin-Solution

dass heilt

deep inferior epigastric artery perforator

Dulbecco’s modified eagle’s medium

Desoxyribonukleinsaure

doppelstrangige Desoxyribonukleinsaure

Endothelial cell growth medium

Extrazellulare Matrix

Ethylendiamintetraacetat

Enzym-linked Immunosorbent Assay

Fluoresceindiacetat

Fused deposition modelling

Fotales Kalber Serum

Gluteal artery perforator

Meerrettich-Peroxidase (horseradish-peroxidase)

human umbilical vein endothelial cells

3-Isobutyl-1-Methylxanthin

International
Related Health Problems

Statistical

Latissimus dorsi

Gesamtzellzahl

Mittelwert

musculus

Classification of Diseases and



MRI
MRNA

NaCl
NaOH
0.g.
PAAG
PBE
PBS
Pen/Strep
PI
PLGA
PLG
RPM
S.
SEM
SL
sog.
TE
TEC
TRAM
TRIS-HCI
TUG
u

u.a.
uv
VA
VF
Val.
z.B.

Klinikum rechts der Isar, Minchen
messenger-Ribonukleinsaure

Natriumchlorid

Natriumhydroxid

oben genannte(r/n)

Polyacrylamidgel
di-Natriumhydrogenphosphat-dihydrat EDTA
Phosphate buffered saline
Penicillin/Streptomycin
Propidiumiodid
Polylaktat-Co-Glykolidsaure-Polymer
Polylaktat-Polyglykolide

Rounds per minute

siehe

Scanning electron microscopy
Stammldsung

sogenannte

TRIS und EDTA

Tissue engineered constructs

transverse rectus abdominis muscle

Tris(Hydroxymethyl)-aminomethan-Hydrochlorid

transverse upper gracilis
Unit

unter anderem
Ultraviolettstrahlung
Ausgangsvolumen
Verdlunnungsfaktor
Vergleich(e)

Zum Beispiel

Vil



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Uberblick

Brustkrebs ist die haufigste bosartige Krebserkrankung der Frau mit einer Inzidenz von
ca. 1,7 Millionen Neuerkrankungen im Jahr 2012 weltweit [160]. In Deutschland betragt
nach Schatzungen des Robert-Koch-Instituts die Inzidenz von Mammakarzinoma bei
jahrlich ca. 47.500 Neuerkrankungen [56]. 386.500 Frauen sind in Deutschland an
Brustkrebs erkrankt (10-Jahres-Pravalenz), so dass ca. 1% der weiblichen

Bevolkerung betroffen sind, s. Abbildung 1 [6].

J4hrliche Neuerkrankungs- und Sterbefille sowie altersstandardisierte Neuerkrankungs- und Sterberaten (Europastandard),
Deutschland 1980-2004, ICD-10 C50

Zahl der Flle Jje 100.000

60.000 120
Frauen

50.000 100
40.000 80
30.000 60
20.000 40
10.000 20

1980 1985 1990 1995 2000 2005

Jahr
Zahl der Neuerkrankungen Altersstandardisierte Erkrankungsrate

I Zahl der Sterbefille Altersstandardisierte Sterberate

Abbildung 1: Jahrliche Neuerkrankungs- und Sterbefdlle sowie altersstandardisierte Neuerkrankungs- und
Sterberaten (Europastandard) von Brustkrebs, Deutschland 1980-2004 [6]

Verbesserte Screeningverfahren zur Friherkennung von Brustkrebs durch
Mammographien, verbesserte Behandlungsmoglichkeiten, sowie das Zurtckgehen
der Mortalitatsrate tragen also dazu bei, dass die Pravalenz von Brustkrebs steigt [131].
Es resultiert ein vergrolRertes Patienten- und Therapievolumen inklusive
brusterhaltender Therapien [87] , wodurch die Anzahl der Patientinnen, die fir eine

Rekonstruktion in Frage kommen, grof3er wird.

1.2 Relevanz der Brustrekonstruktion

Die Diagnose von Brustkrebs betrifft Frauen in vielerlei Hinsicht. Angst vor der
Krankheit an sich, den Nebenwirkungen von Chemo- und Strahlentherapie und einer
moglichen gegebenenfalls radikalen Operation greifen tief in das Leben einer jeden
Patientin ein [9, 103]. Hierbei ist die psychische und psychosoziale Belastung

besonders grol} [55]. Fast immer geht die Therapie mit einem Verlust oder Teilverlust

1
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von Brustdrusengewebe einher. In bis zu einem Drittel der Falle resultiert sogar eine
komplette Entfernung der Brust (Mastektomie) [89]. Das Fehlen der weiblichen Brust
verursacht bei vielen Patientinnen einen Integritatsverlust ihrer weiblichen Identitat und
beeintrachtigt damit das psychologische Wohlbefinden [105]. Die Brustrekonstruktion
als Therapie einer Mastektomie bildet demnach einen integralen Bestandteil des
Brustkrebsmanagement [50, 90] und ist insbesondere fur den Erhalt der psychischen
Gesundheit entscheidend [153]. Weiterhin flhrt ein erfolgreich durchgefuhrter
Wiederaufbau der Brust zu weniger Schmerzen, sowie sexuellen und korperlichen
Einschrankungen [46]. Das kosmetische Ergebnis mit den heute gangigen Methoden
ist jedoch oftmals nicht zufriedenstellend, so dass eine Optimierung der
Brustrekonstruktion erforderlich ist [2, 174].

1.3 Bisherige Therapien

Die chirurgische Behandlung von Brustkrebs erfolgt Uber die Mastektomie, s.
Abbildung 3, oder brusterhaltende Operationen (BCS, breast conserving surgery), an
die sich gegebenenfalls eine axillare Lymphknotendissektion anschliet. Je nach
Krebsart und Stadium schliel3t sich eine adjuvante Strahlentherapie an.

Zur Zeit finden zwei Verfahren zur Brustrekonstruktion in der Praxis Anwendung. Zum
Einen erfolgt das Einsetzen eines Fremdmaterials in Form eines soliden
Brustimplantates, zum Anderen das Rekonstruieren der Brust mit Hilfe von
Lappenplastiken [153, 152]. Dabei hangt der Erfolg der Brustrekonstruktion von
unterschiedlichen Aspekten ab. Zu nennen sind diesbezuglich unter anderem Art und
Stadium des Tumors, Tumorinvasivitat und Ausmal} der Geweberesektion. Daneben
ist zu beachten, den allgemeinen Gesundheitszustand der Patientin einzubeziehen
und zu klaren, ob noch eine adjuvante Strahlentherapie erfolgt.

Im Folgenden werden gangige Methoden zur Brustrekonstruktion und Augmentation

vorgestellt. Abbildung 2 stellt graphisch die Trends Uber die Zeit dar.
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Abbildung 2: Trends und Haufigkeiten von Brustrekonstruktionen nach Mastektomie [114]. (LD flap: Latissimus
dorsi Lappen, TRAM: Transverser rectus abdominis Lappen)

Abbildung 3: Mastektomie rechts (Klinikum rechts der Isar)

1.3.1 Brustrekonstruktion mit festen nichtresorbierbaren Implantaten

Bei der Rekonstruktion der Brust mit Hilfe eines Implantates finden verschiedene
Materialien Anwendung. Neben Silikonkissen, die entweder mit einer sterilen
Salzwasserldsung, einem Silikongel oder einem Kohesivgel geflllt sind [114, 123], gibt
es sogenannte formstabile Implantate, die als Inhalt ein Hochkohesivgel besitzen. Des
Weiteren wird unterschieden, ob eine Brustrekonstruktion einzeitig unmittelbar nach
der Mastektomie in derselben Operation stattfindet, oder ein zweizeitiges Verfahren
gewahlt wird. Bei der einzeitigen Brustrekonstruktion wird die vorhandene
Gewebetasche, aus der das Tumorgewebe zuvor enthommen wurde,
wiederverwendet. Bei der zweizeitigen Methode wird das Implantat erst in einer

spateren Operation eingesetzt. Dies kann der Fall sein, wenn das vorliegende
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Brustgewebe sehr fest oder flach ist. In der Zwischenzeit wird ein Gewebeexpander
vorlaufig in die Brust eingesetzt, mit steriler Kochsalzlésung Uber einen Zeitraum von
vier bis sechs Monaten befillt und so das umliegende Gewebe gedehnt [34]. In einer
zweiten Operation wird schliel3lich das permanente Brustimplantat eingesetzt. Muss
eine sich anschlieRende Strahlentherapie abgewartet werden, so erfolgt die
Implantation verzogert. Selten ist eine Unterstlitzung des Implantates mit Hilfe eines
resorbierbaren Netzes oder azellularem humanem Gewebe nétig, die das Implantat in
Position halten und unterstitzen. Das Implantat kann ebenfalls unter den grof3en
Brustmuskel angebracht werden, wodurch das Implantat stabilisiert und eine

naturlichere Brustkontur geformt wird.

1.3.1.1 Schwéchen der Brustrekonstruktion mit Implantaten

Der Wiederaufbau der Brust durch Implantate birgt neben allgemeinen
Operationsrisiken wie Blutung, Infektion und Wundheilungsstorung die Gefahr einer
Kapselfibrose [161]. Vergleich Abbildung 4. Dabei handelt es sich um eine
Abwehrreaktion des Korpers auf Fremdmaterial. Die Fibrose kann zu Schrumpfungen
und Kapselkontrakturen fihren, was in einer Brustasymmetrie resultiert. Des Weiteren
werden die Rander des Implantats deutlich erkennbar. Oftmals mussen Implantate
ausgetauscht werden, da sie keine lebenslange Standzeit besitzen, was zusatzliche
Operationen mit entsprechenden Risiken verursacht. Sie kdnnen auf3erdem migrieren,
sich deformieren und rupturieren mit der Gefahr, dass der Inhalt austritt [53]. Neben
der Entstehung von Infektionen und Schmerzen fuhlen sich Implantate sich nicht
natirlich an und bereiten ein Fremdkorpergefihl, welches ein Grund zur
Nichtdurchfuhrung einer Brustrekonstruktion sein kann [139]. Aullerdem ist eine
Beeintrachtigung von Folgebehandlungen im Rahmen einer Strahlentherapie oder von
Mammographie-Screenings haufig [12]. Problematisch bei einer sofortigen
Brustrekonstruktion mit Implantaten ist, dass eine Strahlentherapie das kosmetische
Ergebnis einer rekonstruierten Brust durch eine schlechtere Wundheilung und
Vernarbung beeintrachtigt und die rekonstruierte Brust wiederum eine
Strahlenbehandlung in ihrer Effektivitat beeinflusst. AuRerdem wird in seltenen Fallen
von Implantatverlusten berichtet [52]. Eine Strahlentherapie Im Falle einer adjuvanten
Strahlentherapie birgt diese ein héheres Risiko fur ein misslungenes Ergebnis nach
einer einzeitigen Brustrekonstruktion mit einem Implantat und insbesondere nach

Einsetzen eines Gewebeexpanders, was dann das Entfernen der Brustprothese
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bedeutet und somit mit einer zusatzlichen Behandlung und daraus resultierenden
Belastungen fur die Patientin einhergeht [88]. Dartber hinaus folgt die Rekonstruktion
mit Brustimplantaten dem Prinzip ,one size fits all, was in der Realitat den
verschiedenen anatomischen Formen und unterschiedlichen Gewebedefekten nur
unzureichend gerecht wird [67], so dass patientenzentrierte Behandlungsalternativen

Gegenstand aktueller Forschung sind.

Fo

Abbildung 4: Implantat bds. Kapselfibrose bds., Mammakarzinom links (Klinikum rechts der Isar, Miinchen)

1.3.2 Brustrekonstruktion mit Eigengewebe liber Lappenplastiken

Das Rekonstruieren der Brust mit korpereigenem Gewebe findet im heutigen
klinischen Alltag hauptsachlich Uber Lappenplastiken statt.

Bei einer Lappenplastik handelt es sich entweder um ein freies oder gestieltes
Transplantat aus Haut-, Fett- und Muskelgewebe aus einer anderen Korperregion,
welches im Brustbereich implantiert wird. Der sogenannte TRAM (transverse rectus
abdominis muscle) —Lappen wird beispielsweise aus der unteren Abdominalwand
entnommen, s. Abbildung 5. Bei einem gestielten Lappen, der Uber seine
Originalgefalde versorgt wird, wird unter der Haut getunnelt an die Brust angebracht.
Bei der freien Lappenplastik wird der Lappen unter Absetzen der Gefal3e brustfern
exzidiert, dabei die Blutversorgung aus der Entnahmestelle getrennt und
mikrochirurgisch in der Brustregion rekonstruiert. Beim DIEP (deep inferior epigastric
artery perforator) —Lappen wird ahnlich dem TRAM —Lappen verfahren, nur dass kein
Muskelgewebe entnommen wird. Vorteilhaft ist dabei, dass eine geringere
Muskelschwache und Herniationsgefahr in der Entnahmestelle besteht. Neuere

Verfahren wie der freie Gluteallappen (GAP, gluteal artery perforator) oder Lappen
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aus der Innenseite der Oberschenkel (TUG-flap, transverse upper gracilis flap) werden
herangezogen, wenn sich die TRAM-, Latissimus dorsi- oder DIEP-Lappen nicht
anbieten, da zum Beispiel zu wenig oder zu dinnes Gewebe vorliegt. Die hier
beschriebenen Brustrekonstruktionsverfahren mit Eigengewebe sind mit Morbiditaten
verbunden. Zwar besteht bei Lappentechniken kein Fremdkorpergefihl, allerdings
haben sie gegenuber der implantatbasierten Brustrekonstruktion eine hohere Rate
Wundinfektionen zu verursachen und misslingen haufiger, was zu Zweitoperationen
zur Korrektur sowie einer langeren Krankenhausaufenthaltsdauer fuhrt [106]. Zu den
Risiken der Lappenplastiken zahlen zudem Stenosen der Gefale, die zu einer
Lappennekrose fuhren konnen [10, 57]. Neben dem Verlust des Lappens sind Hernien
in der Entnahmestelle ebenfalls gefurchtete Komplikationen [113]. Die Schwachen der
heute verfugbaren Standardverfahren unterstreichen die Notwendigkeit zur
Entwicklung von Alternativen, die kosmetisch ansprechend und in ihrer Durchfihrung

schonender sind, sowie mit einer geringeren Morbiditat der Spenderseite einhergehen.

Abbildung 5: TRAM-Lappenplastik. A. Rekonstruierte Brust. B. Entnahmestelle (Klinikum rechts der Isar, Miinchen)

1.3.3 Brustrekonstruktion mit autologen Fetttransplantaten

Die Geschichte der autologen Fetttransplantation zur Brustrekonstruktion reicht weit
zurtck. Vincenz Czerny versuchte schon 1895 mit einem lumbalen Lipom eine
Brustaugmentation durchzufiihren [18]. Lange Zeit stand das Feld der autologen
Fetttransplantation zur Brustrekonstruktion still, da transplantiertes Fettgewebe
resorbiert wurde und nur zu einem geringen Teil Uberlebte [127]. Erst Anfang der
1980er Jahre gewann die autologe Brustaugmentation mit Fettgewebe mit der
EinfGhrung von Liposuktionen [71] als Transplantatquelle an klinischer Bedeutung [1,

7, 8, 71]. Das minimalinvasive Vorgehen, die geringere Spendermorbiditat, der
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leichtere Zugang zum Fettgewebe bei meist reichlichem Vorkommen sowie Form,
Haptik und das damit verbundene asthetische Ergebnis sowie das Fehlen von
Fremdkorperreaktionen, verdeutlichen die Vorteile einer Brustrekonstruktion mit
autologen Fetttransplantaten [35]. Vergleich Abbildung 6. Claro et al. beschreiben
einen verbreiteten klinischen Einsatz der autologen Fetttransplantation zur
Brustrekonstruktion auf Grund von geringen Komplikationsraten und fehlenden
Beeintrachtigungen in Follow-Up-Behandlungen von Brustkrebs [27]. Jedoch
bestanden bis vor Kurzem Zweifel an der Vorhersagbarkeit des Therapieerfolgs mit
relativ hohen Resorptionsraten von 25% bis 80% des Fetttransplantats [13, 16, 126,
147]. Zudem kommt es zu Interferenzen mit Mammographien zur Detektion von
Brustkrebs und zur Beeinflussung von Folgetherapien, weshalb ihre Anwendung
eingeschrankt war [81]. Auch wenn Aspekte der onkologischen Sicherheit in der
Literatur kontrovers diskutiert werden, erfolgten weltweit erfolgversprechende Einsatze
dieser Technik [17, 29, 38, 82, 133, 143, 177]. Zu den gering ausgepragten
Komplikationen zahlen Zystenbildungen, Fettgewebsnekrosen und Kalzifizierungen
[62, 95]. Neben den beschriebenen Bedenken haben sowohl Patientinnen, als auch
plastische Chirurgen damit zu kédmpfen, dass das kosmetische Ergebnis langfristig
nicht zufriedenstellend ist.

Das Hauptproblem der autologen Fetttransplantation aus kosmetischer Sicht ist die
schwer zu vorhersagende Resorptionsrate des Grafts, die wiederum von der Methode
der Fettgewinnung abhéngt [147]. Entscheidend fiir das Uberleben von Fettgrafts ist,
dass sie in kleinen Zellverbanden in einer stark vaskularisierten Umgebung vorliegen
mussen [61, 149]. Coleman entwickelte diesbezuglich das Konzept vom ,Structural
Fat Grafting“. Dabei wird beschrieben, dass Fettgewebe in kleinen Aliquots Uber
mehrere Zugange in mehreren Schichten und in verschiedene Richtungen
transplantiert werden mussen, damit moglichst viele Adipozyten Kontakt mit dem
umliegenden Empfangergewebe fur eine suffizientere Blutversorgung haben. Folglich
erscheint die Transplantation in onkologisch vorbehandeltes Brustgewebe mit
konsekutiv verminderter Gefaldstruktur als besondere Herausforderung [1, 28].
Plastische Chirurgen versuchen die Resorptionsraten von Fettgrafts mit Kanulen
unterschiedlicher Lumina oder durch Zentrifugieren zu verringern. Die Ergebnisse von
Studien, die sich damit beschaftigten, sind jedoch in sich nicht koharent und es ist noch
unklar, welche Methode den anderen Uberlegen ist [147]. Einige Studien sehen einen

entscheidenden Vorteil in bestimmten Reinigungsmethoden, wie z.B. Zentrifugieren,
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von Lipoaspiraten [15, 76], wahrend andere Studien keinen Unterschied bezlglich des
Langzeituberlebens der Fettgrafts in ihren Reinigungsmethoden fur Lipoaspirate
sehen [11, 138, 146]. Beispielsweise zerstort das zu starke Zentrifugieren die Zellen
[85]. Ein eindeutiger Vorteil Iasst sich bisher fur keines der Verfahren nachweisen.
Weitergehend sind nicht alle Studien, die sich mit der autologen Fetttransplantation

befassen, spezifisch auf Brustrekonstruktionen hin untersucht worden.

Abbildung 6: Liposuktion und -filling (Klinikum rechts der Isar, Miinchen) A. Entnahme B. Transfer in Rohrchen C.
Zentrifugieren D. Lipofilling

1.3.4 Brustrekonstruktion mit angereicherten autologen Fetttransplantaten

Ein Ansatz ist das Anreichern von Fettgrafts mit Medien, in denen Polymere und
Wachstumsfaktoren enthalten sind. Dies hat ein langeres Uberleben der
transplantierten Fettgrafts und eine bessere Erhaltung der gewilnschten Form zum
Ziel. Untersuchungen von Kleintieren zeigten eine hohere Uberlebensrate der
Fettgrafts [31, 45, 102, 116, 157, 184]. Bei der Anreicherung mit ASCs macht man sich
die vaskularisierenden und wachstumsférdernden Eigenschaften der mesenchymalen
Stammzellen zunutze [58, 140]. Studien zeigen, dass mit ASCs angereicherte
Fetteinspritzungen eine bessere Bestandigkeit des Volumens aufweisen [73, 185].

Aufgrund von gemeinsamen Stimulationsreizen von solch angereicherten Lipofillings
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und Tumorzellen wird allerdings eine rezidivbegunstigende Wirkung dieser Methode
diskutiert. [5, 121, 142, 151, 156]. Aktuelle Studien zeigen auf, dass lediglich nur bei
Brustkrebspatientinnen mit sicherem Nachweis von Tumorfreiheit nach Behandlung
mit ausschlieBlich reinen autologen Fetttransplantationen kein erhohtes Rezidivrisiko
besteht. In den Diskussionen wird nahe gelegt, nur unter hochster Vorsicht und
mindestens nach sicherem Tumorausschluss mit angereicherten Lipoaspiraten zu

behandeln, jedoch lasst sich eher eine Tendenz zum Verzicht solcher erkennen [120].

1.3.5 Brustrekonstruktion mit autologen Fetttransplanteten und dem BRAVA®-
System
Eine weitere Methode ist die Brustrekonstruktion mit dem externen BRAVA® (BRAVA
LLC, Miami, FL, USA). Der BRAVA®-Gewebeexpander wurde ursprunglich fur eine
BrustvergrofRerung ohne chirurgischen Eingriff entwickelt [79, 154]. Dabei wird der
BRAVA®-Gewebeexpander von aul’en an der Brust befestigt und ein Vakuum
hergestellt. Vergleich Abbildung 7. Durch den erzeugten Unterdruck wird eine
Gewebeexpansion bewirkt, aus der eine Odembildung und vermehrte
Vaskularisierung resultiert. In dieses Milieu wird autologes Fettgewebe injiziert, s.
Abbildung 8. Durch die verbesserte Durchblutung der Umgebung wird die
Bestandigkeit des Volumens der transferierten Fettzellen verbessert [39, 65, 78]. Da
es durch das Tragen von BRAVA® zu Hautirritationen bis hin zu einer Dermatitis
kommen kann, die notwendige Tragedauer recht hoch ist (>8h pro Tag, 12 Wochen)
und zudem strahlentherapiebedingte Gewebekontrakturen durch das Verfahren nicht

adressiert werden, ist das Anwendungsspektrum begrenzt [165].
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Abbildung 8: Patientin mit tubularer Brust im Verlauf unter Anwendung von BRAVA®-Gewebeexpander und
autologem Lipofilling (Klinikum rechts der Isar, Miinchen)

1.3.6 Brustrekonstruktion mit autologen Fetttransplantaten und einer
implantierbaren Kammer
Die Forschungsgruppe von Morrison et al. beschaftigt sich mit Fettgewebsgenerierung
basierend auf einem Gefall-Kammermodell. Dabei wird eine Polykarbonat- oder
Silikonkammer implantiert und mikrochirurgisch eine Gefalischleife eingearbeitet.
Injizierte Fettzellen werden anschlieRend durch einsprief3iende Gefalde im Rahmen der
Angiogenese zu vaskularisiertem Fettgewebe umgewandelt. In Tierversuchen konnte
mit dieser Methode ein grofRes Volumen an Fettgewebe generiert werden [33, 42, 49,
66, 109]. In einer Pilotstudie am Menschen konnten Morrison et al. bei einer von funf
Patientinnen Fettgewebe in der Brust mit einer Acrylkammer generieren [108].
Nachteilig dabei ist ein zusatzlicher operativer Eingriff zur Explantation der nicht

resorbierbaren Kammer.
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1.3.7 Brustaufbau mit bioaktiven Fiillsubstanzen

Zur Auffillung von Brusten wurden auch Injektionen mit Hydrogelen auf ihre
Anwendbarkeit hin untersucht [91, 97]. Jedoch eignen sich diese nicht fir grollere
Volumina, wie sie z.B. bei der kompletten Mastektomie erforderlich sind, da aufgrund
ihrer relativ flissigen Struktur keine Formstabilitat besteht [123, 124] . AuRerdem
bieten Hydrogele keine geeignete Oberflache fur eine ausreichende Zelladhasion [44,
118]. Insbesondere wegen der schweren Nebenwirkungen der Hydrogele, vor allem
Polyacrylamidgel (PAAG), kommen sie nicht fur die Brustrekonstruktion in Frage.
Hydrophiles Polyacrylamidgel ist ein transparentes nicht resorbierbares Gel aus 2,5%
Polyacrylamid und 97,5% nichtpyrogenem Wasser und wurde ursprunglich als nicht
zytotoxisch, nicht karzinogen, nicht pyrogen und damit als biokompatibel eingestuft
[129, 175]. Sie finden vor allem im asiatischen Raum zur Brustaugmentation
Anwendung [77]. PAAG wird u.a. als Aquamid, Bioalcamid, Intefall, Outline, Formacryl,
Bioformacryl, Argiform und Amazinggel vertrieben. Allerdings kam es nach der
Verabreichung zu schweren unerwinschten Nebenwirkungen bis hin zu Nekrosen mit
vollstandigem Verlust der Brust. Die notwendige chirurgische Sanierung ist
ausgesprochen aufwendig und wenig erfolgversprechend [30, 36, 41, 63, 74, 92, 141,
158, 171, 175, 176, 182]. PAAG ceignet sich daher nicht fir eine schonende
Behandlung von Gewebsdefekten in der Brust. Als Alternative ist Hyaluronsaure zu
nennen, ein humanes Glykosaminoglykan in der extrazellularen Matrix (ECM, extra
cellular matrix) [30], das erst kurzlich seinen Eingang in die Brustaugmentation fand.
Hyaluronsaure flr die Brustaugmentation wird unter dem Handelsnamen Macrolanetw
(Q- Med, Hertfordshire, UK) als biodegradierbares Material vertrieben [141].
Macrolanetv besteht aus 2% stabilisierter Hyaluronsaure und 98% Wasser. Es ist
biodegradierbar mit einer individuell unterschiedlichen Resorptionsrate von 12-24
Monaten [63, 64]. Von Vorteil ist hierbei die ambulant durchfihrbare schnelle und
minimalinvasive Behandlung mit kurzer Rekonvaleszenz und geringer Infektionsrate
[72, 141]. Nachteilig erscheint hingegen der lickenhafte Anwendungsbereich bei
groleren Gewebedefekten, zudem werden radiologische und palpatorische
Untersuchungen zur Brustkrebserkennung beeintrachtigt, wahrend das Ergebnis nicht
von Dauer ist. [4, 32, 68, 141]. Zu den haufigen Komplikationen gehoren
Entzindungen, Knoten, parenchymale Fibrosen, Schmerzen an der Injektionsstelle
und Kapselkontrakturen [4, 100, 101]. In Frankreich wurde 2011 die Behandlung mit

Macrolanetv zur Brustaugmentation untersagt [19].
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1.4 Neue Methodik

Bisherige entwickelte Behandlungsmethoden werden den hohen Ansprichen an
Formstabilitat, natirliches Geflihl, und Nachhaltigkeit nicht gerecht. Darlber hinaus
sollte die rekonstruierte Brust nicht nur anatomisch, sondern auch physiologisch zur
Patientin passen. Dies bedeutet auch, dass natlrliche Alterungsprozesse, die der
weiblichen Brust unterliegen, im Behandlungskonzept mitbertcksichtigt werden. Die
Schwachen der verfugbaren Verfahren unterstreichen die Notwendigkeit zur
Entwicklung risikoarmerer, asthetisch und funktionell ansprechender Alternativen. Das
Rekonstruieren der Brust mit einer temporaren Matrix zur Formstabilisierung, einem
sogenannten Scaffold, das spezifisch auf die Anatomie der Patientin angepasstist und
die somit rekonstruierte Brust sich natlrlich anfuhlt, ist eine vielversprechende
Herangehensweise, die den Weg in die Klinik finden kénnte. Es wird dabei
berucksichtigt, dass die Morbiditat von Seiten der Spenderregion so gering wie maglich
gehalten wird. Das Prinzip ist, dass die Brust mit einem Laser gescannt wird, woraufhin
ein patientenspezifisches Scaffold hergestellt wird, was dann in die Brust implantiert
und mit autologem Fettgewebe aufgespritzt wird. Vergleich Abb. 4. Dies lasst auf ein
schonenderes Verfahren und kosmetisch zufriedenstellendere Ergebnisse hoffen,
wobei die rekonstruierte Brust weder eine Therapie noch Vorsorgeuntersuchungen bei
Brustkrebs beeintrachtigen darf. Dies gilt insbesondere fur die Strahlentherapie, deren
Problematik sich beispielsweise bei der Rekonstruktion mit Silikonimplantaten
aufgezeigt wurde (s. Kapitel 1.3.1.1). Das Ziel ist eine moglichst naturgetreue
Nachbildung der Brust sowie die gleichzeitige Vermeidung der Schwachen zuvor

beschriebener Verfahren.
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Abbildung 9: Schematische Darstellung des Einsatz eines Scaffolds zur Brustrekonstruktion (Eigene Darstellung)

1.4.1 Tissue Engineering mit Adipose-derived Stem Cells (ASCs)

Das Tissue Engineering macht sich die Methoden der Medizin, Natur- und
Ingenieurswissenschaften zunutze, um Ersatzgewebe zu generieren oder deren
Funktion zu verbessern [166]. Dabei ist es sinnvoll Fettgewebe als das bevorzugte
Material im Tissue Engineering zu verwenden, da es haufig ausreichend vorhanden
und relativ aufwendungsarm und schonend durch Liposuktionen zu beschaffen ist.
Menschliches Fettgewebe besteht im Wesentlichen aus Adipozyten, Praadipozyten
und Adipose-derived Stem Cells (ASCs). Letztgenannte sind pluripotente
Stammzellen und sind in der Lage sich in Fett-, Knochen- und Knorpelzellen zu
differenzieren [3, 37, 99, 110, 115], wobei sich ACSs aus subkutanem Fettgewebe
besser expandieren und differenzieren lassen als solche aus viszeralem Fettgewebe
[40]. Ihre Isolation und anschliel3ende Differenzierung in verschiedene Gewebe sind
kulturtechnisch einfach durchzufihren [47, 155, 167, 168]. In der Vergangenheit gab
es vielfache Forschungsfortschritte im Bereich des Tissue Engineering mit ASCs.
Erste vielversprechende Ergebnisse konnten durch Patrick et al. beim Einsatz von
Polylaktat-Co-Glykolidsaure-Polymer-Konstrukte (PLGA) gezeigt werden [125]. ASCs
waren reifen Fettzellen dabei hinsichtlich der Infiltration des Scaffolds, Uberlebensrate,
Volumenstabilitat und Expansion in hypoxischem Umfeld Uberlegen [75, 117, 164]. In

einem von Chhaya et al. im Jahr 2015 veroffentlichten Review wurde auf die
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Notwendigkeit von Definitionen hingewiesen. Hier wird u.a. der Begriff Tissue

Engineered Construct (TEC) flr Konstrukte mit Gewebegenerierung verwendet [24].

1.4.2 Verwendung von Scaffolds zur Fettgewebsgenerierung

Um die Bestandigkeit von Fettgrafts, und damit kosmetisch ansprechende Ergebnisse,
zu verbessern, werden Scaffolds zur Formstabilisierung herangezogen. Die in dieser
Arbeit verwendeten Scaffolds sind besonders groR3porig strukturiert, um das
Einsprossen von Blutgefalden zu erleichtern [111]. Um Form- und Volumenerhalt als
grofdte Herausforderungen der autologen Lipotransplantation nachzukommen, bieten
solche Scaffolds eine Matrix zur Verbesserung des Zelluberlebens [107, 132, 173].
Das Scaffold ist eine temporare Matrix, die das Wachstum von Zellen und Gewebe
unterstitzt [139]. Drei Komponenten spielen bei der Generierung von Fettgewebe eine
wichtige Rolle: ein biodegradierbares Material als voribergehendes Gerlst, ein
Mikromilieu mit suffizienter Versorgung und Oxygenierung sowie proliferierende und
sich differenzierende Zellen [124]. Das implantierte Scaffold wird im zeitlichen Verlauf
durch generiertes Gewebe ersetzt. Als Anwendungsvoraussetzung fur die
Brustrekonstruktion sollten sie nicht toxisch, nicht kanzerogen, nicht teratogen,
hamokompatibel, implantierbar, bioresorbierbar und reproduzierbar sein. Funktionell
mussen Scaffolds folgende Kriterien aufweisen: die Oberflache von Scaffolds sollte
eine Zelladhasion, ein Zellwachstum und die Aufrechterhaltung von differenziertem
Gewebe ermoglichen; es sollte biokompatibel sein, d.h. weder die Polymere noch die
Abbauprodukte bei der Degradation sollten in vivo toxisch sein oder eine Entzindung
hervorrufen; es sollte in vivo irgendwann vollstandig ohne Eingriffe von aul’en
verschwunden sein; es muss den mechanischen Belastungen standhalten und bis zum
vollstandigen Gewebsumbau als Stlitze dienen, wobei die Schwierigkeit darin besteht,
eine ausreichend I6chrige Architektur zur optimalen Zellinfiltration und Vaskularisation
zu schaffen, welche malRgebend fur ein gutes Scaffold sind [20, 119]. Das Biokonstrukt
muss aullerdem das Volumen beibehalten, ein Mikromilieu fur ein optimales
Zellwachstum schaffen und die Angiogenese befordern kénnen [164]. Die
Komplikationsrate sollte dabei so gering wie mdglich gehalten werden. Synthetische
Scaffolds sind u.a. Poly-Laktat-Polyglykolide (PLG)-Polymere, die seit geraumer Zeit

von der Food and Drug Administration zugelassen sind [179].
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1.4.3 Herstellung eines patientenspezifischen Scaffolds

Bildbasierte Technologien (Imaging Based Technologies) haben in der Medizin die
Therapie von Brustkrebs malfgeblich individualisiert. Die Integration von prazisen
Bilddaten in das Behandlungskonzept ist entscheidend flr ein ansprechendes,
asthetisches Ergebnis. Die Produktion dieser Scaffolds basiert auf der Integration
unterschiedlicher Technologien. So werden die Korpermalie hochauflosend durch
einen rezeptiven Laser erfasst und die Bilddaten Uber ein computergestitztes
Designprogramm (computer aided design, CAD) verarbeitet. Uber angeschlossene
computergestitzte Fabrikationstechniken (computer aided manufacturing, CAM) wie
3D-Drucker oder Schmelzschichtung entsteht so ein naturgetreues Brustabbild [23, 60,
83, 84, 96, 104, 134, 150]. Vergleich Abbildung 10. Die Herstellung von Schablonen
zur intraopoerativen Orientierung fur Chirurgen wird bereits bei der Brustrekonstruktion
verwendet [86, 163].

Neuere Verfahren zum Herstellen von Scaffolds sind friher entwickelten
Anwendungen insbesondere durch die giftstofffreie Produktion Uberlegen.
Beispielsweise bei der warmeinduzierten Phasentrennung mussten toxische
Porogene eingesetzt werden, um entsprechende Poren im Scaffold zu generieren [68,
148, 162]. Durch 3D-Druck wiederum kann das Scaffold durch Aufeinanderschichten
ungiftiger Materialien als zusammenhangendes Porenkonstrukt gefertigt werden, was
darlber hinaus der humanen ECM deutlich ndherkommt [69, 70, 186].
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Abbildung 10: Schematische Herstellung eines patientenspezifischen Scaffolds. (a) ein Laserdigitizer scannt die
Brust; (b) die Daten werden dann in eine CAD-Datei geschrieben und (c) tber einen 3D-Drucker wird das Scaffold
hergestellt; (d) Fettgewebe wird der Patientin entnommen und daraus die Praadipozyten und Endothelzellen (d,f)
isoliert und in Kokultur auf das Scaffold beimpft. (g) und anschliefend in die Brust implantiert (h). (Chhaya et al.
2013)

1.4.4 Bioreaktoren

Fettzellen sind auf ein spezifisches Umfeld angewiesen, um eine suffiziente
Versorgung und eine gute Oxygenierung der Zellen zu gewahrleisten [178].
Konventionelle Kulturverfahren finden unter statischen Bedingungen statt. Dabei
werden Scaffolds im Rahmen des Tissue Engineering flr die Generierung von
Fettgewebe mit ASCs passiv beimpft, in dem sie sich z.B. mit einer Zellsuspension
aufsaugen oder injiziert bekommen [125, 172].

FUr einen optimierten Aufbau von Gewebe und deren genauere Analyse ist es
allerdings sinnvoll, physiologische Kulturbedingungen zu schaffen [52]. Bioreaktoren,
konnen dem durch physikalische und biomechanisch aktive Simulation beikommen.
[80, 159, 187]. Die Generierung von Gewebe wird durch die Verwendung von biaxial
rotierenden 3D-Bioreaktoren verbessert, da sie die Zelldichte durch eine homogene
Verteilung von Zellen auf den Scaffolds steigern [14, 136, 137]. Fischbach et al. haben
gezeigt, dass unter dynamischen Kulturbedingungen die Zellkoharenz von
generiertem Fettgewebe verbessert wird und der intrazellulare Lipidgehalt steigt [51].
Des Weiteren stieg die Expression von fettgewebsspezifischer Gene im Vergleich zu
statisch kultivierten Proben. Fortier et al. erkannten nicht nur, dass ASCs im Vergleich

zu anderen mesenchymalen Stammzellen unter wellenformigen
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Bewegungsbedingungen ein dichteres Gewebe bildeten, sondern auch ein um 30%
héherer Kollagen-Typ-V-mRNA-Gehalt (Kollagen Typ V ist Bestandteil des
Interstitiums und charakteristisch fir Binde- und Stltzgewebe) messbar war und
konnten somit ein verbessertes Tissue Engineering unter dynamischen
Kultivierungsbedingungen zeigen [54]. Neben der einfacheren Untersuchung unter
statischen Bedingungen liegt die dynamische Analyse im Bioreaktor somit nahe. Es
gibt unterschiedliche Bioreaktoren. Das Besondere an unserem Bioreaktor sind zum
einen ein integriertes Perfusionsystem, welches das Nahrmedium unter maximalem
Austausch bei geringsten Scherkraften zwischen Reservoir und Gefall wechselt, zum
anderen die biaxialen Rotationbewegungen, welche zu einer gleichmaRigeren
Verteilung der Zellen und des Nahrmedium fihren und schliel3lich die Nadel, an denen
die Scaffolds ,aufgespief3t* werden, damit sie so frei wie mdglich ohne Kontakt zur
GefalRwand oder untereinander flotieren kénnen, s. Abbildung 11. Bereits in den
Arbeiten von Zhang et al. mit fetal mesenchymalen Stammzellen fir Knochen Tissue
Engineering wurde ein vergleichbarer Bioreaktor erfolgreich eingesetzt, s. Abbildung
12 [188].

Medium
reservoir

4

Abbildung 12: Aufbau biaxial rotierender 3D-Bioreaktor [188] (Zhang et al. 2009)
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1.5 Fragestellung, Umfang und Zielsetzung

Aufgrund der Limitationen bestehender klinischer Verfahren zur Brustrekonstruktion
entwickelten wir ein Konzept zur Herstellung von patientenspezifischen Scaffolds zum
individuellen Brustwiederaufbau basierend auf 3D-Imaging. Die vorliegende Arbeit
spiegelt die Entwicklung dieses Konzeptes in vitro wider. Kernpunkte waren die
Nutzung von brustformigen Scaffolds in Miniaturformat und deren Besiedlung mit
ASCs unter statischen sowie unter dynamischen Bedingungen in einem biaxial

rotierenden 3D-Bioreaktor.

Folgende Fragestellungen wurden aufgestellt und mit den entsprechenden Versuchen

verknupft:

» wird ein Zellwachstum von ASCs auf den brustformigen Scaffolds gewahrleistet?
Qualitative Untersuchungen mittels Rasterelektronenmikroskopie, Lebend-Tot-

Farbung und Phalloidinfarbung wurden hierbei durchgefuhrt.

« wie sieht das Zellwachstum nach der Besiedlung aus? Daflir wurde ein
semiquantitativer Test wie das Proliferationsassay zur Bestimmung der Zellzahl
durchgefuhrt.

« Lassen sich die ASCs in einem dreidimensionalem Raum in Fettzellen differenzieren?
Dazu wurden die besiedelten Konstrukte in endotheliales Zellwachstumsmedium

versetzt, das die ASCs zu Fettzellen differenzieren lie. Daraufhin wurde der

Adiponektingehalt bestimmt und die Darstellung von Lipiden mittels Olrot-O-Farbung

durchgefuhrt.
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2 Material und Methoden

2.1 Statische in-vitro Evaluation von ASCs auf Scaffolds
Fir die statische Versuchsreihe wurden ASCs aus Fettgewebe isoliert sowohl auf
Scaffolds als auch auf Wellplatten besiedelt und untersucht. Abbildung 13 stellt den

Experimentaufbau schematisch dar.

I
Fett
Lebend- : :
Tot- PO
Farbung
Phalloidin- :‘K
farbun
ung P
SEM Scaffold Wellplatte
Induziert und Proliferations- Induziert und
differenziert assay differenziert
Adiponektinassay Olrotfarbung Adiponektinassay

Abbildung 13: Schematischer Experimentaufbau statische Versuchsreihe (Eigene Darstellung)

2.1.1 Vom Lipoaspirat bis zu mit ASCs besiedelten Scaffolds

2.1.1.1 Fettgewebsgewinnung

Alle Zellkulturschritte fur die statische Versuchsreihe erfolgten, wenn nicht anders
beschrieben, in der Sterilbank (Herasafe KS, Thermo Fisher Scientific). Alle daftr
bendtigten Materialien waren entweder steril verpackte Einwegartikel oder wurden vor
der Anwendung per Dampfsterilisation bei 121°C und 4 bar fir 20 Minuten autoklaviert
(D-200, Systec).

Steriles Fettgewebe von 6 gesunden Patientinnen (Alter 39-69 Jahre) wurde durch

Liposuktionen unter operativen Bedingungen gewonnen (informed consent). Die
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Lipoaspirate wurden sofort verarbeitet. Die gewonnenen ASCs wurden nicht gepoolt,

sondern einzeln in den jeweiligen Versuchen untersucht.

2.1.1.2 Isolation der ASCs

Zu jedem Gramm Fettgewebe wurde 1 ml Kollagenaselosung (2 mg Kollagenase pro
ml, Serva), welche direkt vor Gebrauch frisch angemischt wurde, hinzugeflgt und in
einem 50 ml Zentrifugenréhrchen aus Polypropylen (BD Bioscience), sogenannten
Falcon-Tubes, fur eine Stunde bei 37°C im Wasserbad (B480, Blchi) inkubiert, wobei
das Digestat alle 15 Minuten gut durchmischt wurde. Danach wurden die Proben flr
10 Minuten bei 2000 RPM (rounds per minute) zentrifugiert (380 R, Hettich Rotina).
Flottierende Adipozyten und der Uberstand wurden dekantiert und verworfen. Das am
Boden haftende Pellet mit der Zellfraktion wurde gemischt und mit einigen Milliliter
DMEM (Dulbecco’s modified eagle’s medium, Gibco) oder PBS (Phosphat gepufferte
Kochsalzlésung, Gibco) aufgenommen und uUber einen Cellstrainer (70-100 um, BD
Bioscience) in ein neues Falcon-Tube filtriert. AnschlieRend wurden weitere Milliliter
DMEM oder PBS durch das Zellsieb bis auf 40 ml aufgefullt und nochmals fir 5
Minuten bei 2000 RPM zentrifugiert, wobei der Uberstand wieder verworfen wurde.
Das Pellet wurde mit wenigen Milliliter DMEM oder PBS resuspendiert, erneut Uber
einen Cellstrainer filrtiert und nochmals fir 5 Minuten bei 2000 RPM zentrifugiert. Der
Uberstand wurde vorsichtig aspiriert, das Pellet mit Endothelial Cell Growth Medium
aufgenommen und in eine 75 cm2 Kulturflasche (Sarstedt) ausgesat. Dabei wurde pro
10ml verdautem Fettaspirat eine 75 cm2 Kulturflasche mit 20 ml vorgelegtem ECGM
(Endothelial Cell Growth Medium, Promocell) verwendet. Die Zellen wurden fur 24 Std.
im Brutschrank (Begasungsbrutschrank, Thermo Fisher Scientific) inkubiert. Danach
wurde das Medium mit noch nicht adharenten Zellen, Zellresten und Erythrozyten

verworfen, mit PBS gewaschen und mit frischem ECGM ausgelegt.

2.1.1.3 Kultivierung von ASCs
Ein Mediumwechsel erfolgte alle 2-3 Tage bis die Zellen 80% Konfluenz erreichten.

Dazu wurde das Medium abgesaugt und mit frischen 20 ml ECGM ausgelegt.

2.1.1.4 Zellexpansion
Zur Zellexpansion wurden die Zellen 2-3 mal mit 10 ml PBS gewaschen. Dann wurden

pro Kulturflasche 3 ml Trypsin/EDTA (L6sung, Biochrom) zugegeben und flr 2 Minuten
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bei 37°C im Brutschrank inkubiert, bis die Zellen sich vom Boden ablosten, was
mikroskopisch (DM IL, Leica) uberpruft wurde. Die Trypsinierung wurde mit
mindestens der doppelten Menge des hinzugefligten Trypsins mit Medium gestoppt.
Die abgelosten Zellen samt Suspendat wurden fur 3 Minuten bei 2000 RPM
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und mit 1 ml ECGM resuspendiert, je
nach Zellzahl (7,5x10s bis 1x10s Zellen pro 75 cm2 Kulturflasche) auf 2 oder 3 neue
75 cmz Kulturflaschen verteilt und mit 20 ml ECGM ausgelegt. Die Inkubation erfolgte

wieder bei 37°C im Brutschrank.

2.1.1.5 Zellernte

Zum Ernten der Zellen wurden die Schritte wie in Punkt 2.1.1.4 bis zum Verteilen auf
neue 75 cmz2 Kulturflaschen (Sarstedt) wiederholt. Die 1 ml Zellsuspension wurde in
einem 15 ml Falcon-Tube auf 10 ml mit ECGM aufgefillt. Die Bestimmung der Zellzahl
folgt unter Kapitel 2.1.1.6.

2.1.1.6 Vitalitatsbestimmung mit Trypanblau

Trypanblau (0,4%-LOosung, Sigma-Aldrich) farbt tote Zellen blau, wahrend lebende
Zellen diesen Farbstoff nicht aufnehmen. Dies macht man sich zunutze, um die Anzahl
der lebenden Zellen einer Probe zu bestimmen. Dazu wurden 10 pl Zellsuspension
von 10 ml der zu bestimmenden Probe (Ausgangsvolumen VA=10 ml) 1:1 mit
Trypanblau verdinnt (Verdinnungsfaktor VF=2) und in einer 96-Well-Platte
(transparent, Sigma-Aldrich) durch auf- und abpipettieren Kolbenhubpipette (2,0-20 pl,
Eppendorf) durchmischt. 10 ul der mit Trypanblau verdiinnten Zellsuspension wurden
anschlieBend in eine Neubauer-Zahlkammer (C-Chip, Biochrom) Uberfuhrt. Alle
ungefarbten Zellen der 4 Quadranten mit jeweils weiteren 16 Quadraten wurden unter
dem inversen Labormikroskop (DM IL, Leica) ausgezahlt und der Mittelwert (LMW)

bestimmt. Die Gesamtzellzahl (LGesamt) wurde mit folgender Formel ermittelt:

LGesamt =104 « VF « VA+ LMW =104 « 2+ 10 « LMW

Die Konstante 104 ergibt sich aus der Kammergeometrie.
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2.1.1.7 Herstellung von Fibrinkleber

Zur Herstellung von Fibrinkleber wurden Fibrinogen- und Thrombinldésung hergestellt.
5 g Fibrinogen (Sigma) wurden in 50 ml Trasylol (Aprotininlésung 1 mg/ml 0,9% NacCl)
gelost, Trasylol fungiert als Fibrinolysehemmer und sorgt somit fur eine
Langzeitstabilitdt. 1 ml Thrombin (Sigma) wurde in 100 ml Thrombinpuffer (20 mM
CaCl-Losung, Apotheke MRI) geldst, was 5 U/ml Puffer entspricht. Es wurden jeweils
1ml Aliquots hergestellt und bei -20°C gelagert. Vor Gebrauch wurden die

hergestellten Losungen im Wasserbad aufgetaut und im Verhaltnis 1:1 gemischt.

2.1.1.8 Steigerung der Hydrophilitat der Scaffoldoberfldche

Die in dieser Arbeit verwendeten Scaffolds wurden von Prof. Dietmar W. Hutmacher
von der Queensland University of Technology zur Verfligung gestellt. Die Scaffolds
bestehen aus  Polycaprolactone mit 60% Porenanteil und  einer
DurchschnittsporengréfRe von 600 um. Die Scaffolds wogen durchschnittlich 1,6 g, s.
Abbildung 14.

Abbildung 14: Scaffold aus Polycaprolactone mit 60% Porenanteil, sowie einer DurchschnittsporengrofRe von 600
pum. A) Vorderseite, B) Riickseite (Eigene Darstellung)

Natriumhydroxid (NaOH) wurde zur Verbesserung der Hydrophilitat der
Scaffoldoberflache eingesetzt. Dazu wurden die Scaffolds in 70% Ethanol
(Hausapotheke MRI) flr 30 Minuten getrankt. Im nachsten Schritt wurden die Scaffolds
in 5 M NaOH bei 37°C Uber Nacht im Brutschrank aufbewahrt und anschlief3end mit

destilliertem Wasser gewaschen, bis der pH-Wert auf ca. 7 sank.
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2.1.1.9 Sterilisierung der Scaffolds

Mit NaOH bearbeitete Scaffolds wurden Uber Nacht in 70% Ethanol gelagert. Das
Ethanol wurde verworfen und die Scaffolds in der Hood unter Laminar Flow
Bedingungen getrocknet. Die Scaffolds wurden fur 20 Minuten mit UV-Licht bestrahlt
und anschlief3end mit einer sterilen Einmalpinzette (Carl Roth) umgedreht, so dass die
Ruckseite mit UV-Licht fur weitere 20 Minuten bestrahlt werden konnte. Vor dem

Besiedeln wurden die Scaffolds mit NaCl-Lésung gesplilt.

2.1.1.10 Besiedlung und Kultivierung der Scaffolds mit ASCs

Jedes Gramm Scaffold wurde mit 2,5°106 Zellen beimpft. Die Scaffolds wurden vor der
Beimpfung auf einer Prazisionswaage (Sartorius AG) gewogen, woraufhin dann die zu
beimpfende Zellzahl rechnerisch bestimmt wurde. Nachdem die Zellen wie in Kapitel
2.1.1.6 beschrieben gezahlt wurden und die jeweilig bendtigte Zahl berechnet wurde,
wurde der Fibrinkleber wie in Kapitel 2.1.1.7 beschrieben vorbereitet. Um das
bendtigte Fibrinvolumen zu bestimmen, wurden die etwa 120 mm+«120 mm+120 mm
messenden Scaffolds einer Volumenberechnung unterzogen, wobei die Formel zur
Berechnung des Volumens einer Halbkugel 'z¢(3/4aseMalRe des Scaffolds)

herangezogen wurde. Es berechnete sich folgendes Volumen:

Volumen Vscaffold gesamt = 2 * 4/3* 1T * Malie des Scaffolds =12 ¢ 4/3¢ 11+ 120 mm * 120 mm
* 120 mm = 3,619 cms

Da nur die Poren des Scaffolds geflllt werden, wurde das Volumen V um dem Faktor

0,5 korrigiert. Hieraus ergibt sich

Volumen Vporen = Volumen Vscaffold gesamt ® 0,5 = 3,619 cm3+0,33=1,2cm3 =1,2 ml

Um die Menge an Fibrinkleber zu reduzieren, wurde der Kleber 1:4 mit ECGM verdinnt;
pro Scaffold wurden demnach 120 pl Thrombinldsung mit 480 ul ECGM (insgesamt
600 pl) und 120 pl Fibrinogenlésung mit 480 ul ECGM (insgesamt 600 pl) angemischt,
wobei die Zellen in letzterer Losung suspendiert wurden. Insgesamt wurde pro Scaffold
1,2 ml verdlinnter Fibrinkleber hergestellt. Um Zell- und Scaffoldanzahl zu reduzieren ,
wurde das Scaffold mit einem Einmalskalpell (No. 21, Produkte fur die Medizin AG) in

acht gleichgrol3e Stiicke geteilt und zunachst mit jeweils 37,5 yl Thrombin-ECGM-
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Ldsung benetzt. Daraufhin wurde das Scaffoldstick mit 75 yl der Fibrin-Zell-ECGM-
Suspension beimpft und mit den restlichen 37,5yl Thrombin-ECGM-L6sung
uberschichtet. Vergleich Abbildung 15.

Pro Patient und Untersuchungszeitpunkt wurden drei Scaffoldstlicke herangezogen,
so dass der Versuch als Triplikat aufgebaut war. Die Scaffolds wurden in 24-Well-
Platten (Greiner-Bio-One) mit ECGM kultiviert, s. Abbildung 16. Ein Medienwechsel
erfolgte alle 2-3 Tage. Um zu untersuchen, wie sich die Zellen in einer 3D-Umgebung
(Scaffold) im Vergleich zu einer 2D-Umgebung (Well-Platte) verhalten, wurden
zusatzlich 6-Well-Platten (Greiner-Bio-One) mit 5104 ASCs pro Well sowohl
hinsichtlich ihrer Proliferation als auch Adiponektinsekretion untersucht.

in 8 Stlicke

geschnitten (el

Abbildung 15: Schematische Darstellung der Beimpfung von Scaffolds. Das Scaffold wird in 8 gleichgrolie
Kuchenstiicke geschnitten und mit der Zell-Fibrin-Medium-Suspension benetzt. (Eigene Darstellung)

Abbildung 16: Besiedelte Konstrukte in Nahrmedium in einer 24-Wellplatte (Eigene Darstellung)
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2.1.2 Qualifizierung von Zellen

Um eine genauere Beurteilung der Zellen auf den Scaffolds durchzuflihren, wurden
die Versuche flr die Bildgebung, wenn nicht anders beschrieben, mit auf 7 um
geschnitten Scheiben der Scaffolds durchgefuhrt. Die Scaffolds wurden mit ASCs
besiedelt und mit den hier genannten Methoden qualitativ untersucht. Die
Scaffoldscheiben wurden in 6-Well-Platten (Sarstedt) auf einer Wachstumsflache von
8,87 cmz bei 37°C im Brutschrank kultiviert.

2.1.2.1 Rasterelektronenmikroskopie

Die Rasterlektronenmikroskopie (englisch: scanning electron microscopy, SEM) dient
zur Analyse von Oberflachenstrukturen. lhr Vorteil gegentber der Lichtmikroskopie
liegt darin, dass sie eine 1000-fach groRere Tiefenscharfe besitzt. Bei der
Rasterelektronenmikroskopie fahrt ein fein gebindelter Elektronenstrahl aus
sogenannten Primarelektronen, die zu untersuchende Oberflache ab. Dabei entstehen
wiederum Elektronen, die durch Wechselwirkungen zwischen Elektronenstrahl und
Probe erzeugt werden. Diese Sekundarelektronen werden dann fur die Bilddarstellung
akquiriert.

Um die Proben fur die Rasterelektronenmikroskopie vorzubereiten, wurden diese
zunachst in PBS gewaschen und anschlieffend in 3% Glutaraldehyd (12ml 25%
Glutaraldehyd (Sigma-Aldrich) in 88 ml PBS verdunnt und bei 4°C gelagert) fixiert. Die
Fixate sind anschlie3end bis zu einem Monat haltbar. Nach der Fixierung wurden die
Proben einmalig mit PBS gewaschen und dehydriert, indem sie jeweils 2 mal fur 15
Minuten in ein von 50% bis 80 % konzentriertes Ethanolbad gebracht und zuletzt
einmalig fur 30 Minuten im 99% Ethanolbad inkubiert wurden. Danach wurden die
Proben Uber Nacht in 99% Ethanol gekihlt gelagert und mit der ,Critical Point Drying“-
Methode getrocknet. Die getrockneten Proben wurden mit zerstaubtem Platin mit einer
Stromung von 20 mA fir 100 Sekunden ummantelt (Quorum K550X, Quorum
Technologies Limited, West Sussex), um die elektronische Leitfahigkeit zu erhdhen.
Die Proben wurden zur Fernhaltung stérender Atome in einer Vakuumkammer mit dem
Elektronenmikroskop (JSM6390LA analytical SEM, Joel Ltd., Tokyo, Japan) nach
jeweils 14 bzw. 39 und 66 Tagen gescannt und bildlich festgehalten.
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2.1.2.2 Vitalitatsfarbung mit FDA+PI — Lebend-/Totfarbung

Vitale Zellen setzen Fluorescein in ihrer Zellmembran um, indem es im Cytoplasma
hydrolytisch gespalten wird, so dass sie fluoreszierend grin leuchten. Beschadigte
oder abgestorbene Zellen haben eine durchlassige Zellmembran, so dass
Propidiumiodid in diese Zellen eindringen kann. Es lagert sich an die DNA an und farbt
diese Zellen leuchtend rot.

Die fluoreszenzbasierte Vitalitatsuntersuchung erfolgte fur alle Proben an Tag 5, 14
und 35. Dafur wurde eine Farbelosung aus Propidiumiodid Pl (Sigma-Aldrich) und
Fluoresceindiacetat FDA (Sigma-Aldrich) verwendet. Hierzu wurde PI-Pulver in
Wasser fur Injektionszwecke von Braun im Verhaltnis 1 mg/ml und FDA-Pulver zu
25 mg/ml in Aceton gelost und in 1,5 ml Reaktionsgefalen aliquotiert bei -20°C
aufbewahrt. Kurz vor der Verwendung wurden die Materialien im Wasserbad aufgetaut.
Die Farbeldsung wurde aus 500 pl Pl-Lésung und 500 pl FDA-Lésung in 39 ml PBS in
einem Falcon-Tube angesetzt und mit einem Vortexer (Genie Il, Scientific Industries,
USA) gemischt. Die Farbeldésung wurde sofort verwendet.

Die zu untersuchenden Scaffoldscheiben wurden vom Medium mit einem Sauger
befreit und mit der frisch angemischten Farbeldésung beschichtet. Nach 30 Sekunden
Inkubationszeit im Dunkeln wurden die Proben umgehend am Fluoreszenzmikroskop
mit Fluoreszenzeinheit unter UV-Licht betrachtet und fotodokumentiert, wobei die
blaue Filtereinheit zur Darstellung lebender Zellen und die grine Filtereinheit zur

Darstellung toter Zellen benutzt wurden.

2.1.2.3 Phalloidinfarbung

Phalloidin ist ein Toxin des Pilzes Amanita phalloides. Dieses wird zur spezifischen
Anfarbung hochkonservierter F-Aktin Komponenten des Zytoskeletts verwendet. Dazu
wurden die mit Zellen besiedelten Scaffoldscheiben 2 mal mit vorgewarmten PBS
gewaschen. Die Proben wurden dann in 3,7% Formaldehyd in PBS (Roth) fur 10
Minuten fixiert1. Danach folgte zwei- oder mehrmaliges Waschen mit PBS. Jede Probe
wurde dann in eine Petrischale transferiert und fur 3-5 Minuten mit 0,1% Triton X-100
(Sigma-Aldrich) benetzt. Es erfolgte erneut zwei- oder mehrmaliges Waschen mit PBS.

Um unspezifische Hintergrundsignale beim Fluoreszenzmikroskopieren zu reduzieren,

1 Methanol kann Aktin wahrend der Fixierung zerstéren. Daher ist darauf zu achten,

methanolfreie Formaldehyde fur die Fixierung zu verwenden.
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wurden die Proben fir 20-30 Minuten mit 1% BSA (Bovines Serum Albumin, Sigma-
Aldrich) in PBS inkubiert. Zur Herstellung der Farbelésung wurden je 3 pl der
methanolischen Vorratslésung AlexaFluor 488 (Life Technologies) in 200 ul PBS fir
jede der zu farbenden Probe geldst und diese fur 20 Minuten lichtgeschutzt inkubiert.
Das Ansetzen einer Phalloidin-Stammlésung (SL) folgte dem Herstellerprotokoll: Vom
Hersteller geliefertes lyophilisiertes Pulver (300E Phalloidin) wurde in 1,5 ml Methanol
geldst (Endkonzentration: 200 E/ml, entspricht 6.6 uM), aliquotiert (200 pl Proben) und
bei —20°C unter Lichtausschluss bis zum Gebrauch gelagert. Eine Einheit (E) ist
definiert als die Menge Phalloidin um einen Objekttrager fixierter Zellen anzufarben
(entspricht 5 pl SL). Im Anschluss folgte zwei- oder mehrmaliges Waschen mit PBS,
woraufhin die Proben im inversen Labormikroskop (DM IL, Leica, Software LAS 4.3)
fluorogen bei einer Wellenlange von 488 nm untersucht wurden. Das F-Aktin stellte
sich leuchtend grun dar. Fir die Langzeitlagerung von mit Phalloidin gefarbten
Praparaten wurden die Proben lichtisoliert luftgetrocknet und mit ProLong® Gold
Antifade Reagent (Life Techniologies) benetzt. So behandelte Proben konnten

mindestens 6 Monate lichtgeschutzt bei 2-6°C gelagert werden.

2.1.2.4 Olrot-O-Firbung

Olrot-O ist ein fettloslicher, rotfarbender Farbstoff, der zu den Azofarbstoffen gehdrt.
Die Olrot-O-Farbung wird verwendet, um Triglyceride darzustellen. Zur Herstellung der
Farbelésung wurden 2,1 g Olrot-O-Pulver (Sigma) in 600 ml 70% Isopropanol
(Apotheke, MRI) gegeben und 1 Stunde mit einem Magnetrihrer vermischt. Die
Stammldésung wurde wiederum mit 450 ml Aqua dest. (Apotheke, MRI) verdinnt und
eine weitere Stunde umgerihrt. Die Olrot-O-Farbeldsung wurde direkt vor Gebrauch
mit einem Steril-Filter (Nalgene) filtriert. Die Proben wurden fir die Farbung wie folgt
vorbereitet: 10 ml 10% Formalin (Roth) wurden in das Medium, in dem die
Scaffoldscheiben kultiviert wurden, gegeben und flr 15 Minuten im Brutschrank bei
37°C inkubiert. Die komplette Flussigkeit wurde abgesaugt, 15 ml 10% Formalin wurde
erneut auf die Zellen pipettiert und fir 5 Stunden bei 4°C im Kihlschrank gelagert. Das
Formalin wurde abgesaugt, die Probe mit 15 ml Olrot-O-Farbelésung benetzt und fur
weitere 2 Stunden im Kihlschrank gelagert. Die Olrot-O-Féarbelésung wurde
abgesaugt, die Praparate mehrmals mit PBS gewaschen und anschliel3end in PBS bei

Phasenkontrastlicht fotografiert und dokumentiert.
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2.1.3 Semiquantifizierung von Zellen

2.1.3.1 Trypsin-/Kollagenaseverdau

Um die DNA aus den Zellen freizusetzen, wurden die besiedelten Scaffolds mit einer
Trypsin-/Kollagenasel6sung (Collagenase-Trypsin-Solution = CT-Solution) verdaut.
Sowohl Trypsin als auch Kollagenasen gehdren zu den Proteasen, die Eiweil3e spalten
und somit die Zellstruktur destruieren. Ein Achtelstick Scaffold wurde in 2 ml CT-
Solution tUber Nacht bei 37°C im Wasserbad verdaut und danach sorgfaltig mit einem
Vortexer gemischt. Anschlieend wurde fur 45 Minuten bei 4000 RPM zentrifugiert.

Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und bei -20°C gelagert.

2.1.3.2 Ermittlung des DNA-Gehalts durch Hoechst-Assay

Der Hoechst-Assay ist eine DNA-Quantifizierungsmethode bei der der Hoechst
33258-Farbstoff Bisbenzimidazol an die Desoxyribonukleinsdure (DNA) bindet,
wodurch es zu einer Fluoreszenzverstarkung, die zu einer Verschiebung der
Emissionswellenlange fuhrt, kommt. Die Konzentration der mit Farbstoff gebundenen
DNA ist linear zu den Emissionswerten. Die entstehenden Fluoreszensignale konnen
optisch gemessen werden. Fur diese Versuchsreihe wurden ASCs von drei der sechs
Patientinnen untersucht.

DNA vom Kalbsthymus (Sigma-Aldrich) wurde in einer Konzentration von 100 pg/mlin
PBS gelost, aliquotiert und bei -20°C aufbewahrt. Die Hoechst-Stocklésung (1 mg/ml
in TEN-Puffer (Apotheke MRI) wurde lichtgeschitzt bei 4°C gelagert. Die
Arbeitslésung wurde vor jedem Versuch aus 100 pl Stocklésung durch Verdunnung
mit 100 ml PBS frisch hergestellt. Eine DNA-Standardreihe in absteigender
Konzentration von 4000-62,5 ng/Well wurde als Duplikat mit der Limited-Dilution-
Methode hergestellt. Dabei wurden in die ersten beiden Wells (A1 und A2) einer
lichtundurchlassigen 96-Well-Platte (Brandt) jeweils 80 ul der Standard-DNA
(100 pg/ml) pipettiert. Abbildung 17 zeigt zur Veranschaulichung eine 96-Wellplatte als
tabellarische Darstellung. In den folgenden absteigenden Wells der ersten zwei
Spalten wurde jeweils 40 ul PBS pipettiert. 40 pl des ersten Wells mit reiner Standard-
DNA wurden mit dem darunterliegenden Well mit 40 pl vorgelegtem PBS durch auf-
und abpipettieren durchmischt. 40 pl dieser Mischung wurden wiederum in das nachst
darunterliegende Well pipettiert. Die Verdlinnungsschritte wurden bis Zeile G
entsprechend durchgefuhrt und die letzte Mischung verworfen. In Zeile H befand sich

40yl PBS als Leerwert. Hierdurch ergab sich eine Verdlinnungsreihe von
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4000/2000/1000/500/250/125/62,5 ng/Well. 40 pl der zu untersuchenden Proben
wurden in Triplikaten unverdinnt in die Wells pipettiert. Anschlie3end wurden 160 pl
der Hoechst-Arbeitslosung in die Wells pipettiert und die Platte lichtgeschutzt fir 20
Minuten inkubiert. Die fluorimetrische Messung erfolgte bei einer Anregung von
360 nm und einer Emissionsmessung von 460 nm im Photometer (Chameleon V
Multilabelreader, Deelux Labortechnik Godenstorf). Die dazugehorige Software

stammt von der Firma Mikrowin.
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Abbildung 17: Exemplarische Darstellung einer 96-Wellplatte in Tabellenform zur Veranschaulichung. (Eigene
Darstellung)

2.1.4 Bestimmung des Adiponektingehalts
2.1.4.1 Differenzierung zu Adipozyten

Adiponektin ist ein Peptidhormon, das im menschlichen Organismus hauptsachlich
von Adipozyten sezerniert wird. Besiedelte ACSs, wie in Kapitel 2.1.1.10 beschrieben,
wurden zu Adipozyten differenziert. Fur diese Versuchsreihe wurden ASCs ebenfalls
von drei der sechs 0.g. Patientinnen untersucht. Alle Scaffolds wurden nach Vierteilung
von ECGM befreit und zunachst mit einem Induktionsmedium vermischt. Dessen
Herstellung erfolgte durch Losung von 25 ml FKS (5%, Biochrom), 5ml Antibiotic-
Antimycotic (Gibco), 500 ul Insulin, eine Prise Hydrocortison (Sigma), 0,05 g IBMX (3-
Isobutyl-1-Methylxanthin, Sigma) und 0,01 g Indomethacin (Sigma) in 500 ml a-MEM
(Sigma) wurden, abschlieRend wurden die Scaffolds in 2 ml Losung pro Well kultiviert.
Nach 24 Stunden wurde der erste Uberstand als Ausgangskonzentration (0.
Supernatant) entnommen, nach weiteren 24 Stunden das Induktionsmedium
abgesaugt und mit Differenzierungsmedium versetzt. Dieses setzte sich aus 500 ml a-

MEM, 25 ml FKS, 5 ml Antibiotic-Antimycotic und 500 pl Insulin zusammen. Es wurde
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nach dem Schritt der Differenzierung an Tag 2, 5, 8, 11 und 14 der jeweils 1 ml

Uberstand abgenommen und bis zur Adiponektingehaltbestimmung bei -20°C gelagert.

2.1.4.2 Adiponektin-ELISA (Enzym-linked Immunosorbent Assay)

Die Adiponektinkonzentration der Proben wurde mit dem DuoSet® ELISA
Development-Kit von R&D Systems bestimmt, welches nach der ,Sandwich-
Methode* funktioniert. Ein capture-antibody (Fangerantikérper) am Boden eines Wells
bindet Adiponektin, das als mittlere Schicht in das Well gegeben wird. Die Menge des
gebundenen Adiponektin wird dann durch einen fluoreszierenden detecting-antibody
(Erkennungsantikorper) bestimmt. Die optische Dichte ist dabei proportional zur
Adiponektinkonzentration und wird photometrisch bestimmt. Alle Inkubationsschritte
fanden, sofern nicht anders beschrieben, bei Zimmertemperatur statt.

Zunachst wurden transparente 96-Well-Platten (Sigma-Aldrich) mit dem capture-
antibody beschichtet. Dafur wurde der capture-antibody als Arbeitslosung in einer
Konzentration von 2 ug/ml in PBS gel6st und jeweils 100 pl dieser Losung in ein Well
pipettiert, mit einer Deckfolie abgedeckt Uber Nacht inkubiert. Der Inhalt wurde
dekantiert, die Platte mit sauberen Zellstofftlichern abgetupft und jedes Well mit 400 pl
eines Waschpuffers gereinigt. Als Waschpuffer diente 0,05% Tween® (R&D Systems)
in PBS. Der Waschvorgang wurde zweimal wiederholt. Die Beschichtungsreaktion
wurde mit 300 ul eines Verdinnungsreagenz als Blockpuffer, 1% BSA (R&D Systems)
in PBS, pro Well gestoppt. Ab hier konnten Platten entweder zur direkten
Weiterverarbeitung genutzt oder bei -20°C gelagert werden. Fur den ELISA wurden
je 100yl der Probe in Triplikaten bzw. des Standards in Duplikaten in einer Verdinnung
von 1:2 bis 1:202 mit dem Verdunnungsreagenz in ein Well pipettiert. Der im Kit
mitgelieferte Standard wurde wie in Kapitel 2.1.2.2 beschrieben zur Herstellung einer
Standardkurve mit einer Ausgangskonzentration von 4000 pg/ml hergestellt. Die Platte
wurde mit einer Deckfolie abgeklebt fur zwei Stunden inkubiert. Danach wurde der
Inhalt dekantiert, die Platte mit sauberen Zellstofftichern abgetupft und es folgte
zweimal der oben beschriebene Waschvorgang. Nun wurden je 100 pl der detecting-
antibody-Arbeitslésung (2 ug/ml PBS) in die Wells pipettiert und fir weitere zwei
Stunden abgedeckt inkubiert. Der Inhalt wurde dekantiert, die Platte mit sauberen

Zellstofftichern abgetupft und wieder zweimal gewaschen. AnschlieRend wurden

2 Die optimale Verdunnung wurde in vorangehenden Versuchen mit dem Kit bestimmt.
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100 pl einer 0,5%igen Streptavidin-HRP-Arbeitslésung in PBS (Streptavidin konjugiert
mit Meerrettich-Peroxidase, englisch: horseradish-peroxidase, HRP, R&D Systems) in
die Wells pipettiert und lichtgeschitzt fur 20 Minuten inkubiert. Der Inhalt der Platte
wurde anschlieRend wieder dekantiert, mit frischen Zellstofftichern abgetupft und der
Waschvorgang sechsmal wiederholt. Danach wurden 100 pl einer Substrat-Lésung,
die sich 1:1 aus H202 (Color Reagent A, R&D Systems), und Tetramethylbenzidin
(Color Reagent B, R&D Systems) zusammensetzte in die Wells pipettiert und erneut
lichtgeschutzt fur 20 Minuten inkubiert, wonach eine Blaufarbung der Proben zu
beobachten war. Die Farbereaktion wurde mittels Hinzufigen von 50 pl 10%
Schwefelsaure H2S04 pro Well gestoppt. Ein Farbumschlag von blau auf gelb erfolgte
bei erfolgreichem Reaktionsablauf. Die Platte wurde unverzlglich einer optischen
Dichtmessung im Photometer (Multilabelreader, Deelux Labortechnik) bei einer
Wellenlange von 450 nm unterzogen. Bei der zugrundliegenden Software handelte es

sich ebenfalls um Mikrowin.

2.1.5 Datenauswertung

Alle Auswertungen und grafische Darstellungen der Rohdaten wurden mit Microsoft®
Excel 2011 fur Mac erstellt. Die Einzelwerte wurden in ihrer Einheit arithmetisch
gemittelt und die Standardabweichung (MW+SD) als Streuungsmaf bestimmt. Uber
die Standardkurve wurde die Regression ermittelt und damit die Werte der zu

untersuchenden Proben bestimmt.

2.2Dynamische in-vitro-Evaluierung von ASCs auf Scaffolds
FUr die Durchfihrung dieser Versuchsreihe wurden ASCs kultiviert 3,4 und auf 12
Scaffolds — 6 fir die Versuchsreihe im Bioreaktor und 6 fur die Versuchsreihe unter

statischen Kulturbedingungen in 50 ml Zentrifugenrohrchen (Falcon™) - verteilt.

3 Eine gleichzeitige Besiedlung der Scaffolds mit HUVECs (human umbilical vein
endothelial cells) war geplant, jedoch musste davon auf Grund einer Kontamination
der HUVECs wahrend ihrer Kultivierung abgesehen werden.

4 Die Gesamtzellausbeute ergab 8,2¢106 Zellen. Damit standen pro Scaffold nur ca.
6,8°105 Zellen zur Verfugung, entsprechend 4,2510s5 Zellen pro Gramm Scaffold
(Vergleich zur statischen Versuchsreihe in Minchen standen 2,510 Zellen pro

Gramm Scaffold zur Verfugung).
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Untersucht wurden Vitalitat und Proliferation auf den Scaffolds an Tag 10, 39 und 66.
An Tag 39 wurden die Proben zusatzlich mit SEM-Imaging untersucht. Zu jedem
Untersuchungszeitpunkt wurden pro Versuchsreihe dementsprechend 2 Scaffolds als
Doppeltbestimmung herangezogen. Die Aufteilung der Scaffolds sowie den gesamten
Versuchsaufbau flr die darauffolgenden Experimente zeigen Abbildung 18 und
Abbildung 19s. Die fur diesen Versuch verwendeten ASCs wurden von Prof. Tong Sie

Wah von der National University of Singapore bereitgestellt.

Zellen in Kultur nehmen

v

Besiedlung der Zellen auf 12 Scaffolds Tag 1
Kultivierung im 3D-Bioreaktor Statische Kultivierung
von 6 Scaffolds von 6 Scaffolds
Je 2 Scaffolds Probenentnahme fiir Proliferations-und Vitalitatshbestimmung Tag 10
Je 2 Scaffolds Probenentnahme fiir Proliferations-und Vitalitatsbestimmung Tag 39
+SEM-Imaging
Je 2 Scaffolds Probenentnahme fiir Proliferations-und Vitalitatsbestimmung Tag 66

Abbildung 18: Schematischer Experimentaufbau dynamische Versuchsreihe. (Eigene Darstellung)

5 Die statische Versuchsreihe musste wegen Kontamination an Tag 27 abgebrochen
werden
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. Live-Dead-
PicoGreen® Assay, SEM
PicoGreen® PicoGreen®

Abbildung 19: Schematische Darstellung eines Scaffolds in 4 gleich grofRe Stlcke fiir die einzelnen Versuche.
(Eigene Darstellung)

2.2.1 Von der Kultivierung zur Besiedlung mit ASCs auf Scaffolds
2.2.1.1 Kultivierung der ASCs

Die ASCs wurden in Petrischalen (10 cm Durchmesser) mit DMEM + Glutamax
(Dulbecco’s modified eagle’s medium, Gibco) + 10% FKS (Research Instruments PTE
LTD) + PenStrep (Gibco) kultiviert. Nach der Zellernte und Expansion in neun 175 cm2
Kulturflaschen (Corning SciMed Asia) wurden die ASCs flr 12 Tage im Brutschrank
bei 37°C und 5% CO2 (Jouan Universal Co2 Incubator IGO150) kultiviert, wobei eine
Zellexpansion durch Splitting im Verhaltnis von 1:3 am 4. und am 9. Tag stattfand. Die
Zellen wurden im oben erwahnten Medium kultiviert. Ein Mediumwechsel erfolgte alle
2-3 Tage.

2.2.1.2 Zellexpansion

Die Zellexpansion wurde wie in Kapitel 2.2.1.2 beschrieben durchgefuhrt. Als in dieser
Arbeit noch nicht beschriebene Materialien und Geraten wurden Trypsin/EDTA (TE)
von Gibco, ein Lichtmikroskop (Olympus, CK40 with Camera Olympus DP25, Japan)

und eine Zentrifuge (Sartorius Sigma 3 to 18K) verwendet.

2.2.1.3 Zellerntezahl
Die Zahl der Zellen pro 175 cm2 Kulturflasche wurde mit Hilfe des cellcounters (Bio-
Rad TC10 Automated Cell Counter) ermittelt.
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2.2.1.4 Vitalitatsbestimmung mit Trypanblau
Die Farbung der Zellen mit Trypanblau 0,4% (Sigma) sowie die Bestimmung der

Lebendzellzahl erfolgte wie in Kapitel 2.1.1.6 erlautert.

2.2.1.5 Herstellung von Fibrinkleber

Der Fibrinkleber wurde wie in Kapitel 2.1.1.7 beschrieben hergestellt und in Aliquotes
bei -20°C gelagert. Fibrinogen, Trasylol, Thrombin, und Thrombinpuffer stammten von
Baxter Healthcare Asia Pte Ltd.

2.2.1.6 Steigerung der Hydrophilitéit der Scaffoldoberfldche
Hier erfolgte der Ablauf analog zu Kapitel 2.1.1.8.

2.2.1.7 Sterilisierung der Scaffolds

Die Scaffolds wurden wie in Kapitel 2.1.1.9 beschrieben sterilisiert. Zusatzlich wurde
ein Sterilisationstest durchgeflihrt, indem die Scaffolds Gber Nacht in Medium gelagert
wurden. Bei einer unvollstdndigen Sterilisation der Scaffolds kommt es zu etwaigen
Kontaminationen, die lichtmikroskopisch nachgewiesen werden konnen. Bei
negativem Sterilisationstest, konnte das Medium abgesaugt und die Scaffolds

getrocknet werden.

2.2.1.8 Besiedlung und Kultivierung der Scaffolds mit ASCs

Der Fibrinkleber wurde wie in Kapitel 2.2.1.5 hergestellt und analog 1:4 mit Medium
verdunnt, dabei handelte es sich um DMEM+Glutamax (Dulbecco’s modified eagle’s
medium, Gibco) + 10% FKS (Research Instruments PTE LTD) + PenStrep (Gibco). Es
wurden pro Scaffold 1,2 ml verdinnter Fibrinkleber hergestellt. Das Scaffold wurde mit
der konvexen Seite nach unten mit 300 ul der beschrieben Thrombin-Medium-L6sung
benetzt. AnschlieRend wurden die gesamten 600 ul Fibrinogen-Zell-Medium-Lésung
auf das mit Thrombin benetzte Scaffold transferiert und mit den tbrigen 300 pl der
Thrombin-Medium-Lésung bedeckt. Beimpfte Scaffolds fur die statische
Versuchsreihe wurden anschlieffend steril in 50 ml Falcontubes (Thermo Scientific
Nunc) im Brutschrank mit DMEM+Glutamax (Dulbecco’s modified eagle’s medium,
Gibco) + 10% FKS (Research Instruments PTE LTD) + PenStrep (Gibco) kultiviert. Ein
Mediumwechsel erfolgte alle 2-3 Tage. Die Scaffolds wurden fir die dynamische

Versuchsreihe mit Nadeln durchgestochen, durch gekirzte Gummischlauche als
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Stopper an der Nadel in ihrer Position fixiert und in ein Gefals mit 2,51 des o.g.
Mediums transferiert. Vergleich Abbildung 20. AnschlieBend wurde der Bioreaktor

(TisXell Biaxial Bioreactor, Quintech Life Sciences) gemaly Protokoll in Betrieb

genommen. Ein Mediumwechsel fur den Bioreaktor fand alle 2 Wochen statt.

Abbildung 20: Aufbau Bioreaktor. A) Einsetzen der durchgestochenen TECs. B) Zuschrauben des Gefalles. C)
Bioreaktorgefal® mit Scaffolds. Zu erkennen sind die Nadel, an denen die TECs fixiert sind. Das Gefal} ist mit
Nahrmedium gefillt. D) Der Bioreaktor ist in einem Brutschrank installiert. E) Bioreaktor-Einstellungen auf dem
Display. (Eigene Darstellung)

2.2.2 Qualifizierung von Zellen

2.2.2.1 Rasterelektronenmikroskopie
Siehe Kapitel 2.1.2.1.

2.2.2.2 Hellfeldmikroskopie
Die Zellen wurden unter einem Lichtmikroskop (Olympus, CK40 with Camera Olympus
DP25, Japan) beurteilt und fotodokumentiert.
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2.2.2.3 Vitalitatsfarbung mit FDA+PI — Lebend-/Totfarbung

Analog zu Kapitel 2.1.2.2 wurde eine Farbeldésung aus Propidiumiodid Pl (Sigma-
Aldrich) und Fluoresceindiacetat FDA (Sigma-Aldrich) verwendet. Die FDA-
Farbeldosung wurde im Verhaltnis von 1:100, die PI-Farbeldsung im Verhaltnis von 1:25
mit PBS verdinnt. Jede zu untersuchende Probe wurde zweimal in PBS gewaschen
und wie oben beschriebenen in verdunnter FDA-Farbelosung fur 15 Minuten im
Brutschrank bei 37°C inkubiert. Die Probe wurde daraufhin erneut zweimal in PBS
gewaschen. Die Anschliefende Inkubation mit der PI-Farbelosung erfolgte fur 2
Minuten bei Raumtemperatur. Ein letztes Waschen mit PBS folgte, bevor die Proben
innerhalb von 30 Minuten mittels Konfokalmikroskopie fotodokumentarisch

festgehalten wurden.

2.2.3 Semiquantifizierung von Zellen

2.2.3.1 Trypsin-/Kollagenaseverdau

Der Versuchsaufbau ist analog zu Kapitel 2.1.3.1. In dieser Versuchsreihe wurde je
ein Viertel eines Scaffolds mit einem Skalpell in weitere acht Teile mit einem Skalpell
geschnitten und in 2 ml CT-Solution fur drei Stunden im Brutschrank inkubiert, wobei
zu jeder Stunde die Proben grindlich durch vortexen vermengt wurden. Anschlie3end
wurden die Proben zur Lagerung bei -80°C tiefgefroren und zur erneuten Verwendung
im Wasserbad bei 37°C zlgig aufgetaut und gevortext. Dieser Vorgang wurde dreimal
wiederholt. AbschlieBend wurden die Proben fur 45 Minuten bei 4000 RPM

zentrifugiert. Der Uberstand wurde wie in Kapitel 2.1.3.1 beschrieben gesammelt.

2.2.3.2 Ermittlung des DNA-Gehalts durch PicoGreen®-Assay

Die Ermittlung des DNA-Gehalts wurde mit dem Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA
Reagent and Kit (Invitrogen) durchgeflhrt. Dabei wird doppelstrangige DNA durch
Fluoreszenzfarbung quantifiziert. Eine High-Range Standardkurve mit 2 ug/ml DNA-
Stocklésung wurde hergestellt. Zu je 100 yl unverdiinnter Probe wurden 100 pl
Arbeitslosung des Reagenz in eine lichtundurchlassige 96-Wellplatte (Thermo
Scientific Nunc) pipettiert. Bei der Arbeitslosung handelte es sich um eine 200-fach
verdunnte Losung des Quant-iT™ PicoGreen ® - Reagenz in TE Puffer (10 mM Tris-
HCI, 1 mM EDTA, pH 7.5). Die Platte wurde fur 2-5 Minuten lichtgeschitzt inkubiert
und anschlief3end bei einer Wellenlange von 480 nm Exzitation und 520 nm Emission

photometrisch (Tecan Infinite F200) gemessen.
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2.2.4 Datenauswertung

Die graphische Auswertung aller Daten wurde mit Microsoft® Excel® fur Mac 2011
durchgefiihrt. Von allen ermittelten Daten wurden die arithmetischen Mittelwerte mit
Standardabweichung (MW<SD) als Streuungsmal} bestimmt. Uber

Regressionsanalysen wurden Zusammenhange zwischen den Faktoren demonstriert.
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3 Ergebnisse

3.1Ergebnisse statische in-vitro-Evaluation von ASCs auf Scaffolds

3.1.1 Rasterelektronenmikroskopie

In der Rasterelektronenmikroskopie stellte sich die Oberflache von nativen,
unbesiedelten Scaffolds eher glatt strukturiert mit abwechselnd zarten Rillen und

kleinen Unebenheiten dar. Zudem kam die verschachtelnd anmutende

Scaffoldkonstruktion mit einer balkenartigen Struktur zur Darstellung, s. Abbildung 21.

35x, 3kV, WD 21 — 700 pm — 350x, 3kV, 21 WD F—70 pm —

Abbildung 21: Visualisierung der nativen Scaffoldoberflache und deren Bauweise. A. 35-fache VergréRerung,

Darstellung mehrerer Fibrillen. B. 350-fache VergréRerung, Darstellung Oberflache einer Fibrille. (Eigene
Darstellung)

Abbildung 22 dient der Veranschaulichung der rasterelektronenmikroskopischen
Morphologie von einzelnen ASCs auf dem Scaffold nach 5 Tagen Besiedlungszeit. Zur
Darstellung kommen langgestreckte, spindelformige Zellen, die auf der
Scaffoldoberflache adharieren. Dieser Befund ist gut vereinbar mit ASCs. Aufgrund
von fehlenden Stérungen durch andere Materialien oder Strukturen eignete sich die

Besiedlungstechnik ohne Fibrinkleber daflir am besten.
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300 ym — =70 pm —
75x, 3kV, nach 5 Tagen Besiedlung von 2,5x105 Zellen ASCs pro g Scaffold 350x, 3 kV, nach 5 Tagen Besiedlung von 2,5x10¢ Zellen ASCs pro g Scaffold

Abbildung 22: Einzelne ASCs. A. Scaffoldarchitektur mit einzelnen ASCs nach 5 Tagen, die ohne Fibrinkleber
besiedelt wurden. B. vergréferter Ausschnitt von A. Es sind hochaufldsend einzelne ASCs erkennbar (griine Pfeile).
(Eigene Darstellung)

Abbildung 23 zeigt abwechselnd teppich- und netzartig haftende Zellrasen, die sich
wie ein Film auf das Scaffold legen. In Bild C erscheint beispielhaft der Zellverbund
leicht flachendeckender, als auf den anderen Aufnahmen. Hier erkennt man zudem
das Zerreilen und Anheben des Zellrasens durch den Trocknungsprozess vor
Bildgebung. In der 150-fachen VergroRerung werden einzelne Zellen im Zellrasen mit
ihrer fur ASCs charakteristischen Morphologie sichtbar, s. Abbildung 24.
Elektronenmikroskopisch zeigte sich optisch kein wesentlicher Unterschied zwischen
den mit oder ohne Fibrinkleber besiedelten Konstrukten. In den bildgebenden
Versuchsreihen wurde daher zur besseren Beurteilung der Zell-Scaffold-Interaktion
auf Fibrinkleber bei der Besiedlung, wenn nicht anders angegeben, weitestgehend
verzichtet und fibrinbesiedelte Konstrukte nur teilweise als Vergleich herangezogen.
FUr die Proliferations- und Adiponektinassays wurde Fibrinkleber auf Grund des
besseren Handlings bei der Zellbeimpfung verwendet. Darauf wird in der Diskussion

naher eingegangen.
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Skv X150  100um Skv X150  100pm

X150  100pm 5kV X150  100pm 5kv X150  100pm

Abbildung 23: Besiedlung von Scaffolds mit 2,5x106 ASCs obere Reihe a-c. ohne, untere Reihe A-C. mit
Fibrinkleber nach 14 Tagen exemplarisch von drei unterschiedlichen Patientinnen a/A-c/C. (Eigene Darstellung)

5kV X150 100pm 5kV X150 100pm

Abbildung 24: Vergrofierte Darstellung SEM. Ebenfalls Besiedlung von Scaffolds mit 2,5x10e ASCs ohne
Fibrinkleber nach 14 Tagen in Kultur einer weiteren Patientin, hier vergrofiert zur besseren Darstellung des
Zellrasens (blaue Pfeile). (Eigene Darstellung)

3.1.2 Vitalitatsfarbung mit FDA-PI — Lebend-/Totfarbung

Die Farbung und Messung wurden nach 5, 14 und 35 Tagen durchgefihrt. Abbildung
25 zeigt exemplarisch Vitalitatsfarbungen mit FDA+PIl besiedelter Konstrukte.
Insgesamt zeigte sich ein vitaler Zellrasen mit gleichmaRiger Verteilung auf den
Scaffolds. Es sind kaum oder nur vereinzelt tote Zellen sichtbar, was flr optimale
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Kulturbedingungen spricht. Daher erubrigte sich die Auszahlung und Bildung eines

Lebend-/Tot-Verhaltnisses.

Tag 5 Tag 14 Tag 35

Abbildung 25: Vitalitatsfarbung mit FDA+PI nach 5, 14 und 35 Tagen: Vitale Zellen sind in griin, tote in rot dargestellt
(s. Pfeile). Obere Reihe 10-, mittlere Reihe 40-, untere Reihe 60-fache VergrofRerung. Besiedlung ohne Fibrinkleber.
Die Balken stellen 200 ym dar. (Eigene Darstellung)

3.1.3 Adhasion der Zellen — Phalloidinfarbung

In der Phalloidinfarbung stellte sich das F-Aktin des Zytoskeletts leuchtend grun dar.
Gemessen wurde an Tag 5, 14 und 35. Die folgenden Abbildungen zeigen
reprasentativ unterschiedliche Eigenschaften der Zellverbande. Vergleich Abbildung
26. In allen Aufnahmen sieht man bereits an Tag 5 eine homogene, die Konstrukte
ummantelnde Verteilung von Zellen. Abbildung 27 stellt eine Gegentberstellung von

besiedelten Konstrukten mit und ohne Fibrinkleber dar.
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Abbildung 26: Phalloidinfarbung. Obere Reihe: exemplarisch phalloidingefarbte Zellen an den Tagen 5, 14 und 35
in 10-facher, untere Reihe: in 40-facher VergroRerung. (Eigene Darstellung)

Abbildung 27: Vergleich Phalloidinfarbung mit und ohne Fibrinkleber. Dargestellt sind mit ASCs besiedelte Scaffolds.
In den oberen Bildhalften sind fluoreszenz- in den unteren Bildhalften phasenmikroskopische Aufnahmen
dargestellt. In beiden Darstellungstechniken Iasst sich das Anhaften von Zellen auf dem Scaffold nachweisen (siehe
dinne Pfeile). Phasenmikroskopisch sind die sogar uber das Scaffold (mit Stern markiert ) hinausreichende
Zelladhasionen zu erkennen (dinner Pfeil). a. Exemplarische Abbildung fiir die Scaffoldbesiedlung ohne Fibrin; b.
Exemplarische Abbildung unter Einsatz von Fibrin. Dabei zeigten sich leicht porenfiillendere Zellverbande (dicker
Pfeil). WielRe Balken stellen 200 um dar. (Eigene Darstellung)
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3.1.4 Olrot-O-Firbung

Gemessen wurde, nachdem die ASCs zu Adipozyten differenziert wurden, an Tag 5,
14 und 17. Gut zu erkennen sind die kleinen orange-rotgefarbten Lipideinschlisse, s.
Abbildung 28, hinweisend auf adipogene Differenzierung der Zellen. Des Weiteren

sind die lipophilen Scaffolds angefarbt.

Abbildung 28: Olrot-O-Farbung nach 14 Tagen Besiedlung ohne Fibrinkleber, exemplarisch von zwei Patientinnen,
A und B. Die weillen Pfeile zeigen rotgefarbte Lipideinschlisse. Die Balken (schwarz und weil) stellen 200 ym dar.
(Eigene Darstellung)

3.1.5 Wachstumsverhalten - Hoechst-Assay

Fuar die Erstellung der Graphiken eigneten sich die Ergebnisse von jeweils 3
Patientinnen. In den Ubrigen Proben konnten keine reproduzier- und verwendbaren
Resultate erzielt werden und wurden nicht weiter verfolgt. Die Proben der Patientinnen
waren zur Identifikation mit Nummern versehen. Bei den hier angegebenen Ziffern
handelt es sich um die nicht numerisch geordneten jeweiligen Identifikationsnummenrn,
die beibehalten wurden. Untersucht wurde die Proliferation der ASCs mit dem Hoechst
33258-Farbstoff Bisbenzimidazol. Es fanden Untersuchungen von auf den Well-
Besiedlungsflachen kultivierten ASCs (5104 ASCs auf 8,87 cm2/Well), nachfolgend
als Wellplattengruppe bezeichnet, sowie von auf Scaffolds kultivierten Zellen (2,5+106
ASCs/g Scaffold), nachfolgend als Scaffoldgruppe bezeichnet, statt. Abbildung 29

zeigt die Proliferationsverlaufe. Dabei lasst sich ein Anstieg des DNA-Gehalts bei allen
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hier gezeigten Proben Uber einen Beobachtungszeitraum von 11 Tagen erkennen. Der
DNA-Gehalt in der Wellplattengruppe bei einer Patientin lag bei maximal
258,9 +4,2 ng/ml, in den Untersuchungen der Scaffoldgruppe bei maximal
261,2 £ 97,5 ng/ml nach 11 Tagen. Die Proliferationen auf den Scaffolds steigen, nach
zunachst einem Tief an Tag 8, zu einem steileren Anstieg an als in der
Wellplattengruppe, in der ein kontinuierlicherer Anstieg zu verzeichnen war. Insgesamt
war der finale DNA-Gehalt in beiden Gruppen etwa gleich hoch. Die

Standardabweichungen lagen in der Scaffoldgruppe hoher.

Hoechst-Assay Wellplattengruppe Hoechst-Assay Scaffoldgruppe

300

ng/mi DNA

w—Patientin 3 -Patientingd =

Abbildung 29: DNA-Gehalt. a. DNA-Gehalt der einzelnen Proben kultiviert auf 8,87 cm2 6-Well-Platten mit einer
Ausgangszellzahl von 50.000 Zellen pro Well. b. DNA-Gehalt der einzelnen Proben kultiviert auf Scaffolds mit
2,5+106 Zellen pro Gramm Scaffold dar. (Eigene Darstellung)

3.1.6 Adiponektinsekretion

Nach Differenzierung der ASCs zu Adipozyten stieg der Adiponektingehalt im Laufe
der Zeit sowohl in der Wellplattengruppe, als auch in der Scaffold-Gruppe stetig an,
wobei zu erkennen ist, dass in der Scaffoldgruppe trotz hoherer Ausgangszellzahl bei
der Beimpfung der Adiponektingehalt deutlich niedriger ist als in der erstgenannten
Gruppe. Maximal 13084,5 + 492,8 ng/ml in der Wellplattengruppe bei Patientin 7 im
Vergleich zu maximal 4742,3 + 648,1 ng/ml bei Patientin 3 an Tag 11 in der
Scaffoldgruppe. Auch hier war der Standardfehler in der Scaffoldgruppe insgesamt
groRer als in der Wellplattengruppe, auch wenn die Diskrepanz zwischen den beiden
Gruppen weniger ausgepragt ist wie in den Proliferationsassays. Vergleiche Abbildung
30.
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Abbildung 30: Adiponektingehalt. Dargestellt sind exemplarisch Proben von drei unterschiedlichen Patientinnen. a.
ASCs kultiviert auf 8,87 cm2 6-Well-Platten mit einer Ausgangszellzahl von 50.000 Zellen Pro Well (Wellplatten-
Gruppe), b. ASCs kultiviert auf Scaffolds mit 2,5¢106 Zellen pro Gramm Scaffold (Scaffold-Gruppe), dar. Zu
erkennen ist ein Anstieg des Adiponektingehalts in beiden Gruppen. Der Adiponektingehalt in der Scaffold-Gruppe
ist jedoch trotz deutlich héherer Ausgangszellzahl fast nur halb so hoch wie in der Well-Gruppe.

3.2Ergebnisse dynamische in-vitro-Evaluation von ASCs auf Scaffolds

3.2.1 Rasterelektronenmikroskopie

Elektronenmikroskopisch liel3 sich im Gegensatz zu statischen Bedingungen eine
flachendeckendere, teilweise vollstdndig porenausfillende Zellrasenbildung
feststellen. Ein teppichartiger Zellrasenaufbau unter statischen
Kultivierungsbedingungen lasst sich jedoch auch in dieser Versuchsreihe teilweise

nachweisen. Vergleiche hierzu Abbildung 31.

2
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Abbildung 31: SEM-Darstellung. Scaffoldporenausfiillender Zellrasen (weile Pfeile) nach 39 Tagen in Kultur linke
und mittlere Spalte jeweils obere und untere Reihe (A-E). Rechte Spalte oberes Bild (C) stellt eine VergréRerung
des oberen Bildes in der mittleren Spalte (B) dar. Rechte Spalte unteres Bild (F) zeigt exemplarisch einen
spinnennetzartigen poreniiberbriickenden Zellverbund (gelber Pfeil) unter statischen Bedingungen nach 10 Tagen.
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3.2.2 Hellfeldmikroskopie und Vitalitatsfarbung mit FDA-PI - Lebend-
[Totfarbung

An Tag 10 wurde sowohl die dynamische als auch statische Versuchsreihe untersucht,

an Tag 39 konnte aus Kontaminationsgrinden nur die dynamische Reihe untersucht

werden. Hierbei zeigte sich im Vergleich zu statischen Kultivierungsbedingungen nach

10 Tagen eine deutlich dichtere, porenausfullende Zellverteilung, s. Abbildung 32. In

der Vitalitatsfarbung zeigten sich nur vereinzelt tote Zellen, s. Abbildung 33, so dass

auch hier aufgrund guter Kulturbedingungen auf ein Auszahlen und Berechnen des

Lebens-/Tot-Verhaltnisses verzichtet werden konnte.

300 )

Abbildung 32: Hellfeldmikroskopie. ASCs nach 10 (a) und 39 (b) Tagen unter dynamischen Kulturbedingungen. Im
Zentrum der Scaffoldpore (gestrichelter Kreis) zeigt sich im zeitlichen Verlauf ein dichteres Zellwachstum. Gelbe
Pfeile zeigen auf einzelne Zellen, Scaffold markiert mit X. ¢ stellt Zellen nach 10 Tagen unter statischen
Kultivierungsbedingungen dar. Hier sieht man im Vergleich zu a im Zentrum weniger Zellen.

Abbildung 33: Lebend-/Totfarbungen nach 10 (a) und 39 (b) Tagen unter dynamischen Bedingungen. Hier zeigte
sich eine zunehmende Verdichtung des Zellenverbandes. Dieser war noch nach 39 Tagen vital mit einer
vernachlassigbar geringen Zahl avitaler Zellen (rot gefarbt, weile Pfeile, Scaffold markiert mit X); c. Zellen nach 10
Tagen unter statischen Kultivierungsbedingungen im Vergleich.

3.2.3 Wachstumsverhalten - PicoGreen®-Assay
Gemessen wurde der DNA-Gehalt von auf Scaffolds ausgesiedelten ASCs unter

dynamischen Kultivierungsbedingungen im biaxialen 3D-Bioreaktor an den Tagen 10,
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39 und 65 mit dem Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA Reagent and Kits (Invitrogen). Die
statische Versuchsreihe musste aufgrund von Kontamination abgebrochen werden, so
dass hier nur Tag 10 zur Darstellung des DNA-Gehalts ausgewertet wurde. Dieser lag
bei 513,7 £ 142,9 ng/ml. In der dynamischen Kultivierung zeigte sich ein leichter Abfall
der Proliferation zum zweiten Messzeitpunkt von 498,4 + 56,7 ng/ml auf 333,8 + 93,7
ng/ml. im Verlauf stieg der Gehalt Uber den Ausgangswert hinaus auf 1008,5 + 442,8
ng/ml an. Vergleiche Abbildung 34.

DNA-Gehalt unter dynamischen Bedingungen im biaxialen 3D-
Bioreaktor
1600

1400
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800 w—DN AG chalt
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DNAGehalt statsch

-

Tag 10 Tag39 Tag 65

Abbildung 34: Proliferation der Zellen unter dynamischen Kultivierungsbedingungen tber die Zeit. Der DNA-Gehalt
wurde durch Fluoreszenzfarbung der doppelstrangige DNA photometrisch gemessen und relativ zu Tag 10
aufgetragen. Der griine Punkt zeigt den DNA-Gehalt der statischen Versuchsreihe nach 10 Tagen [n=6].
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4 Diskussion

Zum Zeitpunkt der Durchflihrung der vorliegenden Experimente befand sich die Idee
eines patientenspezifischen biodegradierbaren Scaffolds zur Brustrekonstruktion mit
autologen Fettinjektionen noch in den Anfangen. Ziel dieser Arbeit sollte die
Durchfuhrung erster hierfur richtungsweisender Versuche sein. Im Fokus dieser Arbeit
stand die Beurteilung des Zellwachstumsverhaltens mit besonderem Augenmerk auf
die brustférmige Nachbildung eines auf 3D-Imaging-basierend gefertigten Scaffolds
sowie die Untersuchung von Zell-Scaffold-Interaktionen. Finale Zielsetzung ist der
klinische Einsatz von auf computergestitzter Anfertigung (computer-aided
manufacturing, CAM)) basierenden patientinnenspezifischen Scaffolds flr die
individuelle Brustrekonstruktion. Der supportive Einsatz von Lipoinjektionen soll zu
einem noch authentischeren Rekonstruktionsergebnis  beitragen. Die
biodegradierbaren Scaffold werden nach erfullter Funktion abgebaut. In diesem
innovativen Konzept werden mehrere Technologien integriert: 3D-Bildverarbeitung,
Scaffolddesign mit besonderen Biomaterialien, additive Biofertigung, Tissue
Engineering und chirurgische Expertise. Diese Arbeit dient als Grundlagenforschung
und zeigt auf Laborebene, dass Zelluberleben und -wachstum sowie Adipogenese auf
den hier behandelten Scaffolds mdglich ist. Zudem wurden die Scaffolds hinsichtlich
der Optimierung unterschiedlicher Kultivierungsmethoden untersucht. Dabei war eine
zentrale Herausforderung dieser vorliegenden Arbeit die Generierung von ausreichend
ASCs. Die Kultivierung von hohen Zellzahlen brachte u.a. die rdumlichen Kapazitaten
wie z.B. die Lagerung von Kulturflaschen in Brutschranken, an ihre Grenzen. Dies
limitierte entscheidend weitergehende Untersuchungen oder Wiederholungen von
Versuchen.

Auf dem Einsatzgebiet patientenspezifischer brustformiger Scaffolds wurden
mittlerweile Tierversuche im Klein- und Grofdtiermodell durchgefihrt und grofRe
Fortschritte erzielt, aus denen neue Erkenntnisse gewonnen wurden. Daher wird an
dieser Stelle auf den momentanen Wissensstand eingegangen. Der
Forschungsgruppe um Hutmacher (Brisbane, Australien) gelang es im Groldtiermodell
ohne das Hinzuziehen externer adipogenesefordernder Substanzen und
vorangehende Zellkulturen grof3volumiges Fettgewebe 2zu generieren, was
bekanntermallen besonders herausfordernd ist [122, 126]. Im zeitlichen Verlauf fand

nahezu keine Resorption statt. Daruber hinaus untersuchten sie den Einsatz klein- bzw.
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grol3formatiger brustférmiger Scaffolds mit unterschiedlichem Porenanteil aus
Polycaprolacton-Biopolymeren [21, 22].

Im Kleintiermodell lag der Hauptfokus im Design und in der Herstellung von
patientenspezifischen  Scaffolds. Hierbei ~wurde die Brustform  einer
Brustkrebspatientin mit einem 3D-Laser erfasst und via computergestitztem Design
ein Scaffold erstellt. Dabei wurde das Originalvolumen proportional verkleinert. Die
Scaffolds wurden zunachst mit Fibrinkleber und humanen umbilikalen perivaskularen
Zellen besiedelt und fur vier Wochen unter statischen Bedingungen und anschlie3end
in einem biaxial rotierenden Bioreaktor fir zwei Wochen dynamisch kultiviert.
Anschliellend wurden die besiedelten Konstrukte (tissue engineered constructs, TECs)
mit humanen umbilikalen vendsen endothelialen Zellen besiedelt und anschliel3end in
subkutanen Taschen beidseits an den Flanken der Ratten implantiert wurden. Es
zeigten sich in allen Konstrukten Uber einen Beobachtungszeitraum von bis zu 6
Monaten eine Angiogenese und Fettgewebsbildung. Letztere vergroRerte sich anteilig
uber alle untersuchten Zeitrdume. Dabei war es in den Studien besonders schwierig
Fettgewebe im Zentrum der Scaffolds zu generieren [21].

Es bleibt allerdings insgesamt offen, inwiefern sich der Einsatz von Zellkulturen im
Klinikalltag vorteilsbringend nutzen lasst [21]. Eine Schwierigkeit sind dabei vor allem
die Grenzen der technischen und kapazitdaren Umsetzung auf Grund der hohen
Mengen an zu generierenden Zellen, welche auch eine Herausforderung in dieser
Arbeit war. Daher ist die 6konomische und sinnvolle Integration von vorangehender
Besiedlung realgrof3er Scaffolds mit ASCs im Klinikalltag fragwirdig. Zunachst sind
Isolierung, Expandierung und Beimpfung der ASCs auf Scaffolds zeitaufwendig und
materialverbrauchend [144, 145]. Eine andere Schwierigkeit stellt das Hinzuziehen
adipogenesefordernder Substanzen dar [43, 130]. Bedenken bestehen wie bereits in
Kapitel 1.3.4 erortert insbesondere aufgrund eines vermuteten Zusammenhangs zur
Forderung der Rezidivbildung oder Neuentstehung von Brustkrebs durch
angereicherte Lipoaspirate nach vorangegangener Mammaablation [142]. Da ASCs
Wachstumsfaktoren und Zytokine sezernieren, die zwar die Gewebsregeneration und
Vaskularisation unterstutzen, jedoch auch verantwortlich fir das Krebswachstum sind
[5,121,151, 156, 169), muss hier die Moglichkeit einer Kostimulation diskutiert werden.
Die momentane Studienlage deutet allerdings daraufhin, dass das alleinige Lipofilling
bei Patienten mit niedrigem (Ruckfall-)Risiko fur Brustkrebs sicher zu sein scheint [170].

Diese Ansicht wurde auch in einer kurzlich erschienenen Studie von Orbay et al. aus
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dem Jahr 2018 vertreten. Allerdings wird von der Anreicherung mit ASCs und anderen
Wachstumsfaktoren bei Patientinnen nach einer Brustkrebsresektion weiterhin eher
abgeraten [120]. Eine eindeutige Risikobewertung ist zum jetzigen Zeitpunkt aufgrund
unzureichender Studienlage noch nicht moglich. Besonders grundlich sollte
Fibrinkleber mit seinen wachstumsférdernden Eigenschaften untersucht werden, sollte
er auch zukunftig klinisch zum Einsatz kommen.

Die Idee wurde daher auf Grund der beschriebenen Limitationen weiterentwickelt und
im Groldtiermodell experimentell angewendet. Einerseits sollte so das Problem der
vorangehenden aufwendigen Zellkultivierung umgangen, andererseits auf die
Anreicherung mit starken, externen adipogenen Stimuli wie beispielsweise
Fibrinkleber oder Stammzellen verzichten werden. Das resultierende Konzept
orientierte sich daran den Empfangerorganismus als Bioreaktor zu nutzen. Dabei
erwies es sich als besonders vielversprechend die Scaffolds zu implantieren und einer
Pravaskularisierungszeit von zwei Wochen zu unterlegen. In dieser Zeit konnte sich
durch Bildung von Blutgerinnseln ein Fibrinnetzwerk ausbilden. AnschlieRend wurden
die Scaffolds mit autologem Fettaspirat unterspritzt. Es handelt sich folglich um ein
zweizeitiges Vorgehen. Untersucht wurden drei Gruppen: In der ersten Gruppe wurden
nur Scaffolds, in der zweiten die Scaffolds mit Fettaspiraten implantiert und der dritten
Gruppe die Scaffolds zunachst implantiert und nach zwei Wochen
Pravaskularisierungszeit ebenfalls mit Fettaspiraten unterspritzt. Dabei zeigte sich der
hochste relative Fettgewebsanteile in der dritten Gruppe, was die Autoren auf die
adipogeneseférdernde Wirkung des Fibrinnetzwerks zurlckflhrten [26, 98]. In der
ersten Gruppe bildete sich durch mangelnde adipogene Stimuli Uberwiegend
hochdifferenziertes Bindegewebe. Die Ergebnisse zeigen, dass je nach
Therapieregime bedarfsgerechte Ansatze nach maligeschneiderter Manier
durchgefuihrt werden kdnnen. Bei einer Brustaugmentation steht das authentische
Gefuhl im Vordergrund, so dass die groRtmogliche Fettgewebsgenerierung im
Vordergrund steht. Hierzu wirde sich die Methode der dritten Gruppe des
Groldtiermodells am besten eignen. Im Falle einer Rekonstruktion nach
Brustkrebsresektion hingegen sollte, um eine Rezidiv zu vermeiden, mdglichst die
Generierung von hochdifferenziertem Bindegewebe angestrebt werden. Daflr wirde
sich die reine Scaffoldimplantation ohne additive Lipoinjektion besser eignen.

Momentan befinden sich weitere gro3er angelegte Studien in Durchfuhrung [21].
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Ein weiterer entscheidender Faktor flir die erfolgreiche Fettgewebsgenerierung ist der
Einfluss mechanischer Krafte. Chhaya et al. nahmen an, dass sich mechanischer
Stress negativ auf die Neoadipogenese auswirkt [183], so dass sie ein Scaffold
konzipierten, das hart und stabil genug ist die Adipogenese vor inneren Kraften wie
Kontrakturen wahrend der Wundheilung und aufieren mechanischen Einflissen wie
beispielsweise Sport zu schitzen. Dartber hinaus uben die Scaffoldarchitektur und -
beschaffenheit einen grofen Einfluss auf die Fettgewebsformierung aus [22, 111].
Chhaya et al. postulieren, dass ein langsam degradierendes Biopolymer mit einer
PorengroRe zwischen 1-2 mm eine Vaskularisierung und damit eine nachhaltige
Fettgewebsregenerierung begunstigen. Die in dieser Arbeit verwendeten Scaffolds
wiesen eine Porengrdlie von 600 um auf, so dass angeregt werden kann, zukunftig
grol3porigere Scaffolds zu untersuchen. Erste Anwendungen im Kleintiermodell
stitzen diese Annahme [22]. In dieser vorliegenden Arbeit sind keine Aussagen Uber
Scaffoldveranderungen, die Uber die Zeit auftreten, getroffen worden. Dies lag unter
anderem daran, dass bis zum Eintritt von Masseverlusten 12-18 Monaten vergehen
mussen und damit der zeitliche Rahmen dieser Arbeit weit Uberschritten worden ware
[180]. Kunftig sollte dem Feld der Bioanfertigung von Scaffolds auch unter
Berucksichtigung unterschiedlicher mechanischer Einflisse mehr Beachtung
geschenkt werden. Vor diesem Hintergrund bliebe der Einsatz von insbesondere
dynamischen Kultivierungsmoglichkeiten wie der hier angewendete Bioreaktor mit
zusatzlichen mechanischen Untersuchungskomponenten weiterhin von nicht zu

unterschatzender Wichtigkeit fur zuklnftige Forschungszwecke.

Die vorliegende Arbeit sollte dabei im Sinne der Grundlagenforschung die Fragen nach
Wachstums- und Adipogenesepotential in den brustformigen Scaffolds untersuchen.
Die Hypothesen waren:

» wird ein Zellwachstum von ASCs auf den brustférmigen Scaffolds gewahrleistet?

» wie sieht das Zellwachstum nach der Besiedlung aus?

» Lassen sich die ASCs in einem dreidimensionalen Raum in Fettzellen differenzieren?
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Im Folgenden wird die Eignung von patientenspezifischen Brustscaffolds im Kontext
der Arbeitshypothesen unter Einbeziehung des aktuellen Forschungsstandes
diskutiert.

4.1 Qualitative Untersuchung mittels Rasterelektronenmikroskopie,
Hellfeldmikroskopie, Lebend-/Totfarbung und Phalloidinfarbung

In den qualitativen Untersuchungen zeigte sich eine erfolgreiche Adhasion und
Zelliberleben der ASCs mit homogener Zellverteilung auf dem Scaffold. Insbesondere
die Untersuchungen, in denen die Scaffolds mit ASCs ohne weitere Hilfsmittel wie
Fibrinkleber besiedelt wurden, veranschaulichen diese Eigenschaften besonders gut,
da keine weiteren Komponenten als Storfaktor zu Darstellung kamen (s. Kapitel 3.1.3).
Fibrinkleber bringt in Zellkulturstudien dennoch diverse Vorteile mit sich. Er gewahrt
eine Anhaftung der ASCs auf die Scaffoldoberflache und bewirkt eine gleichmalige
Zellverteilung [48, 181]. Daruber hinaus verstarkt er wie bereits erlautert das
adipogene Potential, besitzt eine angiogene Wirkung und induziert die Bildung eines
gut strukturierten Bindegewebes, das sich besser in die Umgebung integriert [25, 26,
98, 180]. Zusatzlich war die Beimpfung der Konstrukte mit Fibrinkleber auch in dieser
Arbeit einfacher handhabbar, da makroskopisch bereits beimpfte von noch nicht
beimpften Scaffolds unterschieden und somit eine versehentliche Doppelbeimpfung
vermieden werden konnte. Auch wenn die Beimpfung der Scaffolds ohne Fibrinkleber
zu einer besseren Darstellung der Zelladhasion auf den Scaffolds, einer guten
homogenen Verteilung und einer besseren bildlichen Beurteilung der Zell-Scaffold-
Interaktion fuhrte, besitzt eine Fibrinmatrix in vitro hinsichtlich  der
Versuchspraktikabilitat sehr vorteilhafte Eigenschaften, die die Nutzung von
Fibrinkleber hierhingehend gerechtfertigt erscheinen lassen. Nach aktuellem
Wissensstand  sollte  allerdings von der humanen Anwendung von
adipogenesefordernden Substanzen, zu der auch Fibrinkleber gehort, abgesehen
werden. Gleiches gilt auch aus bereits weiter oben diskutierten Grunden fur eine
praklinische Zellkultivierung [21].

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass in vitro ein Zelliberleben auf den
Scaffolds Uber einen langeren Zeitraum moglich war. Die Lebend-Tot-Farbung stellte
metabolisch aktive Zellen fluoreszierend griin, metabolisch Inaktive fluoreszierend rot
dar. Gemessen wurde an mehreren Zeitpunkten bis zum 35. Tag, in den dynamischen

Untersuchungen bis zum 39. Tag. In den Lebend-Tot-Farbungen waren sowohl in den
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statischen als auch dynamischen Untersuchungen bis zum letztgemessenen Zeitpunkt
kaum avitale Zellen nachweisbar. Dass die Scaffolds ein Zelluberleben Uber einen
noch deutlich langeren Zeitraum gewahrleisten kdnnen, konnte in oben erwahnten
Arbeiten im Klein- und Groldtiermodell gezeigt werden. Hier betrugen die
Beobachtungszeitraume bis zu 6 Monate [21, 22]. Da eher langsam degradierende
Materialien in vivo eine stabile Grundlage fur die Regenerierung, Stabilisierung,
Remodellierung und Reifung von Fettgewebe 2zu bieten scheinen, tragen
entsprechende Scaffolds entscheidend zum langfristigen Uberleben der Zellen bei.
Optimalerweise wird ein Gleichgewicht zwischen guten Proliferationsbedingungen und
Formstabilitat Gber den Abbau hinaus erzielt [180].

Ein weiteres Ziel war die Untersuchung einer Zell-Scaffold-Interaktion und inwiefern
die Scaffolds ein Zellwachstum zulie3en. Daher wurde eine Besiedlung moglichst ohne
weitere Zusatze, welche eine Beurteilung stéren wirden, favorisiert. Das Handling bei
der Beimpfung der Scaffolds mit ASCs war mit Fibrinkleber allerdings besser, da mit
bloBem Auge erkannt werden konnte, wie das Zell-Medium-Fibrinklebergemisch die
Konstrukte benetzte und haften blieb. In der Beimpfung mit einer blolken
Zellsuspension fiel diese in Tropfen der Schwerkraft folgend bodenwarts. Es entstand
der Eindruck, als bliebe kein Probenmaterial an den Scaffolds haften. Dennoch
verzichteten wir in den bildgebenden Untersuchungen weitestgehend auf die
Verwendung von Fibrinkleber. In den Ergebnissen wurde schlie3lich deutlich, dass
eine homogene Zelladhdsion und -verteilung auf den Scaffolds mit einer
fibrinkleberfreien und offenbar nur didnnen Zellbenetzung mdglich ist. Im
Grolitiermodell war nach einer reinen Scaffoldimplantation eine
Fettgewebsgenerierung, wenn auch etwas weniger als mit zusatzlicher Fettinjektion,
moglich. Dies lasst vermuten, dass die Scaffolds gute Proliferations- und
Adhasionsbedingungen bieten.

Die Zellverteilung in der statischen Versuchsreihe war nach 5 Tagen Wachstumszeit
trotz gleicher Ausgangszellzahl in den verschiedenen Untersuchungen jedoch
unterschiedlich fortgeschritten. Beispielsweise zeigte sich in der
Phalloidinuntersuchung bereits nach 5 Tagen teilweise ein deutlich
flachendeckenderer Zellrasen, s. Abbildung 26., als beispielsweise in den
rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen, wo teilweise nur einzelne Zellen
darstellbar waren, s. Abbildung 22. Als Ursache hierflir kann in Betracht gezogen

werden, dass die Scaffolds methodenbedingt mit unterschiedlicher Zellzahl besiedelt
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worden sind, da bei der Beimpfung trotz gleicher Ausgangszellzahl manche ASCs der
Schwerkraft folgend verloren gegangen sind. Auf diese Annahme wird naher in Kapitel
4.2 eingegangen. Schlussendlich lieRen sich aber nach 14 bzw. 35 Tagen ahnlich
dichte Zellrasen bei allen Konstrukten feststellen, was darauf hinweist, dass auch auf
dunner besiedelten Konstrukten die ASCs an Proliferation aufholten. Somit erscheint
die Ausgangszellzahl bei primaren Erreichen einer kritischen Ausgangsmenge von zu
vernachlassigendem Einfluss auf die finale optische Zellrasenmorphologie zu sein.
Untersuchungen zur exakten Bestimmung solcher Zellzahlen sollten Gegenstand
zukunftiger Untersuchungen sein.

In der Phalloidinfarbung zeigen sich die ASCs ohne Fibrinkleber als Zellverbund
nahezu porenausflllend. Vergleiche hierzu insbesondere Abbildung 27a. Die
Zuhilfenahme von Fibrinkleber in einzelnen probatorischen Untersuchungen fluhrte
unter statischen Untersuchungsmethoden allerdings nach 5 Tagen zu einem besseren
Ausfullen der Scaffoldporen, siehe Abbildung 27b. Dies kann auf die
adipogenesefordernde Wirkung von Fibrin zurtickgefuhrt werden. Die Zellverbande
ohne Fibrinkleber bildeten erst nach 14 Tagen einen Zellrasen, der sich von den
Scaffoldfibrillen ausgehend zum Zentrum hin spannt. Allerdings wurden exemplarisch
nur wenige Scaffolds mit Fibrinkleber besiedelt, so dass keine eindeutige Aussage
getroffen werden kann, ob der Einsatz von Fibrinkleber an dieser Stelle von Vorteil ist.
In den Ergebnissen der bildgebenden Untersuchungen der TECs unter dynamischen
Bedingungen, in denen stets Fibrinkleber verwendet wurde, war gut darstellbar, dass
sich der Zellrasen Uber mehrere Poren hinweg bildete. Allerdings kann keine direkt
vergleichende Aussage zur Uberlegenheit der Kultivierung zwischen den TECs unter
statischen und dynamischen Bedingungen getroffen werden. Beispielsweise kann im
zuletzt aufgefihrten Punkt der porenausfullende Zellverband auch Ausdruck der
adipogeneseférdernden Wirkung des Fibrinklebers sein und nicht nur die dynamischen
Wirkungen im biaxialen 3D-Bioreaktor, welche wie in Kapitel 1.4.4 beschrieben fur
einen besseren Gewebeaufbau sorgen, verantwortlich gezeigt werden. Auch wenn nur
ein Messzeitpunkt der statischen Versuchsreihe maglich war, wiesen erste optische
Beobachtung der bildgebenden Untersuchungen auf eine dichtere Besiedlung unter
dynamischen Bedingungen hin, Vergleich Kapitel 3.2.2. Um eine Aussage treffen zu
kbnnen, ware eine parallele Untersuchung mit TECs ohne Fibrinkleber unter
dynamischen Kultivierungsbedingungen interessant gewesen. Des Weiteren waren

groRere Probenzahlen und langere Untersuchungszeitrdumen notwendig gewesen,
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um ein aussagekraftiges Urteil Uber den Vorteil von dynamischen Einflissen treffen.
Insgesamt deuten die Ergebnisse dieser Arbeit allerdings darauf hin, dass hinsichtlich

des Einsatzes eines Bioreaktors Uberlegenheit besteht.

4.2 Semiquantitative Untersuchung mittels Proliferationsassay zur Bestimmung
der Zellzahl

Fir die Auswertung des Hoechst-Proliferationsassay wurden 3 korrelierende Kurven
herangezogen. Die Ubrigen Kurven wurden auf Grund erheblicher Schwankungen der
Messwerten nicht mit einbezogen. Ferner waren die Standardfehler, insbesondere in
den Auswertungen der Scaffold-Gruppe, sehr hoch. Durch die geringe Anzahl der
einzelnen Proben wurde daher auf weitergehende statistische Auswertungen
verzichtet.

Fir die unterschiedlichen Messwerte kommen mehrere Griinde in Frage. Die
Handhabung der Beimpfung mit Fibrinkleber war wie oben beschrieben zwar deutlich
besser als ohne. Allerdings rann auch das Zell-Medium-Fibrinklebergemisch wie die
Zell-Mediumsuspension entsprechend der Schwerkraft nach unten, wenn auch etwas
langsamer. Eine noch viskosere Textur hatte zwar das Herunterrinnen weiter
verlangsamt und daher einen Verlust von Zellen gegebenenfalls verhindern konnen,
allerdings bestand dabei die Gefahr, dass das Zell-Medium-Fibrinklebergemisch zu
schnell gerann und die Scaffolds sich schlieRlich auf Grund von bereits in der Pipette
stattfindender Koagulation gar nicht mehr beimpfen lassen wirden. Das im
Methodenteil genannte, in mehreren Naherungsversuchen bestimmte Mischverhaltnis
erschien als der praktikabelste Kompromiss zwischen nicht zu flissiger und nicht zu
viskoser Textur. Es kann also bereits bei der Beimpfung der Scaffolds zu
unterschiedlichen Mengen von Zellen gekommen sein. Zudem war die Probenzahl
relativ. gering. Aus den Proliferationsassays kann daher weder eine
patientinnentbergreifende, vergleichende Aussage getroffen, noch eine allgemeine
Gultigkeit abgeleitet werden. Die Proliferationsassays dieser Arbeit sollen vielmehr
exemplarisch einen Nachweis erbringen, dass die ASCs grundsatzlich auf den
Scaffolds proliferieren kdnnen und damit deren Wachstumsverhalten beschreiben.
Die Ergebnisse zeigten einen Uber die Zeit steigenden DNA-Gehalt sowohl in der
Scaffoldgruppe, als auch in der Wellplattengruppe. Auffallig waren hierbei ahnlich hohe
DNA-Konzentrationen zwischen den Wellplatten und Scaffolds, obwohl die Scaffolds

eingangs mit deutlich mehr Zellen besiedelt wurden, namlich 5104 Zellen/Well vs.
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2,5°106 Zellen/g Scaffold. Zusatzlich waren die Standardfehler in der Scaffoldgruppe
um ein Vielfaches hoher als in der Wellplattengruppe. Diese Beobachtungen sind
womaoglich ebenfalls der Tatsache geschuldet, dass die Zellen durch die groRen Poren
der Scaffolds nach unten hinuntergesickert und damit verlorengegangen sind.
Konsekutiv wurden die Konstrukte mit unterschiedlichen Ausgangszellzahlen besiedelt,
obwohl bei der Beimpfung ursprunglich alle Scaffolds dieselbe Zellmenge erhielten.
Dies fuhrte wahrscheinlich zu den teils sehr unterschiedlichen Ergebnissen.

Unter dynamischen Kultivierungsbedingungen liel3 sich ebenfalls ein steigendes
Proliferationsverhalten feststellen. Erwahnenswert ist hierbei der lange
Beobachtungszeitraum von 65 Tagen. Dies war u.a. auf Grund des geringeren
Arbeitsaufwands mdglich, da das Medium im Bioreaktor nur in einem Gefal
gewechselt werden, wohingegen unter statischen Bedingungen jedes Well einzeln
abgesaugt und mit frischem Medium ausgelegt werden musste. Der DNA-Gehalt
verdoppelte sich in etwa im Vergleich zum ersten Messzeitpunkt, namlich von 498 4 +
56,7 ng/ml auf 1008,5 + 442,8 ng/ml. Augenscheinlich ist hier der relativ hohe
Standardfehler am letzten Messtag. Die Starke des Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA
Reagent and Kits (Invitrogen) liegt in der Detektion von kleinsten DNA-
Konzentrationen von bis zu 0,5 ng/ml DNA. Ferner ermdglicht es die Unterscheidung
zwischen intakter DNA und degradierten Bestandteilen, womit der Hersteller eine hohe
Spezifitat und quantitative Genauigkeit fur doppelstrangige DNA verspricht (186).
Allerdings gibt es Hinweise dafur, dass die PicoGreen-Farbmethode anfallig fur
Storfaktoren wie RNA und Proteine ist und dazu neigt die tatsadchliche DNA-
Konzentration zu unterschatzen [93]. Diskussionswirdig ist, ob die PicoGreen-
Farbmethode bei hdheren Zellzahlen eine héhere Messungenauigkeit aufweist,
wodurch der relativ hohe Standardfehler an Tag 65 zu erklaren ware. Die dynamischen
Einflisse des Bioreaktors als Erklarung fur die groRe Varianz der Messwerte bei relativ
hohen DNA-Konzentrationen kamen eher weniger als Ursache in Betracht, da die
Bewegungen gleichmalig waren und alle Scaffolds Uber alle Messzeitpunkte hinweg
den selben mechanischen Kraften ausgesetzt waren. Ansonsten waren zu den
anderen Messzeitpunkten ebenfalls hohe Standardfehler zu erwarten gewesen.
Letztlich kdme auch hier ein Beimpfungsfehler als Ursache in Betracht. Ein direkter
Vergleich zwischen der statischen und dynamischen Kultivierung lasst sich nur
eingeschrankt anstellen, da die Beimpfungsmethoden insbesondere hinsichtlich der

Ausgangszellzahl unterschiedlich waren. Im Kleintiermodell zeigte sich unter
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dynamischen Kultivierungsmethoden allerdings ein signifikant beschleunigtes
Zellwachstum [22]. Dieser positive Einfluss kam vermutlich auch in den bildgebenden
Untersuchungen der dynamischen Versuchsreihe zum Ausdruck. Hierauf wurde in
Kapitel 4.1 eingegangen.

Zusammenfassend kann anhand der Ergebnisse dieser Arbeit festgestellt werden,
dass eine Zellproliferation auf den Scaffolds Uber einen langeren Zeitraum moglich ist.
Eine genaue Quantifizierung der ASCs gelang mit den durchgefuhrten Methoden
jedoch nicht. Die hier dargestellten Ergebnisse korrelierten bezluglich des
Wachstumsverhaltens der Zellen mit den beobachteten Ergebnissen der bildgebenden
Untersuchungen, wo ein optischer Zuwachs von Zellverbanden uUber die Zeit zu
verzeichnen war. Trotz leicht differenter Besiedlungsbedingungen erscheint die
Herstellung eines Zusammenhangs aufgrund der identischen Scaffoldsubstanz hier

zulassig.

4.3 Adiponektingehalt und Olrot-O-Farbung zur Untersuchung des
Adipogenesepotentials
Die Qualifizierung der Adipogenese erfolgte via Olrot-O-Farbung, die Quantifizierung
mittels eines Adiponektinassays.
Die ASCs lielden sich in vitro mit einem spezifischen Medium zu reifen Adipozyten
ausdifferenzieren. Mittels Olrot-O-Farbung kamen lipidbeladene Zellen rot zur
Darstellung, so dass der Nachweis einer adipozytaren Ausdifferenzierung der Zellen
erbracht wurde.
In den quantitativen Messungen wiederum stieg der Adiponektingehalt in allen
Probengruppen uUber den gesamten Messzeitraum hinweg an, was als Ausdruck
wachsender Proliferationsraten zu betrachten ist. Der Adiponektingehalt der
Scaffoldgruppe war im Vergleich zur Wellplattengruppe erheblich geringer, des
Weiteren zeigten die Messungen hohere Standardfehler. Diese Beobachtungen
korrelieren mit dem Auswertungsmuster der Proliferationsassays, so dass auch hier
der Effekt von ungleich beladenen Konstrukten und konsekutivem Zellverlust bei der
Beimpfung postuliert werden muss.
Abschlief3end Iasst sich festhalten, dass die Scaffolds eine Zelldifferenzierung und
schlieRlich die Generierung von Fettzellen ermdglichten. Fir die Anwendung in vivo
ist dennoch zu berucksichtigen, dass hier ohne starke adipogene Stimuli die Scaffolds

nur mit unspezifischem fibrovaskularem Gewebe ausgefillt werden [49, 94]. Dieses
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Problem wird im GroRtiermodell der Gruppe Chhaya vielversprechend umgangen,
indem die Scaffolds nach Implantation im Korper eine Pravaskularisierungsphase

durchlaufen und anschlieend eine kleine Menge Lipoaspirat injiziert wird.
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5 Zusammenfassung, Schlussfolgerung und Ausblick

Die Brustrekonstruktion als Therapie der Mastektomie spielt im klinischen Alltag der
Brustkrebstherapie eine grof3e Rolle. Ihre Bedeutung wird auf Grund der steigenden
Pravalenz von Brustkrebs, die durch eine verbesserte Diagnostik und die wachsende
Zahl alterer Patientinnen bedingt ist, weiter zunehmen. Verfugbare Verfahren zur
Brustrekonstruktion, wie die Implantation von Fremdmaterial (Silikonkissen) oder die
autologe Brustrekonstruktion (Lappenplastiken) sind bisher hinsichtlich asthetischer
und funktioneller Aspekte sowie insbesondere aufgrund von Nebenwirkungen oftmals
nicht zufriedenstellend. Konsekutiv stellt sich die Frage nach schonenden Methoden
mit besseren Ergebnissen.

Unsere Arbeitsgruppe entwickelt einen innovativen Therapieansatz unter Verwendung
biodegradierbarer Gerlste (Scaffolds) zur Brustrekonstruktion. Die Brust der Patientin
wird dabei mit einem 3D-Laser gescannt, woraufhin ein individuell gefertigtes,
formstabilisierendes und biodegradierbares Scaffold mittels additiver Bioanfertigung
erstellt wird. Dieses patientenspezifische Scaffold wird nun der Patientin nach einer
Mastektomie implantiert und mit autologem Fettgewebe unterspritzt. Das Scaffold soll
in der klinischen Praxis dazu dienen die naturliche Form der rekonstruierten Brust zu
erhalten und einen stabilen Gewebeverbund zu sichern.

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob ein Adhéarieren und Uberleben der Zellen
auf verkleinerten brustférmigen Scaffolds in vitro moglich ist und ob sich ein
Gewebeverbund generieren lie. Dazu wurden adipogene Stammzellen, sogenannte
ASCs (adipose-derived stem cells), von 6 gesunden Patientinnen isoliert, kultiviert,
expandiert, geerntet und auf die Scaffolds besiedelt. Des Weiteren wurde untersucht,
ob sich die ASCs zu Fettzellen differenzieren lassen.

Mikroskopisch lie® sich in vitro nach 5, 14 und 35 Tagen ein Zellbridging erkennen.
Eine Vitalfarbung stellte fest, dass lebende Zellen auf den Scaffolds adharierten. Das
Zytoskelett wurde mittels einer Phalloidinfarbung dargestellt. Zudem erfolgten
rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen. Es konnte gezeigt werden, dass auch die
bloRe Beimpfung der Scaffolds mit einer mutmalilich geringen Menge an ASCs ohne
Fibrinkleber zu einer guten Adhasion fuhrte und Proliferationen moglich waren. Ein
Zusammenhang mit Beobachtungen im GroRtiermodell, bei dem nach Implantation
nativer Scaffolds in den Organismus Fettgewebe gebildet wurde und nachhaltig im
Bereich der Brust verblieb, liegt nahe. Die Olrot-O-Farbung zeigte intrazellulare

Lipidtropfen nach der Differenzierung zu Fettzellen. Der Adiponektingehalt stieg im

58



Zusammenfassung, Schlussfolgerung und Ausblick

Verlauf. Ein quantitativer Test der Zellen stellte fest, dass die Proliferation tber einen
Zeitraum von 11 Tagen anstieg.

Eine weitere Zielsetzung im Rahmen des sogenannten ,Tissue Engineering“ war, eine
optimale Besiedlungstechnik zu entwickeln. So wurden die Zellen nicht nur statisch,
sondern auch dynamisch in einem biaxialen 3D-Bioreaktor auf denselben Scaffolds
kultiviert. Nach Kultivierung im Bioreaktor scheint ein besseres Ausfullen der
Scaffoldporen zu gelingen, was, wie in der Literatur bereits vielfach beschrieben,
vermutlich auf die wachstumsfordernde Wirkung durch dynamische Krafte
zuruckgefuhrt werden kann. Im Groltiermodell wird die Wichtigkeit eines
Fibrinnetzwerks, welches sich in der Pravaskularisierungszeit bilden konnte, deutlich.
Da es eine verbesserte Adipogenese ermoglichte, kam es zur Synthese
groRvolumigerer Fettgewebsformationen. Sollten Fibrinmatrizes fur zukunftige
Einsatze nicht nur auf Forschungsebene interessant bleiben, so ist es zwingend
notwendig die Entartungsgefahr des Umgebungsgewebes beim Einsatz von solchen
zu Uberprifen und die Sicherheit der Patientinnen stets voranzustellen. Beide Aspekte
stellen weiterhin entscheidende Herausforderungen fur zukiinftige Untersuchungen
dar und bleiben wichtige Forschungsgegenstande.

Das Zellwachstumsverhalten liel3 sich auf den Scaffolds mit in dieser Arbeit zur
Verfugung stehenden Ressourcen nicht koharent reproduzieren, so dass eine
Interpretation insbesondere der quantitativen Untersuchungen limitiert war. FUr
generalisierte und Ubertragbare Schlussfolgerungen waren hoéhere Probenzahlen
notwendig gewesen. Dennoch tragt die vorliegende Arbeit zur in Vvitro
Charakterisierung der Eignung eines patientenspezifischen brustformigen Scaffolds
zum ,Adipose Tissue Engineering“ bei. Weitere groRangelegte Tierversuchsstudien
inklusive Lipofilling von klinisch relevantem Scaffoldvolumen sind erforderlich, um den
Weg zur humanen Anwendung und letztlich klinischen Translation zu ebnen. Der
innovativen ldee einer Kombination aus patientenspezifischen Scaffoldimplantation
und Lipofilling als Alternative zu Silikonimplantaten und Lappenplastiken zur
Brustrekonstruktion wird mit vorliegender Studie eine grundlagenforschungsorientierte

Basis verliehen.
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