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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Problematik der Behandlung von Weichgewebsdefekten

Die Rekonstruktion von Weichgewebsdefekten spielt in der Plastischen Chirurgie eine
wichtige Rolle. Das Weichgewebe dient zum einen der Korperformung und zum
anderen als mechanischer Schutz fir Muskeln, Sehnen und Knochen.
Weichgewebsdefekte beeintriichtigen sowohl die Asthetik als auch die Funktion des
Korpers. Es gibt zahlreiche Patienten die unter den entstellenden Weichgewebsverlusten
einer posttraumatischen Verletzung (z.B. tiefe Verbrennungswunden, tiefe
Operationsnarben) oder einer Tumoroperation (z.B. bei Mammakarzinomen) leiden.
Auch kongenitale Fehlbildungen wie z.B. das Poland-Syndrom (Fokin und Robiscsek
2002) und das Romberg-Syndrom (Finch und Dawe 2003) gehen mit Substanzdefekten

einher, die einer Korrektur durch plastisch-chirurgische Verfahren bediirfen.

1.2 Fettgewebe und seine Bedeutung als Weichgewebsfiillmaterial

Viele Verfahren in der Plastischen Chirurgie konnen zur Korrektur von
Substanzdefekten herangezogen werden. Eine Moglichkeit der Defektdeckung stellt die
Lappenplastik dar, bei der Gewebsblocke an den Ort des Substanzdefektes versetzt
werden. Dieses Verfahren fithrt immer zu Hebedefekten am Spenderareal, zudem ist die
Anzahl der verfiigbaren Lappenplastiken limitiert. Eine weitere
Behandlungsmoglichkeit von Weichgewebsdefekten besteht in der Benutzung von
synthetischen Materialien (z.B. Silikon und Gore-Tex). Diese losen meist
Fremdkorperreaktionen aus und sind zudem sehr teuer. Bei Materialien biologischer
Herkunft (z.B. Kollagen) dagegen kommt es nach einiger Zeit zur Schrumpfung des
Implantats im Empfingerareal (Dzubow und Goldman 1998). Fettgewebe als
Fiillmaterial zu benutzen, wurde zum ersten Mal von Neuber in Betracht gezogen. Er
transplantierte das vom Oberarm entnommene autogene Fettgewebe in einen narbigen
Defekt im Gesicht. Neuber berichtete schon damals iiber Komplikationen wie z.B.
Infektionen und Fettnekrosen und betonte, dass diese Komplikationen durch
Verwendung kleinerer Fetttransplantate verringert werden konnten (Neuber, 1893).

Seither wurde die Fettgewebstransplantation in der Plastischen Chirurgie und in anderen
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chirurgischen Teildisziplinen eingesetzt (Langenskiold et al. 1986; Pinski und Roenigk
1992; de Pedroza 2000; Rowshan et al. 2008). Die Transplantation von Fettgewebe war
allerdings nicht immer erfolgreich. Viele berichteten iiber frithzeitige Nekrosen,
Schrumpfungen und Fibrosierungen des Transplantats (Peer 1956; Rossatti 1960; van
Akkerveeken et al. 1986). Auch iiber eine Hypertrophie der Fettimplantate wird in der
Literatur berichtet (Miller und Popp 2002). Die wichtigste Hypothese iiber den
Volumenverlust des transplantierten Fettgewebes postulierte Peer (Peer 1950). In der
von ihm formulierten ,,cell survival theory* betonte Peer, dass das Fettgewebe den
freien Transfer nur iibersteht, wenn die verpflanzten Fettzellverbiande (die sich nach
seinen Aussagen im Randbereich befinden) durch frithen Anschluss an die
Blutzirkulation iiberleben. Abgestorbene Fettzellverbinde werden nicht durch neue
Adipozyten ersetzt. Das nekrotische Fettgewebe bewirkt eine chronische
Fremdkorperreaktion mit Fibrosierung des Transplantats und Bildung degenerativer
Olzysten (Peer 1956; Rosatti 1960; Nguyen et al. 1990; von Heimburg et al. 1994). Peer
bestitigte aulerdem Neubers Aussagen, dass der freie Transfer mehrerer kleiner
Fettfragmente besser sei als ein en block Transplantat. Dies bestitigten auch Smahel
und Ellenbogen (Ellenbogen 1986; Smahel 1989), die den Vorteil kleinerer
Fetttransplantate im frithen Gefdanschluss und der guten nutritiven Versorgung durch
Diffusion sahen. In den Siebziger Jahren bewirkte eine neue Technik der
Fettgewebsentnahme, die Aspirationslipektomie, einen Aufschwung in der
Fettgewebstransplantation (Fischer 1976). Nun war es moglich, durch Absaugen
gewonnenes Fettgewebe in Weichgewebsdefekte einzubringen (Illouz 1986). Allerdings
enttduschte auch dieses Verfahren die Anwender, da entweder eine starke Resorption
(Ersek 1991; Kononas et al. 1993; Eremia und Newton 2000) oder eine Verformung des
transplantierten Fettgewebes beobachtet wurden (von Heimburg und Pallua 2001).
Einige Chirurgen versuchten durch wiederholte Fettinjektionen die Ergebnisse zu
verbessern (Schmeller und Meier-Vollrath 2003), andere wiederum setzten dem Aspirat
vor der Transplantation verschiedene Substanzen wie z.B. Insulin und Steroidhormone
zu (Silkiss und Baylis 1987; Bircoll und Novack 1987). Eppley et al. (Eppley und
Sadove 1991; Eppley et al. 1992) berichten iiber erfolgreiche Ergebnisse durch
Einbringen von basischem Fibroblastenwachstumsfaktor (bFGF) mittels Dextranperlen
in das transplantierte Fettgewebe. Histologische Untersuchungen an den Transplantaten
zeigten eine ausgedehnte Kollagenformierung und eine groBere Einheitlichkeit

beziiglich der ZellgroBe der Adipozyten. Es bleibt allerdings offen, ob der Zusatz von
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bFGF die Reparatur der durch Aspiration geschéadigten Adipozyten bewirkt oder eine
Differenzierung von Fettgewebsvorlduferzellen induziert hat. Coleman und Lewis
machten die Aspirationstechnik fiir den groBen Volumenverlust der Transplantate
verantwortlich. Sie zeigten, dass durch Anwendung der richtigen Entnahmetechnik gute
Langzeitergebnisse erzielt werden konnen (Coleman 1997; Lewis 1993). Laut Lewis
und Sommer et al. hingt der erfolgreiche Ausgang eines Fetttransfers von folgenden
Faktoren ab: Nadel bzw. Kaniilendurchmesser, Anteile von Blutresten, die Verwendung
von Tumeszenzlosung, das Entnahmeverfahren (Spritze oder Absaugmaschine), der
Waschvorgang, die Injektionsmethode und die Vaskularisation des Empfingerareals
(Lewis 1993; Sommer et al. 2000). Coleman vermutete, dass die Aspirationslipektomie
mittels Absaugmaschinen und feiner spitzer Kaniilen die Fettzellen beschiddigt und
fiihrte die Liposuktion mit einer selbst entworfenen Spritze durch, die mit einer
stumpfen Nadel versehen war (Coleman 1997). Shiffman und Mirafati demonstrierten
allerdings, dass weder feine Kaniilen noch spitze Nadeln die Fettzellen wihrend des
Absaugens beschidigen, jedoch die Liposuktion mit einer Absaugmaschine und einem
negativen Vakuumdruck von — 700 mmHg die Fettzellen schwer beschiddigt (Shiffman
und Mirrafati 2001). Der freie Transfer von Liposuktionsgewebe gilt immer noch als
der Goldstandard der Fettgewebstransplantationen. Trotz der Versuche vieler Gruppen,
durch Modifikationen der Entnahme bzw. Injektionsverfahren die Ergebnisse zu

verbessern, sind die Langzeitergebnisse transplantierter Fettgewebe unbefriedigend.

1.3 Gewebetechnologische Herstellung von Fettgewebe

Einen neuen Losungsansatz zur Behandlung von Gewebsdefekten konnte die
Gewebeziichtung, das sog. Tissue Engineering bieten. Tissue Engineering bedeutet
Ziichtung von lebendem menschlichem Gewebe im Labor. Lebende, gesunde Zellen
werden dem Korper entnommen, in spezialisierten Labors durch natiirliche
Teilungsprozesse vermehrt und anschlieBend dem Patienten wieder implantiert. Somit
kommen komplett lebende Gewebeersatzmaterialien, bestehend aus patienteneigenen,
potentiell Gewebe-bildenden Zellen und einer fiir die Zellen vitalen Geriistsubstanz
(Matrix) zum Einsatz. Das Tissue Engineering bietet viele Vorteile. Zum einen kann
durch Verwendung autologer Zellen eine immunologische Reaktion und
Infektiibertragung vermieden werden, zum anderen ermoglicht die Vermehrung der

Zellen ex vivo die Minimierung der Biopsiemenge und Verringerung des



Einleitung 4

Entnahmedefektes der Spenderstelle. Des Weiteren ermoglicht die Synthese von
extrazelluldrer Matrix des Gewebes eine feste Integration in den Defekt, dadurch wird
das Risiko der Implantatlockerung verringert. Ausserdem ermdoglicht die Verwendung
priformierter Biomaterialien die ex-vivo-Gestaltung von dreidimensionalen
Konstrukten zum Ersatz von komplexen Gewebedefekten. Die menschliche Haut ist das
erste  gewebetechnologisch hergestellte Organ (Gallico et al. 1984). Auch
biotechnologisch hergestelltes Knorpelgewebe ist derzeit kommerziell erhiltlich
(Oliveira et al. 2008). Die Forschung der gewebetechnologischen Entwicklung von
Fettgewebe befindet sich jedoch in den Anfidngen. Es gibt nur einige wenige
Forschungsgruppen, denen es bisher gelungen ist, ansatzweise ein solches Konstrukt zu
entwickeln (Hemmrich et al. 2008; Stillaert et al. 2006; von Heimburg et al. 2003, von
Heimburg et al. 2001a; von Heimburg et al. 2001b).

1.4 Wachstum und Differenzierung menschlicher
Fettgewebsvorlauferzellen

Fir die gewebetechnologische Herstellung von Fettgewebe ist es notwendig,
undifferenzierte Zellen, die als Vorldufer von Fettzellen im Fettgewebe vorkommen, zu
isolieren, diese ex vivo zu vermehren und auf vorgeformte Biomaterialien aufzutragen,
die nach Implantation den Gewebsdefekt mit differenzierten Fettzellen ausfiillen.

Den Ursprung der Fettgewebsvorlduferzelle stellt die multipotente Stammzelle dar. Aus
dieser konnen sich Adipozyten, Osteozyten, Myozyten und Chondrozyten entwickeln

(siehe Abb. 1).

Embrvonale Stammzelle

|

Mesenchvmale Stammezelle

|

Adipoblast

|

Priadipozvt

,

Adipozvt

Abbildung 1: Adipozytenlinie nach Ailhaud et al. (G. Ailhaud et al. 1992)
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Morphologisch wurden Fettgewebsvorlduferzellen als fibroblastendhnliche Zellen mit
zentralem Kern und spindelformigen Zytoplasmaausldufern beschrieben (Van et al.
1976; Bjorntorp et al. 1978). Diese Zellen enthalten noch keine Lipideinlagerungen.

Werden die Fettgewebsvorldauferzellen jedoch entsprechend stimuliert, reifen sie zu
Fettzellen heran. Wihrend der adipogenen Konversion verlieren die Priadipozyten ihre
fibroblastendhnliche Morphologie. Die reife Fettzelle weist dann eine typische
Siegelringform auf. Das Zytoplasma wird von einer konfluierenden Lipidvakuole

ausgefiillt, wobei der Zellkern an den Rand verdringt wird (siche Abb. 2).

Es

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Differenzierung von Praadipozyten zur reifen Fettzelle

Die ersten tierexperimentellen Versuche beziiglich des freien Transfers von unreifen
Fettzellen wurden von Hausberger (Hausberger 1955) durchgefiihrt. Er beobachtete
nach der Transplantation von unreifem Fettgewebe neugeborener Ratten eine
beginnende Lipidspeicherung im Transplantat. Das aus dem Transplantat entstandene
Fettgewebe besall 83% des Volumens der nicht transplantierten Gegenseite.

Die Transplantation von Fettgewebsvorlduferzellen aus reifem Fettgewebe gelang 1982
Van et al. Er transplantierte die aus reifem Fettgewebe der Ratte isolierten und
anschlieBend kultivierten Fettgewebsvorldauferzellen nach Markierung mit (3H)-
Thymidin in dieselbe Ratte. Nach sechs Monaten konnte er am Empfingerbett den
Zuwachs von Fettpolstern erkennen, die aus den transplantierten Vorlduferzellen
entstanden waren (Van und Roncari 1982). Der erfolgreiche freie Transfer von unreifen
Fettzellen lasst vermuten, dass Fettgewebsvorlduferzellen aufgrund eines reduzierten
Stoffwechsels eine grofere Ischiamietoleranz besitzen und sich fiir eine Transplantation
besser eignen als reife Fettzellen. Diese Vermutung konnte durch die Forschungsgruppe

um von Heimburg et al. (von Heimburg et al. 2005) bestitigt werden.



Einleitung 6

1.4.1 Regulation der adipogenen Differenzierung

Die adipogene Differenzierung unterliegt dem Einfluss vieler Hormone und
Wachstumsfaktoren. In vitro Studien an menschlichen Fettgewebsvorlduferzellen
zeigten, dass die wichtigsten Induktoren der Fettzelldifferenzierung Insulin und
Glukokortikoide sind. Hauner konnte in Studien an humanen Priadipozyten
demonstrieren, dass die Fettgewebsvorlduferzellen in insulinfreiem Medium ihr
fibroblastendhnliches Aussehen behalten und nicht differenzieren. Die alleinige Zugabe
von Insulin fithrte zu einer 10 bis 20 % igen adipogenen Konversion der humanen
Praadipozyten. Erst die Zugabe von Glukokortikoiden bewirkte eine hohere
Differenzierungsrate (Hauner et al. 1987; Hauner et al. 1989). Fiir die Differenzierung
von kultivierten Pridadipozyten zu Adipozyten sind Dexamethason, Insulin und der
Phophodiesterase I-Inhibitor Isobutylmethylxanthin (IBMX) Bestandteil géingiger
Differenzierungsmedien. IBMX fiihrt iiber die Hemmung der Phophodiesterase zur
Zunahme des intrazelluliren cAMP. Dexamethason ist fiir die Induktion des
differenzierungsspezifischen und antiproliferativ wirkenden Transkriptionsfaktors
C/EBPa erforderlich. Insulin stimuliert iiber Transmembranproteine wie den IGF-
Rezeptor eine komplizierte intrazelluldre Kaskade, die den Transkriptionsfaktor PPARy
aktiviert. Begiinstigt wird dieser Mechanismus durch sogenannte PPARy-Liganden.
Die bekanntesten synthetischen Verbindungen, die als Liganden von PPARY fungieren,
sind verschiedene Thiazolidindione (TZD), die auch als Insulin-sensitizer bekannt sind.
Die beiden essenziellen Transkriptionsfaktoren der adipogenen Differenzierung C/EBPa
und PPARy werden in der frilhen Phase der Differenzierung induziert. Diese
Transkriptionsfaktoren bewirken unter anderem, dass Adipozyten spezifische Proteine
herstellen, die sich bei Prdadipozyten noch nicht nachweisen lassen, d.h. sie prigen den
Phinotyp der ausgereiften Fettzellen (Rosen et al. 1999; Brun und Spiegelman 1997).

Dariiber hinaus beeinflussen sich diese Transkriptionsfaktoren auch gegenseitig.



Einleitung 7

Wird z.B. ADD-1/SREBP-1, ein weiterer fiir die Differenzierung wichtiger
Transkriptionsfaktor aktiviert, fithrt das zu vermehrter Bildung von PPARYy. Und damit
letzterer voll wirksam werden kann, wird iiber Umwege auch gleich die Bildung von

PPARy-Liganden mit angeregt (Kim et al. 1998).

PPARy-Ligand —| PPARy | | C/EBPo

Stammzzllz  Praadipozyt Adipozyt Reifar, Insulin-
sznsitiver Adipozyt

Abbildung 3: Adipogenese (vereinfachtes Schema): PPARy ist essentiell fiir die Initilerung des
Differenzierungsprozesses von Adipozyten. Die Auspriagung des reifen Insulin-sensitiven Phidnotyps von
Fettzellen wird gemeinsam durch die Transkriptionsfaktoren PPARy und C/EBPa induziert (mod. nach B.
Lowell 1999).

Der Einfluss verschiedener Wachstumsfaktoren und Cytokine, die im Serum enthalten
sind, auf die menschliche Fettzellneubildung blieb lange Zeit unerforscht.

Petruschke (Petruschke 1994) demonstrierte als erster wunter serumfreien
Kulturbedingungen die Einwirkung verschiedener Wachstumsfaktoren auf die
Kultivierung humaner Pridadipozyten. Es stellte sich heraus, dass bei Zusatz von
Epidermal Growth Factor (EGF) eine bis zu achtfache Steigerung der Proliferationsrate
erreicht werden kann, allerdings fiihrte EGF zu einer starken Hemmung der
Differenzierung humaner Prdaadipozyten. Aus der Literatur ist bekannt, dass Platelet
derived growth factor (PDGF) einer der potentesten mitogenen Bestandteile im Serum
ist (Ross et al. 1978). PDGF wird in Thrombozyten gespeichert und bei der Gerinnung
freigesetzt. Der PDGF-Gehalt von pléittchenarmem Plasma ist demzufolge als gering zu
betrachten (Ross et al. 1974, Antoniades und Scher 1977). Die
differenzierungshemmenden Wirkungen der Wachstumsfaktoren Platelet derived
growth factor (PDGF) und Fibroblast growth factor (FGF) fallen, verglichen mit EGF,
schwicher aus (Hauner et al. 1995). Diese Studien an humanen
Fettgewebsvorlduferzellen zeigen, dass proliferationssteigernde Wachstumsfaktoren in

der Regel eine differenzierungshemmende Wirkung haben.
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Neben Wachstumsfaktoren haben auch Bestandteile der Extrazelluldrmatrix einen
Einfluss auf die Adipogenese, z.B. konnen Prdadipozyten ohne aktive Synthese von
Kollagen nicht zu reifen Adipozyten differenzieren (Ibrahimi et al. 1992). Fibronektin,
als weiterer Bestandteil der Extrazelluldarmatrix, ist verantwortlich fir die Zelladhision

und Interaktion der Zellen mit anderen Oberflichenglykanen.

1.4.2 Einfluss des serumhaltigen Mediums auf die
Pridadipozytenkultivierung

Die gewebetechnologische Herstellung eines dreidimensionalen Fettgewebskonstruktes
erfordert nach der Isolierung eine optimale Proliferation und Differenzierung humaner
Fettgewebsvorlduferzellen. Dies ist nur dann moglich, wenn die in Kultur gefiihrten
Zellen ausreichend mit Néhrstoffen, proliferations- und differenzierungstordernden
Zusitzen versorgt werden. Der wichtigste Mediumzusatz in der Zellkultur ist, aufgrund
seiner hohen Konzentration an Wachstumsfaktoren, das Serum. Das in der Zellkultur
meist eingesetzte Serum ist das fotale Kélberserum (FCS). Allerdings zeigen in vitro
Studien, dass eine lange Proliferationsdauer in FCS supplementierten Medien die
Fiahigkeit der adipogenen Konversion der Fettgewebsvorldauferzellen zu reifen
Fettzellen irreversibel reduziert (Hauner 1991; Hauner et al. 1989; Hauner et al. 1998).

Dieser Effekt ist am ehesten auf Serumbestandteile im fotalen Kélberserum
zuriickzufithren. Die meisten Studien untersuchen die Differenzierungskapazitit von
Fettgewebsvorlduferzellen direkt nach ihrer Isolierung aus dem Fettgewebe. Wenn man
allerdings bedenkt, dass eine lange Kultivierungsdauer die Differenzierungsfihigkeit
der Prédadipozyten reduziert, muss man nach anderen Kultivierungsmoglichkeiten
suchen, um eine starke Zellvermehrung zu ermoglichen ohne die
Differenzierungskapazitit einzuschrinken. Ein gut etabliertes Kultivierungsprotokoll
zur Untersuchung der Physiologie von Fettgewebsvorldauferzellen sieht fiir die
Proliferation Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM)/Ham's F12 (1:1) plus 5%
oder 10% FCS und fiir die Differenzierung serumfreies DMEM/F12 supplementiert mit
Dexamethason, Insulin, Isobutylmethylxanthine und anderen
differenzierungsfordernden Substanzen vor. Neben der differenzierungshemmenden
Wirkung bei langer Kultivierungsdauer, ist ein weiterer Nachteil der Verwendung von
FCS als Serumszusatz das potentielle Risiko einer Ubertragung von Prionen (Gruber et

al. 1996; Lupi 2002; Reichl et al. 2002).
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Die bovine spongiforme Enzephalopathie (BSE) gehort zu den durch Prionen
iibertragbaren neurodegenerativen Erkrankungen. Die ersten BSE-Fille wurden 1986 in
England beobachtet. Man fiihrte die Infektion der Rinder auf die Verfiitterung von
Tierkorperprodukten aus an Scrapie erkrankten Schafen zuriick (Prusiner 1991).

Nach derzeitigem Kenntnisstand kann eine Kontamination des Kélberserums mit
Erregern von BSE nicht sicher ausgeschlossen werden. Somit besteht auch die Gefahr
der Kontamination des geziichteten Fettgewebes. Eine Moglichkeit diese potentielle
Infektionsquelle zu umgehen wire der Ersatz von fotalem Kilberserum durch humanes
Serum. Bisher wurden Studien zu den Auswirkungen von humanem Serum auf die
adipogene Konversion von 3T3-Priadipozyten verdffentlicht (Hauner und Loffler
1986). Es liegen bisher noch keine Studien vor, die den Einfluss von humanem Serum
auf das Proliferations- und Differenzierungsverhalten humaner Praadipozyten
untersucht haben. Ein groBer Fortschritt in der Fettgewebstechnologie wire erreicht,
wenn  humanes  Serum als Mediumzusatz in  der  Zellkultur  von

Fettgewebsvorlduferzellen FCS ersetzen konnte.

1.5 Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit sollten folgende Aspekte des Tissue Engineering von

Fettgewebe untersucht werden:

¢ Ermittlung des optimalen Spenderfettgewebes (Exzidat vs. Aspirat unter
Beriicksichtigung der Entnahmestelle) mit der hochsten Ausbeute an
Praadipozyten.

e Bestimmung des Verlustes an stromalen Zellen nach 24 stiindiger Lagerung.

¢ FEinfluss von FCS und humanem Serum auf die Zellkultivierung und
Differenzierung humaner Praadipozyten in vitro.

¢ Einfluss der Kulturmedien DMEM/F12 und OPTIMEM auf das Zellwachstum
und die adipogene Konversion.

e Auswirkungen der Fibronektinbeschichtung auf die in vitro Proliferation und

Differenzierung humaner Praadipozyten.
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2

2.1

Materialien

Technische Gerite

Begasungsbrutschrank (Heraeus)
Laminar-Airflow (Flow Laboratories GmbH)
Laborwaage (Sartorius)

Laborfeinwaage (Sartorius basic)
Phasenkontrastmikroskop (Telaval 31-Zeiss)
Zihlkammer (neubauer improved)
Wasserschiittelbad (GFL 1092/1083)
Schiittelgerit (Reax 2000 — Heidolph)
Autoklav (Melag Autoklav 23)
Zentrifugenrohrchen (10 ml, 50 ml konisch — Costar)
Pipettierhilfe (Pipetboy-Tecnomara)
Gewebekulturflaschen 25 ml (Greiner)
Gewebekulturschalen 35mm (Falcon)
Petrischalen 150mm (Falcon)

Pipetten (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml — Greiner)
Eppendorf cups 1.5 ml (Sarstedt)
Eppendorfzentrifuge (Biofuge A, Heraeus)
Elisa-Reader mit HP-Printer (Dynex Technologies)
Homogenisator (Potter S)

Digitalkamera (D100, Nikon)

Glaszylinder (Borosilikatglas — Braun)
Teflonkolben (Braun)

Serumfilter (Millex GV 22um — Millipore)
250pm-Nylon Sieb (Verseidag Techfab GmbH)
Pasteurpipetten (230mm — Brand)

Cryofuge 8500 (Heraeus)
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2.2

Enzyme, Losungen und Zusitze

Collagenase CLS Typ 1 0.2% (Biochrom)

Trypsin, 0.05% EDTA, 0.02% in PBS (Boehringer Mannheim GmbH)

Trypanblau 0.5% in Aqua bidest. (Sigma)

Fotales Kilberserum (Biochrom)

Human Serum from Platelet Poor Plasma (Sigma)
AB-male Serum (Sigma)

Dexamethason (Sigma)

Insulin (Roche)

Transferrin (Sigma)

Trijodthyronin (Sigma)

Isobutylmethylxanthine (IBMX — Sigma)
Penicillin (PAA Laboratories)

Streptomycin (PAA Laboratories)

Pioglitazon (Takeda Pharmaceuticals)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM - Biochrom)
OPTIMEM 1 serum reduced Medium mit Glutamax (Invitrogen)
Fibronektin (BD Biosciences)

Ham's F12 (Biochrom)

Medium 199 (Biochrom)

PBS, Phosphat buffered saline (Biochrom)
Coomassie-Blau (Merck)

2-Mercaptoethanol (Merck)
Dihydroxyacetonphosphat (DHAP — Sigma)
NADH (N-8129)

Oil Red O (Merck)

HEPES (Sigma)

BSA (PAA Technologies)

Biotin

D-Panthotenat
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2.3 Kulturmedien
Anheftmedium M 199 + 100 U/ml Penicillin + 100 pg/ml Streptomycin
Wachstumsmedium A DMEM/F12 (1:1) + 5% FCS (bzw. 5% humanes Serum)
+100
U/ml Penicillin + 100 pg/ml Streptomycin
Wachstumsmedium B OPTIMEM + 5% FCS (bzw. 5% humanes Serum) + 100

U/ml
Penicillin + 100 pg/ml Streptomycin

Differenzierungsmedium I | DMEM/F12 (1:1) + 0.1 ug/ml Pioglitazon + 0.5 mM
(fiir die ersten 5 Tage) IBMX +

10°M Dexamethason + 66 nM Insulin + 1 nM
Trijodthyronin + 10 pg/ml Transferrin + 100 U/ml
Penicillin

+ 1 nM Trijodthyronin + 10 ug/ml Transferrin + 100
U/ml

Penicillin + 100 pg/ml Streptomycin

Differenzierungsmedium II | DMEM/F12 (1:1) + 10" M Dexamethason + 66 nM
(fiir weitere 9 Tage) Insulin

+ 1 nM Trijodthyronin + 10 pg/ml Transferrin + 100
U/ml

Penicillin + 100 pg/ml Streptomycin

2.4 Testansitze

Fiir die GPDH-Bestimmung
e Assay-Puffer: 50 mM Tris, | mM EDTA, 1 mM 2-Mercaptoethanol, pH 7.5
e Tram-Puffer : 1 M Tram, 25 mM EDTA
e 2-Mercaptoethanol-Lésung: 5 mM Mercaptoethanol
e DHAP-L6sung: 20 mM DHAP

e NADH-Losung: 12 mM NADH
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Fiir die Proteinbestimmung

e (Coomassie Blau-Losung: 0.001% Coomassie-Brilliantblau, 4.7% Ethanol, 8.5%
Phosphorsdure auf einen Liter Aqua bidest. Verdiinnen

¢ (.3 M NaOH zur ZellaufschlieBung

2.5 Sonstiges

e Human PDGF-AB Immunoassay (R&D Systems)
e (CPD-Beutel zum Abnehmen und Lagern von Humanblut (Baxter)
e Einwegspritzen (5 ml, 10 ml, 20 ml)

e Auswerteprogramm (Revelation)
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3 Methoden

3.1 Definierung des optimalen Spendergewebes

Um eine hohe Ausbeute humaner Priaadipozyten aus dem Fettgewebe zu erreichen,
bendtigt man ein gutes Spendergewebe. Es gibt zwei unterschiedliche chirurgische
Entnahmemethoden des Fettgewebes. Die erste Methode erfolgt durch Exzision von
zusammenhédngenden Gewebsstiicken (z.B. nach Bauchdeckenplastiken). Die
Fettabsaugung stellt die zweite Entnahmemethode dar. Hierbei werden viele kleine
Fettfragmente {iber eine hohle Liposuktionskaniile durch Unterdruck in ein Gefif3
gesogen. In der ersten Versuchsreihe sollte die Ausbeute humaner Priaadipozyten pro
Gramm Fettgewebe ermittelt werden. Verglichen wurde die Ausbeute an Prdadipozyten
zwischen frisch exzidiertem Fettgewebe und frisch durch Absaugung gewonnenem
Fettgewebe (innerhalb von 60 Minuten nach Entnahme). Eine weitere Bestimmung der
Praadipozytenausbeute erfolgte nach 24 Stunden Lagerung derselben Gewebeproben in

DMEM/F12 bei 4°C.

3.1.1 Isolierung humaner Priadipozyten aus exzidiertem Fettgewebe und
Liposuktionsmaterial

Die zur Isolierung humaner Priadipozyten verwendeten Fettgewebsproben
(Liposuktionsmaterial n=10, Exzidat n= 10) stammten von 4 minnlichen und 13
weiblichen gesunden Erwachsenen (Durchschnittsalter: 37 + 9 Jahre, Body mass index
(BMI): 25.2 + 4.6 kg/m?), die sich in der Klinik fiir Plastische Chirurgie, Hand- und
Verbrennungschirurgie der RWTH Aachen einer Elektivoperation unterzogen hatten
(z.B. Abdominoplastik, Mammareduktionsplastik). Die Liposuktion erfolgte nach einer
Methode von Sydney Coleman. Hierbei wird das subkutane Fettgewebe mit einem
manuell erzeugten Unterdruck durch eine 10-cc- Spritze abgesaugt (Coleman, 1997).

Unmittelbar nach Entnahme der Fettgewebsproben, wurden diese in sterilen Behiltern
ins Labor transportiert. Ein Teil des Fettgewebes wurde sofort prdpariert, um die
Praadipozyten zu isolieren. Der Rest wurde in einem mit DMEM/F12 aufgefiillten

sterilen Behilter 24 Stunden bei 4°C gelagert.
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Die Verarbeitung des Fettgewebes erfolgte nach einer Modifizierung der Verfahren von
Rodbell (M. Rodbell 1964) und Bjorntorp (P. Bjorntorp et al. 1980).

Zunichst wurden die frischen Fettgewebsproben unter der Laminar-Airflow mehrfach
mit 0,9% NaCl gespiilt, um sie von Blutresten zu befreien. Anschlieend wurden aus
den Fettproben bindegewebige Stringe und sichtbare Blutgefille entfernt. Nach
Abwiegen des Fettgewebes in einer vorgewogenen Kulturschale, wurde es bis zum
Erhalt kleinerer Fettfragmente (2-5 mm) mit Schere und Pinzette zerkleinert (das
Zerkleinern  entfdllt beim  Liposuktionsmaterial). Das  Feuchtgewicht der
Fettgewebsproben betrug jeweils 10 gr.

Nach der Priparation wurden die Fettfragmente zur Auflosung restlicher
bindegewebiger Strukturen in eine sterilfiltrierte Kollagenaselosung ( 0,2% (w/v)
Kollagenase CLS Typ I, 1,5% (w/v) bovines Serumalbumin (BSA) gelost in
Kollagenasepuffer (100 mM HEPES, 120 mM NaCl, 50 mM KCI, 1 mM CaCl, 50 mM
Glucose, pH 7.4)) iiberfithrt und fiir 45 Minuten ins Bewegungsbad gelegt
(Schiittelfrequenz  250/min, bei 37°C). Das Verhiltnis zwischen Fettgewebe und
Enzyml6sung betrug jeweils 1:1. Das Abstoppen der Digestion erfolgte durch Zugabe
von DMEM/F12 supplementiert mit 10% FCS (Verhiltnis Enzymlosung zu
Stopmedium 1:2). Das verdaute Fettgewebe wurde nun durch ein Filter mit 250pm
gegeben, um Restbestandteile an Bindegewebsstringen aus der Fettlosung zu entfernen.
Nach Filtration wurde die triibe Zellsuspension 7 Minuten lang bei 700 g zentrifugiert.
AnschlieBend wurde die obere weillliche Phase (reife Fettzellen und freigesetzte Fette)
mittels Pasteurpipetten entfernt und verworfen. Das Pellet, bestehend aus
Praadipozyten und Blutzellen, wurde in Anheftmedium (M199) resuspendiert, in
Kulturflaschen (25 cm?) mit einer Dichte von 0.2 gr/cm? ausgesét und fiir 24 Stunden in
den Brutschrank (37°C, 5% CO?, 95% Luft, H2O gesiittigt) gelegt. Die besiedelten
Kulturflaschen wurden am folgenden Tag zweimal mit 0,9% NaCl gewaschen, um die
restlichen Erythrozyten zu entfernen. Durch Trypsinierung wurden die angehefteten
Praadipozyten von der Kulturplatte abgelost und anschlieBend in einer Neubauer-
Zihlkammer ausgezidhlt. Somit wurde die Ausbeute stromaler Zellen pro Gramm

Fettgewebe bestimmit.
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Das 24 Stunden im Medium gelagerte Fettgewebe wurde auf die gleiche Art und Weise

prapariert und die Ausbeute der Priadipozyten pro Gramm Fettgewebe bestimmt.

.

- —
-

Fettgewebsexzidat Fettgewebsaspirat

A 4
Préparation, Entfernung von
GeféBen und Bindegewebe

N 4

Spiilen und zerkleinern

> Filtration (250 um-Sieb)
Kollagenasedigestion (CLS Typ L4
L, 45 min.) Zentrifugation (700 g, 7 min.)
A 4
Triglyzeride und
Zelltrimmer
Stromazellfraktio

Erythrozyten

Entfernen des Uberstandes,
Resuspendieren und Aussaat des Pellet

Abbildung 4: Schema der Isolierung der stromalen Fraktion aus humanem Fettgewebe. Links
Fettgewebsexzidat, rechts Fettgewebsaspirat (nach Liposuktion)

3.2 Herstellung des Kulturmediums aus plittchen-reduziertem
humanem Plasma

Zur Herstellung von humanem Serum als Mediumzusatz wurden freiwilligen
Blutspendern in der Abteilung fiir Transfusionsmedizin der RWTH Aachen 450 ml
Vollblut entnommen. Alle Blutspender hatten die Blutgruppe AB, um
Komplementreaktionen zwischen den Pridadipozyten und den Serumbestandteilen so

gering wie moglich zu halten.
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Nach der Blutentnahme wurden die Blutbeutel (mit CPD angereichert) fiir 2,5 Stunden
auf Kiihlplatten gelegt, um sie auf Raumtemperatur herunterzukiihlen. Anschlieend
wurden die Beutel bei 4000 g fiir 30 Minuten zentrifugiert (Haereus cryofuge 8500), um
die Erythrozyten vom Plasma zu trennen. Das Plasma wurde dann iiber einen Seperator
(Fresenius Biotrans) in einen neuen Beutel abgepresst. Das auf diese Weise hergestellte
Plasma enthielt 5000-10000 Thrombozyten/ul und war somit plittchenarm. Die Menge
des in den Thrombozyten enthaltenen Mitogens PDGF, welches die Differenzierung der
Praadipozyten in der Zellkultur hemmt, wurde auf diese Weise gering gehalten. Das
Plasma wurde anschlieBend im Wasserbad bei 56°C Temperatur 20 Minuten lang
hitzeinaktiviert. Zur Gerinnung wurde das Plasma, nach Zusatz einer definierten Menge
Medium (DMEM/F12 oder OPTIMEM), in einer Glasflasche im Brutschrank bei 37°C
und 5% CO? iiber Nacht stehen lassen. Am néchsten Tag wurde das Plasma-
Mediumgemisch bei 700g fiir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde durch ein
Serumfilter (Porengrofle 22um) gegeben. Nach Zugabe von Penicillin und Streptomycin
wurde das serumhaltige Medium zur Zellkultivierung verwendet. Die
Volumenreduktion, die bei der Umwandlung von Plasma zu Serum entsteht, wurde bei
der Herstellung des serumhaltigen Mediums beriicksichtigt. Es wurde soviel Plasma
zum Medium hinzugefiigt bis eine Serumendkonzentration von 5% im Medium erreicht
wurde. In allen Serumproben waren die Gerinnungsfaktoren II, V, VIII, XIII und

Fibrinogen unterhalb der Nachweisgrenze.

3.3 In-vitro-Kultivierung humaner Priaadipozyten durch Zusatz von
plattchen-reduziertem humanem Serum

Praadipozyten aus frisch lipektomiertem Subkutangewebe (Exzidat oder Aspirat)
gesunder Erwachsener (Alter: 25-52), die sich einem elektiven Eingriff unterzogen,
wurden isoliert (siehe 2.1.1). Um den Kollagenaseverdau zu stoppen, wurde dem
Stopmedium(DMEM/F12 suplementiert mit 15mmol "' HEPES, 14mmol "' NaHCO3,
33umol I"" biotin, 17Mmol 1" D-pantothenat) je nach Weiterkultivierung der Zellen
entweder 10% humanes Serum oder 10% FCS hinzugefiigt. Nach Filtration (250um)
und Zentrifugation (7 Minuten bei 700g) wurden die Zellen im serumfreien
Anheftmedium (M199 mit 100 U ml' Penicillin, 100ug ml"' Streptomycin)
resuspendiert und in mit Fibronektin beschichteten und unbeschichteten Kulturflaschen

(25cm?) mit einer Aussaatdichte von 20000 Zellen/cm? ausgesit. Zur
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Fibronektinbeschichtung wurden zuvor die Kulturflaschen mit 125ul der
Fibronektinlosung (0,2mg in Iml Aqua bidest) beschichtet. AnschlieBend wurde die
Fibronektinlosung wieder abgesaugt und die Kulturflaschen zur Trocknung fiir eine
Stunde unter der Laminar-Airflow stehen lassen. Die besiedelten Kulturflaschen wurden
in den Brutschrank (37°C, 5% CO?, 95% Luft, H?0 gesittigt) gelegt. Am nichsten Tag
wurde das Anheftmedium (M199) abgesaugt. Die Zellen wurden vorsichtig mit NaCl?
gewaschen, um restliche Erythrozyten zu entfernen. AnschlieBend wurden die
Kulturflaschen mit dem Wachstumsmedium DMEM/F12 oder OPTIMEM (angereichert
mit 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin), supplementiert mit 5% FCS, 5%
humanem Serum und serumfrei, beschichtet. Die Proliferation und Differenzierung der
Praadipozyten wurden folgendermallen durchgefiihrt: Die ausgesiten Pridadipozyten
wurden bis zur Konfluenz in Wachstumsmedium (DMEM/F12 oder OPTIMEM
suplementiert mit 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin) kultiviert. Dieses
Wachstumsmedium enthielt entweder 5% fotales Kdlberserum (FCS) oder 5% humanes
Serum (hS) oder gar kein Serum. Das Wachstumsmedium wurde bis zur Konfluenz der
Praadipozyten jeden dritten Tag erneuert. Die adipogene Konversion wurde fiir 14 Tage
durch Austausch des Wachstumsmediums gegen das Differenzierungsmedium
induziert. Das Differenzierungsmedium enthielt DMEM/F12 oder OPTIMEM ohne
Serumzusatz, suplementiert mit 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin, 66 nM
Insulin, 100 nM Dexamethason, 0,5 mM IBMX, 0,1 ug/ml Pioglitazon, 1nM Trijod-L-
Thyronin und 10 pg/ml humanem Transferrin. Die Differenzierung wurde fiir fiinf Tage
in diesem Medium induziert, anschlieBend wurden die Pridadipozyten im gleichen
Differenzierungsmedium, jedoch ohne Zusatz von IBMX und Pioglitazon, fiir weitere

neun Tage differenziert.
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Proliferation IZI:> Differenzierung

Kultivierungsbedingungen : Kultivierungsbedingungen
1. DMEM/F12 FCS . : }: DMEM/F12 serumfrei I
: | | + Cortisol :
2. DMEM/F12 h. serum i + Insulin :
: : : + Transferrin I
3. DMEM/F12 serumfrei | + Isomethylbutylxanthin |
: : : I| + Pioglitazon I
4. OptiMEM FCS | | >: + Triiodo-L-thyronin :
5. OptiMEM h. serum ; ; 4 I
| | I |
6. OptiMEM serumfrei t t P |
I | ! I
\d v *J v
Y Bestimmung des
Bestimmung der Differenzierungs

Zellzahl ausmales

Abbildung 5: Kultivierungsschema der isolierten Praadipozyten

3.3.1 Mikroskopische Untersuchungsmethoden

In der vorliegenden Arbeit wurden sdmtliche mikroskopischen Arbeiten mit einem
Phasenkontrastmikroskop (Telaval 31-Zeiss) durchgefiihrt und die Beobachtungen mit
einer angeschlossenen Photoeinrichtung (Digitalkamera D100, Nikon) dokumentiert.

Die morphologischen Kriterien fiir die Differenzierung waren zum einen der Anstieg
der lipidgefiillten Zellen und zum anderen die &uBere Erscheinungsform der
differenzierten (runde Form) Zellen im Vergleich zu den undifferenzierten (lange,

schlanke Ausldufer) Zellen.

3.3.1.1 Bestimmung der Zellzahl

Fiir die Bestimmung der Gesamtzellzahl wihrend der Proliferation und zur Ermittlung
der differenzierten Zellen gegeniiber undifferenzierten Zellen wurden die Zellen unter
dem Mikroskop bei einer 100 fachen VergroBerung ausgezihlt. Hierbei wurden die
Zellen in  sechs zufidllig eingestellten Gesichtsfeldern ausgezidhlt und daraus die
Gesamtzellzahl pro Kulturflasche (Gesamtfliche 25 cm?) berechnet. Diese Methode war
besonders fiir die Bestimmung der differenzierten Zellen im Vergleich zu den

undifferenzierten Zellen geeignet. Dabei wurden lipidgefiillte, differenzierte Zellen und



Methoden 20

undifferenzierte Zellen pro Gesichtsfeld (6 Gesichtsfelder/Kulturflasche) mikroskopisch
ausgezihlt und anschlieend der prozentuale Anteil der differenzierten Zellen an der
Gesamtzellzahl berechnet. Als weiteres Verfahren zur Bestimmung der Zellzahl wurde
die Zidhlung in der Neubauer-Zdahlkammer durchgefiihrt. Die Zdhlkammer besteht aus
acht groBen Quadraten mit definierter Flache und Volumen. Nach Ablosen der Zellen
mittels Trypsin/EDTA (0,05/0,02 %), wurde die Zdahlkammer mit einem Aliquot (50ul)
gefiillt. Nach Auszihlen der jeweils vier groBen Quadrate wurde die Zellkonzentration
pro Milliliter und die Gesamtzellzahl der Suspension errechnet. Fiir die Bestimmung der
Zelldichte im Kulturgefil wurde auf Zellen/cm? zuriickgerechnet. Mit dieser Methode
wurden in den Versuchen die Zahl der Stromazellen pro Gramm entnommenen
Fettgewebes (Exzidat versus Aspirat) und die Zellzahl der subkonfluenten Zellen in den

Kulturflaschen (Passagenzihlung) bestimmt.

3.3.1.2  Trypanblaufdarbung

Trypanblau ist ein saurer Farbstoff, der als Anion leicht an Proteine bindet. Wihrend bei
vitalen Zellen der Farbstoff die Zellwand nicht durchdringen kann, gelangt Trypanblau
bei toten Zellen ungehindert ins Zytoplasma. Diese Zellen stellen sich dann als
durchgéngig blau angeférbt dar. Die Trypanblaufdarbung wurde zur Vitalitétspriifung der
stromalen Zellen nach ihrer Isolierung aus menschlichen Fettgewebsproben angewandt.

Der Zellsuspension wurde ein Aliquot (50ul) entnommen und mit Trypanblau 1:1
vermischt. Nach 2-5 Minuten wurden die Zellen in der Neubauer-Zihlkammer
ausgezihlt und die Zellzahl der vitalen Zellen im Verhiltnis zu den toten Zellen (blau

geférbt) bestimmt.

3.3.1.3 Red Oil O Firbung

Bei dieser Firbemethode werden die Lipidvakuolen in der Zelle rot angefirbt. Der
Farbemechanismus beruht auf besserer Loslichkeit des Fettfarbstoffes in den Lipiden
des Gewebes gegeniiber dem Losungsmittel, in dem es angeboten wird.

AnschlieBend kann der Anteil lipidhaltiger Zellen bestimmt werden. 0,5g Oil-Red-O-
Farbstoff wurden in 100 ml 99%igem Isopropanol gelost. 6ml dieser Losung wurden
mit 4 ml Aqua bidest. verdiinnt und nach 24 Stunden Lagerung bei Raumtemperatur

filtriert. Die Zellen wurden nach Waschen mit PBS2- in 10%igem Formaldehyd fiir 5
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Stunden fixiert. AnschlieBend wurden die fixierten Zellen mit der Farbelosung fiir zwei
Stunden angefédrbt. Nach der Fiarbung wurden die Zellen erneut mit PBS?- gewaschen
und in 10%iges Formaldehyd iiberfiihrt. Der Anteil lipidhaltiger Zellen konnte durch

mikroskopisches Auszihlen ermittelt werden.

3.3.2 Biochemische Untersuchungsmethoden

3.3.2.1 Bestimmung der Glycerin-3-Phosphat- Dehydrogenase

Die Bestimmung des Anteils der differenzierten Praadipozyten erfolgte durch Messung
des Enzyms Glycerin-3-Phosphat-Dehydrogenase, welches in lipidgefiillten Zellen
vorkommt. GPDH kommt als Enzym im Fettmetabolismus vor und wird als ein
wichtiger Marker in der Fettzelldifferenzierung exprimiert (Rosen und Spiegelman
2000). Unter Verbrauch von NADH katalysiert das Enzym die reversible Reduktion des
Dihydroacetonphosphats zum Glycerin-3-Phosphat.Die GPDH-Aktivitdt korreliert
dabei mit der Anzahl lipidgefiillter Zellen. Die Messung der Enzymaktivitit (Pairault
und Green 1979) wurde am 14.Tag nach Differenzierungsbeginn durchgefiihrt. Nach
Entfernung des Mediums wurden die Zellen zweimal mit kalter PBS-Losung
gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen in einem definierten Volumen eines
Assay-Puffers  (600ul/Kulturgefa) mit einem Zellschaber vom Boden des
KulturgefiBles abgekratzt und in ein gekiihltes Eppendorf-Cup (1,5ml) iiberfiihrt. Die
Zellen wurden mit einem Homogenisator (Potter S) fiir 10x 3 Sekunden (1000 U/min)
homogenisiert. Im nichsten Schritt erfolgte eine Zentrifugation der Lysate bei 13.500
U/min. Der Uberstand wurde zur Messung der GPDH-Aktivitit verwendet. Der
Testansatz enthielt 100ul Tram-Puffer, 100ul Assay-Puffer, 20ul 2-Mercaptoethanol,
20ul NADH-Losung. Es wurden 100ul Zellhomogenat zugegeben und mit 620ul Aqua
bidest verdiinnt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 20ul Dihydroxyacetonphosphat
(DHAP) gestartet. Die photometrische Extinktionsmessung wurde bei 340nm
durchgefiihrt. Aus diesen Daten wurden mittels eines integrierten Auswerteprogramms
(Revelation) die Enzymaktivitdten in mU/ml errechnet. In Bezug auf den Proteingehalt

wurde die spezifische Enzymaktivitit in mU/mg angegeben.



Methoden o)

3.3.2.2  Proteinbestimmung

Die Messung des Proteingehaltes wurde nach einer Modifikation der Methode nach
Bradford (Bradford, 1976) durchgefiihrt. Zunédchst wurden die Zellen mit kalter PBS-
Losung gewaschen. Nach Abkratzen der Zellen in einem definierten Volumen PBS-
Losung (600ul/Kulturgefdl) wurde zur Lyse die gleiche Menge an 0,3 M NaOH
hinzugefiigt. In 1,5 ml Eppendorf-Cups wurde die Zellsuspension 5 Minuten lang mit
wiederholtem Einsatz des Vortex inkubiert, um die Zellen aufzuschliefen. Der
Testansatz bestand aus 900ul Commassie-Blau-Losung (0,001% Commassie-
Brillantblau, 4,7% Ethanol, 8,5% Phosphorsdaure auf 1 Liter verdiinnt) und 100ul
Proteinlosung. Nach einer Inkubationszeit von 10 Minuten wurde die Extinktion mit
einem Photometer bei 595 nm bestimmt. Die Proteinmenge in mg/ml wurde aus den
gemessenen Extinktionen und der Standardkurve mittels eines integrierten

Auswerteprogramms errechnet

3.4 Statistik

Aus den einzelnen Messdaten wurden der Mittelwert und die Standardabweichung
errechnet. Zur Analyse der Mittelwerte auf Signifikanzunterschiede fiir die Daten aus
der Versuchsreihe zur Ermittlung des optimalen Spenderfettgewebes (Exzidat vs.
Aspirat) fand der One way RM Anova Anwendung. Unterschiede von p<0.05 wurden
als signifikant betrachtet. Fiir alle weiteren Versuchsreihen wurde der Student t-Test als
Signifikanztest verwendet. Fiir signifikante Unterschiede wurde ein p-Wert von <0.05

und fiir hochsignifikante Unterschiede ein p-Wert von <0.01 gewihlt.
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4 Ergebnisse

4.1 Ergebnisse zur Definierung des optimalen Spendergewebes

Praadipozyten wurden aus Fettgewebsexzidaten oder aus Liposuktionsmaterial aus dem
Subkutangewebe von Patienten isoliert, die sich einem elektiven Eingriff in der Klinik
fir  Plastische Chirurgie, Hand- und Verbrennungschirurgie unterzogen

(siehe Tabelle 1).

Tabelle 1: Herkunft des fiir die Priadipozytenisolierung verwendeten Fettgewebes

Anzahl der Patienten
Entnahmestellen des Fettgewebes Exzidat Aspirat
Abdomen 5 4
Brust 4 4
Gesil 1 2

Die isolierten Priadipozyten wurden fiir 24 Stunden kultiviert, anschlieBend wurden die
angehefteten Zellen mittels Trypsin/EDTA vom Boden der Kulturflasche gelost und in
einer Neubauer-Zihlkammer gezihlt (siehe unter Methoden 3.1.1). Die Auszédhlung
ergab eine Zellausbeute zwischen 80000 und 350000 Priaadipozyten pro ein Gramm
frischem Fettgewebe. Nach 24 stiindiger Lagerung der Fettgewebsproben lag die
Anzahl der angehefteten stromalen Zellen pro 1 Gramm Fettgewebe zwischen 50000
und 350000. Insgesamt war die Ausbeute an Pridadipozyten, die aus dem
Liposuktionsmaterial isoliert wurden (innerhalb von 60 Minuten nach Entnahme und
nach 24 stiindiger Lagerung), hoher als die Anzahl der angehefteten Priadipozyten aus
dem Fettgewebsexzidat. Der Unterschied war vor allem nach 24 stiindiger Lagerung der
Fettgewebsproben signifikant (sieche Abbildung 6). Die 24 stiindige Lagerung fiihrte
sowohl beim exzidierten als auch beim aspirierten Fettgewebe zu einem Verlust von
Praadipozyten. Beim Fettgewebsexzidat war der Verlust von Pridadipozyten nach 24
Stunden Lagerung hochsignifikant. Im Vergleich dazu war die Zellausbeute beim
Liposuktionsmaterial nach 24 Stunden Lagerung wenig verringert (siche Abbildung 6).
Beziiglich der unterschiedlichen Entnahmestellen, kann man sagen, dass die hochste

Ausbeute stromaler Zellen aus dem frischen Liposuktionsgewebe vom Abdomen
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gewonnen wurde. Die niedrigste Zellausbeute wurde beim exzidierten und 24 Stunden
gelagerten Fettgewebe aus dem Abdomen beobachtet. Der Unterschied beziiglich der
Zellausbeute zwischen Liposuktionsgewebe und Exzidat wird vor allem beim
Fettgewebe aus dem Abdomen deutlich. Der Zellverlust nach 24 stiindiger Lagerung ist

beim exzidertem Fettgewebe aus der Brust signifikant (p < 0.05).
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Abbildung 6: Priaadipozyten wurden aus Fettgewebsexzidaten und Liposuktionsmaterial isoliert. Die
Prédadipozytenisolierung erfolgte entweder innerhalb von 60 Minuten nach Fettgewebsentnahme (frisch)
oder nach 24 Stunden Lagerung (alt) der Fettgewebsprobe in DMEM/F12 (1:1) *, p < 0.05
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Abbildung 7: Vergleich der stromalen Zellen pro Gramm Fettgewebe beziiglich der Entnahmestellen
Brust und Abdomen *, p < 0.05
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4.2 In-vitro-Ergebnisse zur Kultvierung humaner Priadipozyten in
serumhaltigen Medium (humanes Serum versus FCS)

Um die Kultivierung und Differenzierung humaner Prdadipozyten zu optimieren,
wurden unterschiedliche Kulturbedingungen miteinander verglichen (sieche Abbildung
3, Methoden). Dazu wurden Priadipozyten aus subkutanen Fettgewebsproben isoliert
und Primérkulturen angelegt (sieche Methoden). Die Vitalitdtspriifung der isolierten
Zellen mittels Trypanblaufirbung ergab, dass der Anteil vitaler Zellen regelméaBig iiber
90% lag. Die frisch isolierten Zellen wurden zunichst im serumfreien Anheftmedium
(M 199 supplementiert mit 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin), mit einer
Dichte von 20.000 Zellen/cm?, in Kulturflaschen ausgesit. In Vorversuchen erwies sich
das serumfreie Anheftmedium als die optimale Bedingung fiir die Adhédsion der
stromalen Zellen. Nach einer Inokulationszeit von 20-24 Stunden wurden die
adhdrenten Zellen vorsichtig mit NaCl, gewaschen, um Zelldetritus und Blutzellen zu
entfernen. Anschliefend wurden die Zellen in die jeweiligen Kulturmedien iiberfiihrt.
Das Kulturmedium fiir den Proliferationszeitraum bestand entweder aus DMEM/F12
(1:1) oder OPTIMEM. Diese Medien enthielten als Serumzusatz 5% fotales
Kilberserum (FCS) oder 5% humanes Serum (hS) oder gar keinen Serumzusatz.
Wihrend der Proliferationsphase besallen die Priadipozyten eine sternformige Form mit

einem zentrierten Kern (sieche Abbildung 8).

Proliferation Differenzierung

Abbildung 8: (links) Charakteristisch fiir die Proliferationsphase sind die langen Zellausldufer und der
zentrierte Zellkern (100 fache VergroBerung). (rechts) lipidgefiillte, abgerundete Praadipozyten nach 14
Tagen Differenzierung (100 fache VergroBerung)

Nach Erreichung der Konfluenz wurden die Zellen ins Differenzierungsmedium I

tiberfiihrt. Nach einer 5-tdgigen Inkubationszeit, wurden die Pridadipozyten fiir weitere
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neun Tage im Differenzierungsmedium II kultiviert, welches nicht mit IBMX und
Pioglitazon angereichert war. In diesem Zeitraum verloren die Praadipozyten allméhlich
ihre sternformige Struktur und nahmen eine runde Form an. Das Cytoplasma der
differenzierten Zellen fiillte sich mit Lipidvakuolen (siehe Abbildung 8). Nach 14 Tagen
Differenzierung erfolgte die photometrische Bestimmung der GPDH-AKktivitit bezogen
auf die Proteinmenge. Wihrend der Proliferations -und Differenzierungsphase erfolgten
in regelmiBigen Abstinden Zellzdhlungen (Gesichtfeldmethode oder mit der Neubauer-

Ziahlkammer)

4.2.1 Einfluss der Fibronektinbeschichtung auf die Zelladhédrenz und
Differenzierung

Um den Einfluss der Fibronektinbeschichtung auf die Zellzahl der adhidrenten Zellen
und die Differenzierung humaner Pridadipozyten zu bestimmen, wurden die zu
beimpfenden Kulturflaschen mit Fibronektin beschichtet (sieche Methoden). Fiir diesen
Versuch stammten die Prdadipozyten aus Fettgewebsproben von sieben gesunden
Frauen (Alter zwischen 35 und 51 Jahren). Das humane Serum als Mediumzusatz
stammte von fiinf gesunden Blutspendern (Alter: 25 — 55 Jahre). Jedes dieser
Serumproben wurde als Mediumzusatz bei allen Fettgewebsproben getestet. Nach
Aussaat der Pridadipozyten (im serumfreien Anheftmedium) in Fibronektin-
beschichtete und unbeschichtete Kulturflaschen wurde die Zellzahl der adhdrenten
Zellen einen Tag nach der Inokulation ermittelt. Es zeigte sich hierbei, dass die
Fibronektinbeschichtung die Anzahl der adhidrenten Zellen signifikant erhoht (+32.6% +
11.8% verglichen mit den unbeschichteten Kulturflaschen). AnschlieBend wurden die
Praadipozyten in  verschiedenen = Mediumbedingungen  (mit  verschiedenen
Serumzusitzen) bis zur Konfluenz kultiviert. 14 Tage nach Differenzierungsbeginn
wurde die GPDH-Aktivitdt ermittelt, um den Einfluss der Fibronektinbeschichtung auf

die Differenzierung der Priadipozyten zu quantifizieren.
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Das Ergebnis der GPDH-Messung zeigte eine signifikante Verbesserung der
Differenzierung humaner Pridadipozyten in allen Kulturbedingungen

(siehe Abbildung 9).

—

20 A

15 - “ [
l

10

in unbeschichteten Kulturflaschen

; N

ODMEM/F12 + 5% FCS O DMEM/F12 + 5% hS
B OptiMEM + 5% FCS  m OptiMEM + 5% hS

GPDH-Aktivitat [%] bezogen auf die differenzierten Zellen

Abbildung 9: GPDH-Aktivitdit 14 Tage nach Differenzierungsbeginn in verschiedenen
Kulturbedingungen. f, p < 0.001 im Vergleich zu der Null- Linie (GPDH-Aktivitéit der differenzierten
Zellen desselben Spenders und der gleichen Kulturbedingung ohne Fibronektinbeschichtung)

4.2.2 Rolle des Kulturmediums und Serums in Bezug auf die Proliferation
und Differenzierung humaner Praadipozyten

In dieser Versuchreihe wurden Priadipozyten aus den Fettgewebsproben von sieben
Frauen im Alter von 25 bis 52 Jahren isoliert. Die aus jeder einzelnen Fettgewebsprobe
isolierten Prdadipozyten wurden im Medium, welches mit dem Serum zweier
Probanden (Alter: 27 und 28 Jahre) supplementiert wurde, kultiviert. Jede Serumprobe
wurde individuell an den stromalen Zellen der sieben Fettgewebsproben getestet. Als
Kulturmedien wurden DMEM/F12 und OPTIMEM  eingesetzt. Die isolierten
Fettgewebsvorlduferzellen ~ wurden acht Tage lang in  unterschiedlichen

Kulturbedingungen bis zur Prikonfluenz kultiviert (siehe Abbildung 5, Methoden) und
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anschlieBend unter dem Mikroskop gezédhlt. Verglichen mit der Standard-
Kulturbedingung DMEM/F12 + 5% FCS, die gleich 100% gesetzt wurde, war die
Anzahl der Pridadipozyten im serumfreien Medium um 40-43% signifikant erniedrigt.
Dabei spielte es keine Rolle, ob DMEM/F12 oder OPTIMEM als Medium gewihlt
wurde (siehe Abbildung 10). Die Bedingungen OPTIMEM plus FCS und DMEM/F12
plus humanem Serum zeigten im Vergleich zur Standardbedingung DMEM/F12 + FCS
eine Zellzahl von 85 + 13% und 88 + 19%. Diese Unterschiede waren allerdings nicht
signifikant.

Im Vergleich dazu kam es bei der Bedingung OPTIMEM plus humanes Serum zu
einem hochsignifikanten Abfall in der Zellzahl auf 76 + 8% (siehe Abbildung 10).
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Abbildung 10: Priaadipozyten wurden acht Tage in unterschiedlichen Kulturbedingungen kultiviert und
unter dem Mikroskop ausgezihlt. **, p < 0.01 bezogen auf die Standardmethode DMEM/F12 + 5% FCS

Die Priaadipozyten wurden bis zur Konfluenz in Passage 0 in den jeweiligen
Kulturbedingungen gefiihrt. Die adipogene Konversion wurde durch Uberfithren der
Zellen in serumfreies Differenzierungsmedium induziert (sieche Material und
Methoden). Nach 14 Tagen wurde der Ausmal} der Differenzierung mittels Zellzihlung

(differenzierte Zellen versus undifferenzierte Zellen) und GPDH-Messung ermittelt.
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Die Ergebnisse zur Differenzierung ergaben, dass die Standardbedingung (DMEM/F12
plus FCS wihrend der Proliferation) die schwichste Differenzierung (39% + 13%
differenzierte Zellen) von allen Kulturbedingungen hatte (sieche Abbildung 11). Im
Vergleich dazu zeigten die Prdadipozyten, die in der Proliferationsphase in serumfreien
Medium kultiviert wurden, eine hohe Differenzierungskapazitit, besonders wenn das
Kulturmedium vorher aus OPTIMEM bestand (82% + 11% differenzierte Zellen, 54% +
16% differenzierte Zellen in DMEM/F12). Alle anderen Kulturbedingungen
(OPTIMEM + FCS: 67% + 19%, DMEM/F12 + hS: 54% + 14%, OPTIMEM + hS: 58%
+ 16%) zeigten im Vergleich zu der Standardbedingung DMEM/F12 + FCS signifikant
hohere Zahlen an differenzierten Zellen (siche Abbildung 11).
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Abbildung 11: Anzahl der differenzierten Zellen nach 14 Tagen Differenzierung im serumfreien
Differenzierungsmedium. Die Bezeichnungen ,.serumfrei®, ,JFCS*, und ,hS*“ beziehen sich auf die
Kultivierungsbedingungen in der Proliferationsphase. *, p < 0.05 verglichen mit der Standardmethode
DMEM/F12 + 5% FCS
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423 Proliferation und Differenzierung humaner Priadipozyten in Passage 1

Fiir diesen Versuch wurden stromale Zellen aus dem Subkutangewebe einer 35-jdhrigen
gesunden Frau isoliert. Die fiir die Kultivierung verwendeten Serumproben stammten
von 20 Blutspendern im Alter von 21 bis 63 Jahren. Die Prdadipozyten wurden mit
einer Dichte von 20.000 Zellen/cm? in mit Fibronektin beschichtete Kulturflaschen
ausgesit. Als Kulturmedium diente DMEM/F12 supplementiert mit FCS oder humanem
Serum. Jede der 20 Serumproben wurde auf ihren Einfluss auf die Proliferation und
Differenzierung der stromalen Zellen des  Spendergewebes  untersucht.
Die Zellauszdhlungen am 3. und 8. Proliferationstag ergaben einen Anstieg der Zellzahl
von 40.000 Zellen/cm? am 3.Proliferationstag bis zu 70.000-80.000 Zellen/cm? am 8.
Proliferationstag. In Bezug auf die Zellzahl, zwischen den mit FCS- und humanem
Serum  kultivierten  Zellen, gab es keine signifikanten = Unterschiede

(siehe Abbildung 12).
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Abbildung 12: Priadipozyten wurden in DMEM/F12 supplementiert mit FCS oder hS kultiviert.

Nach Erreichen der Prikonfluenz wurden die Zellen trypsiniert und mit einer Dichte
von 20.000 Zellen/cm? erneut ausgesit. Bis zur Konfluenz wurde jeden dritten Tag das
Kulturmedium erneuert. Nach Induktion der adipogenen Konversion erfolgte am 14.

Differenzierungstag die Auszdhlung der differenzierten Zellen und GPDH-Messung.
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Die Differenzierungsergebnisse zeigten einen hochsignifikanten Unterschied beziiglich
des Differenzierungsausmafes zwischen den mit FCS gefiihrten Priadipozyten und den
mit humanem Serum kultivierten Priaadipozyten.

Der prozentuale Anteil der differenzierten Zellen betrug in der hS-Gruppe 41% + 9%
und in der FCS-Gruppe 29% * 1% (siehe Abbildung 13 links). Dieses Ergebnis wurde
durch die GPDH-Messung bestitigt (siche Abbildung 13 rechts).
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Abbildung 13: (links) Bestimmung der Zahl der differenzierten Zellen 14 Tage nach
Differenzierungsbeginn in P1* p < 0.05. (rechts) Bestimmung der GPDH-Aktivitit am 14.
Differenzierungstag in P1**, p < 0.01

424 Einfluss der Langzeitkultivierung auf die Proliferation und
Differenzierung

In dieser Versuchsreihe sollte der Einfluss humaner Seren auf die Proliferation und
Differenzierung menschlicher Fettgewebsvorlduferzellen untersucht werden, die iiber
ldngere Zeit kultiviert wurden (bis Passage 3).

Die isolierten Prdaadipozyten stammten aus der Fettgewebsprobe einer 47- jdhrigen
gesunden Frau. Die isolierten Zellen wurden in serumhaltigen Medium (DMEM/F12 +
FCS oder hS) und in, mit Fibronektin beschichteten, Kulturflaschen bis Passage 3
kultiviert. Die humanen Seren stammten von fiinf gesunden Blutspendern. Die

Aussaatdichte betrug bei jeder neuen Passage 20.000 Zellen/cm?.
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Zur Quantifizierung der Proliferation erfolgte in jeder Passage am 3. Proliferationstag
eine Zellzdhlung unter dem Mikroskop. Die Ergebnisse der Proliferationszihlung
ergaben, dass die Anzahl der Zellen pro cm? im FCS- haltigen Medium konstant hoher
waren als im hS- haltigen Medium. Dieser Unterschied war nur in Passage 2 signifikant

(siehe Abbildung 14).
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Abbildung 14: Proliferationsverhalten humaner Pridadipozyten in unterschiedlichen Kulturbedingungen
iiber drei Passagen. Die Aussaatdichte betrug zu Beginn jeder Passage 20.000 Zellen/cm?2. Die Zellzdhlung

erfolgte jeweils am 3. Proliferationstag.*, p < 0.05, **, p < 0.01, T, p < 0.001

Des Weiteren wurde eine konstante Abnahme der Proliferationsfahigkeit von Passage 0
bis Passage 3 beobachtet. Dies betraf hauptsdchlich die FCS-Kultivierung (siehe
Abbildung 14). In Passage 3 wurden die Zellen bis zur Konfluenz in den jeweiligen
Kulturbedingungen gefiihrt. 14 Tage nach Differenzierungsbeginn ergab die Zahlung
der differenzierten Zellen, dass nur 2% + 0.7% der in FCS kultivierten Zellen
differenziert waren. Im Vergleich dazu waren 43% + 3% der Zellen, die in humanem

Serum kultiviert wurden, differenziert (sieche Abbildung 15 links).
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Die hochsignifikanten Unterschiede beziiglich der GPDH-Aktivitidt zwischen FCS- und
hS kultivierten Zellen unterstreichen diese Aussage (siche Abbildung 15 rechts).
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Abbildung 15: (links) Anzahl der differenzierten Zellen am 14. Differenzierungstag in Passage 3.
,T p <0.001. (rechts) GPDH-Aktivitit der differenzierten Zellen am 14. Differenzierungstag in Passage 3.
, Tp<0.001
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5 Diskussion

Neben der Entwicklung von Knochen, Knorpel und anderer mesenchymaler
Gewebearten beschiftigt sich die Gewebetechnologie mit der Herstellung von
Fettgewebe zur Behandlung von Weichgewebsdefekten. Es gibt viele Studien, die sich
mit dem Ausgang von transplantierten Fettgewebsblocken und
Liposuktionstransplantaten befassen (Bircoll und Novack 1987; Matsudo und Toledo
1988; Nguyen et al. 1990; Saunders et al. 1981; Watson 1959). Obwohl der
Volumenverlust von Transplantaten aus chirurgisch exzidierten Fettgewebsblocken
geringer ist als aus abgesaugtem Fettgewebe (Kononas et al. 1993), ist bei beiden
Transplantaten ein signifikanter Volumenverlust zu verzeichnen. Ein zusitzliches
Problem stellt die Fibrosierung des Transplantates und die Bildung von Olzysten dar.
Von Peer et al. durchgefiihrte  histologische = Untersuchungen  an
Fettgewebstransplantaten zeigen, dass der Erfolg einer Fettgewebstransplantation
hauptsichlich von der Anzahl der iiberlebenden Adipozyten im Transplantat abhingt
(Peer 1950; Peer 1956). Es liegt daher nahe, Alternativen zur herkommlichen
Defektdeckung mit Fettgewebstransplantaten zu finden. Zell basierte Therapien wie die
Gewebetechnologie benotigen eine leicht verfiigbare Quelle an autologen und
pluripotenten Stammzellen. Das Knochenmark ist sicherlich eine mogliche Quelle fiir
mesenchymale Stammzellen, die die Fihigkeit haben zu adipogenen, osteogenen,
myogenen und chondrogenen Zellen zu differenzieren. Jedoch ist die Entnahme von
Stammzellen aus dem Knochenmark oft schmerzhaft und kompliziert, des Weiteren
benodtigen diese Stammzellen fiir das Wachstum spezifische Seren und Zusitze. Im
Gegensatz dazu konnen Priadipozyten, welche sich aus Stammzellen entwickeln und
sich neben reifen Adipozyten im Fettgewebe befinden, in groeren Mengen aus dem
subkutanen Fettgewebe gewonnen werden. Eine einfache Entnahmemethode stellt die
Liposuktion dar, die unter Lokalanisthesie durchgefiihrt werden kann und fiir den
Patienten mit weniger Unannehmlichkeiten verbunden ist als ein operativer Eingriff
unter Vollnarkose. Diese adipogenen Zellen besitzen ein grof3es Potential zu adipogenen
(Gronthos et al. 2001; Zuk et al. 2002; Zuk et al. 2001), osteogenen (Halvorsen et al.
2001b; Ogawa et al. 2004; Zuk et al. 2002), myogenen (Sasao et al. 2003; Zuk et al.
2002; Zuk et al. 2001) und chondrogenen Zellen (Awad et al. 2003; Erickson et al 2002;
Ogawa et al. 2004) zu differenzieren und eignen sich daher hervorragend fiir Zell

basierte Therapien wie das Tissue Engineering.
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5.1 Die Bedeutung des Spendergewebes fiir die Priadipozytenkultur

Ein Ziel dieser Studie bestand darin das optimale Spendergewebe zu definieren, welches
die bestmogliche Pridadipozytenausbeute liefert. Hierfiir wurde exzidiertes subkutanes
Fettgewebe gegen abgesaugtes subkutanes Fettgewebe verglichen. Die Ergebnisse
dieser Studie zeigen, dass sich Liposuktionsgewebe als Spendematerial fiir
Praadipozyten  besser  eignet als exzidiertes  Fettgewebe. Die  hohe
Praadipozytenausbeute aus dem Liposuktionsgewebe zeigt, dass die stromale
Zellfraktion im Fettgewebe durch die Absaugmethode nicht zerstort wird. Obwohl diese
Aussage mit den biochemischen Untersuchungen zelluldrer Schidigung nach Entnahme
von Fettgewebe mittels Liposuktion iibereinstimmt (Lalikos et al. 1997), sind in der
Literatur auch gegensitzliche Meinungen zu finden. Huss et al. behauptet, dass die
Anzahl der isolierten stromalen Zellen aus exzidiertem Fettgewebe signifikant hoher ist
als aus Liposuktionsgewebe (Huss und Kratz 2002). Des Weiteren ist zu bemerken, dass
sich die Angaben verschiedener Forschungsgruppen zur Ausbeute stromaler Zellen aus
dem Fettgewebe deutlich voneinander unterscheiden. Von Harmelen et al. fanden
heraus, dass ein Gramm Fettgewebe 289.632 + 120.369 stromale Zellen enthilt. Dabei
variiert die Zellzahl zwischen 50.000 und 606.000 Zellen pro Gramm Fettgewebe (von
Harmelen et al. 2003). Obwohl die obere Zellzahlgrenze hoher ist als die in der
vorliegenden Studie, stimmen die Ergebnisse mit denen dieser Studie iiberein. Im
Gegensatz dazu berichten Halvorsen et al., dass ein Gramm Fettgewebe, unabhingig
davon ob es sich um exzidiertes oder aspiriertes Fettgewebe handelt, 86.000 £ 14.000
stromale Zellen liefert (Halvorsen et al. 2001a). Aust et al. isolierten 404.000 + 206.000
stromale Zellen pro ein Milliliter Liposuktionsgewebe (Aust et al. 2004). Wenn man
bedenkt, dass 1 ml Fettgewebe weniger wiegt als 1 gr. wire die Zellausbeute pro
Gramm sogar hoher. Es muss sicherlich beriicksichtigt werden, dass die Prozedur der
Zellisolierung unter den Forschungsgruppen leicht variieren kann. Auch ist die Dichte
stromaler Zellen nicht am ganzen Korper konstant. Die hohe Zellausbeute, die Aust
erreicht hat, konnte darauf zuriickgefiihrt werden, dass er Fettgewebe aus Hiifte und
Taille analysiert hat, wohingegen in dieser Studie Fettgewebe aus Bauch und Brust
untersucht wurde. Hierbei wurden regionale Unterschiede zwischen dem abdominalen
Fettgewebe und dem Fettgewebe aus der Brust gefunden. Es bleibt dennoch unklar,
warum die Zellausbeute zwischen den einzelnen Forschungsgruppen so variiert. Ein

weiteres Ziel dieser Studie war die Untersuchung der Uberlebensrate humaner
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Praadipozyten nach 24-stiindiger Lagerung. Viele Chirurgen in Privatpraxen oder
kleinen Kliniken, die eine autologe Transplantation von Fettgewebsvorlduferzellen
vornehmen mdochten, konnen aufgrund von fehlendem Equipment keine Zellisolierung
durchfiihren. Daher benotigen diese Arzte einen Transport bzw.- Lagerungsmoglichkeit,
die ihnen erlaubt, Fettgewebs- und Liposuktionsproben in ein fiir Zellkulturen
spezialisiertes Labor zu bringen. Wenn man bedenkt, dass fiir eine effektive
Transplantation eine gute Proliferation und sogar eine Induktion der Differenzierung der
Praadipozyten benotigt werden, gewinnt die Zellkultur als intermedidres Element immer
mehr an Bedeutung. Ein weiterer Grund der Untersuchungen zur Zellausbeute pro
Gramm Fettgewebe und zur Uberlebensrate humaner Priadipozyten nach Lagerung war
der Gebrauch von Priadipozyten fiir Forschungszwecke. Diese Studie hat unter
anderem das Ziel, Forschern, die sich mit Fettgewebe und Fettgewebsvorliduferzellen
beschiftigen, eine Anleitung zu geben, wie sie die Zellausbeute erhohen (z.B. Isolierung
von Priadipozyten aus abdominalem Liposuktionsgewebe) oder das Fettgewebe lagern
konnen, wenn die Isolierung der Prdadipozyten nicht unmittelbar nach Entnahme
durchgefiihrt werden kann. Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass die hochste
Ausbeute stromaler Zellen aus frischem Liposuktionsgewebe aus dem Abdomen
gewonnen wurde. Im Gegensatz dazu lieferte das 24 Stunden gelagerte
Fettgewebsexzidat aus dem Abdomen die niedrigste Zellausbeute. Die 24-stiindige
Lagerung fiihrte beim Fettgewebsexzidat zu einem groferen Verlust an Priadipozyten
als beim Liposuktionsgewebe. Eine mogliche Erklarung dafiir konnte sein, dass die
Praadipozyten im Liposuktionsgewebe einen besseren Kontakt zum Kulturmedium
haben, in dem sie iiber Nacht gelagert wurden. Dadurch werden sie besser mit
Néhrstoffen versorgt. Im Vergleich dazu haben exzidierte Fettgewebsproben einen
unzureichenden Kontakt zum umgebenden Kulturmedium. Dadurch wird der Zelltod
innerhalb groBerer Fettgewebsstiicke begiinstigt. Eine dhnliche Situation ist auch in vivo
zu beobachten. Eine insuffiziente Versorgung mit Néhrstoffen und Sauerstoff fiihrt
dazu, dass das transplantierte Fettgewebe zum grofSten Teil absorbiert und durch
fibroses Gewebe und Olzysten ersetzt wird (Peer 1956). Reife Fettzellen, die keinen
GefidBanschluss innerhalb der ersten vier Tage nach der Transplantation erreichen,
sterben ab (Smahel et al. 1990, von Heimburg und Pallua 2001). Jede Nekrose ist eine
Gefahr fiir das umliegende Gewebe, da sie Infektionen begiinstigt. Daher ist es
sinnvoller, isolierte Fettgewebsvorlduferzellen zu implantieren als den freien Transfer

von Liposuktionsgewebe und Fettgewebsblocken anzustreben. Im Gegensatz zu reifen
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Fettzellen stellen Fettgewebsvorldauferzellen eine vielversprechende Quelle fiir die
Weichgewebstechnologie dar (von Heimburg et al. 2001, Smahel et al. 1990, von
Heimburg et al. 2001b), da sie die Féhigkeit haben zu proliferieren und nach
Reimplantation zu reifen Fettzellen zu differenzieren. Ausserdem iiberleben
Praadipozyten eine Transplantation unbeschédigter als Adipozyten und zeigen eine
bessere Anheftungs- und Akkumulationstendenz am Empfingerort (Billings und May
1989). Zweifellos besteht ein relevanter Volumenverlust des Transplantats, wenn
Liposuktionsgewebe oder Fettgewebsblocke transplantiert werden (Kononas et al.
1993). Mit der Verwendung von isolierten Priadipozyten zur Defektdeckung kann man
sicher sein, dass das Implantat aus lebenden und hochpotenten Zellen besteht. Des
Weiteren kann durch Zellwachstum in vitro die zu reimplantierende Gewebemenge
effektiv erhoht und der Volumenverlust dadurch verringert werden. Die Ergebnisse
dieser Arbeit demonstrieren, dass verschiedene Aspekte wie z.B. Lagerung der Zellen,
Gewebeart usw. beriicksichtigt werden miissen, wenn Fettgewebsvorlduferzellen fiir
gewebetechnologische Zwecke verwendet werden. Fiir die Behandlung von
mittelgroen und kleineren Gewebsdefekten durch den Transfer von autologen
Praadipozyten in kleineren Kliniken oder Privatpraxen, ist Liposuktionsmaterial,

speziell aus dem Abdomen, das bessere Spendergewebe als Fettgewebsexzidate.

5.2 Vorteile der Verwendung von humanem Serum als Mediumzusatz

Eine addquate Rekonstruktion von Weichgewebsdefekten, die durch Trauma, Tumoren
Operationen oder kongenitale Fehlbildungen entstanden sind, ist erforderlich. Der
Ausgang dreidimensionaler Zellkonstrukte, die mit Prdadipozyten besiedelt sind, héngt
von zwel wichtigen Faktoren, ndmlich der Proliferation und Differenzierung ab. Die
adipogene Konversion humaner Pridadipozyten ist ein gut regulierter Prozess, der von
verschiedenen Faktoren abhingt und beeinflusst wird. Zum einen spielt der
Entnahmeort fiir die Zellen eine wichtige Rolle. Es stellte sich heraus, dass aus dem
subkutanen Fettgewebe isolierte Praadipozyten die beste Differenzierungsfihigkeit
besitzen (Tchkonia et al. 2002). Daher wurden fiir die Experimente dieser Studie nur
subkutane Fettgewebsproben von Abdominoplastiken verwendet. Zum anderen sind fiir
in vitro Versuche die Kulturbedingungen von entscheidender Bedeutung, um die
Proliferation und Differenzierung zu steigern. Fotales Kilberserum (FCS) wurde

aufgrund seines hohen Anteils an Wachstumsfaktoren und Nihrstoffen und seiner guten
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zelluldren Proliferation seit Jahrzehnten als Mediumzusatz in der Zellkultur eingesetzt
(Freshney 1987). Je nach Forschungsgruppe, wird ein Serumzusatz von 5% oder 10%
empfohlen. Aufkommende moralische und ethische Bedenken iiber die Gewinnung von
FCS von neugeborenen Kilbern stellte den Gebrauch von Rinderprodukten in Frage
(Jochems et al. 2002). Hohe Produktionskosten, begrenzte Erhiltlichkeit und starke
Variabilitdt von FCS sind weitere Argumente, die eine Suche nach Alternativen zu FCS
begriinden (Barnes und Sato 1980a; Barnes und Sato 1980b; Jayme und Blackman
1985; Jayme et al 1988). Zu guter Letzt sorgten Schlagzeilen iiber die bovine
spongiforme Enzephalopathie (BSE) und andere Prionenerkrankungen fiir eine
angeregte Diskussion iiber die Sicherheit von Kilberprodukten. Sowohl die Gefahr
einer Infektionsiibertragung als auch die durch Fremdproteinkontakt der Zellen
ausgelosten immunologischen Prozesse nach einer Transplantation riickten in den
Mittelpunkt der Offentlichkeit (Johnson et al. 1991; Johnson et al. 1990; Mizushima
und Cohen 1985; Toldbod et al. 2003). Beziiglich der Prdadipozytenkultivierung muss
ein weiterer Faktor beriicksichtigt werden. Wie auch diese Studie zeigt, bewirkt FCS
zwar eine gute Proliferation der Pridadipozyten fiihrt jedoch zu einer irreversiblen
Reduktion der adipogenen Konversion. Daher ist der Einsatz von FCS in Zellkulturen
fir die Gewebetechnologie nicht erstrebenswert. Einige Autoren empfehlen die
Kombination aus FCS und humanem Serum als Mediumzusatz, wenn durch alleinigen
Einsatz von humanem Serum die Zellen nicht lebensfihig sind (Hauner und Loffler
1986), schwach proliferieren (Gargett et al. 2000) oder sich nicht an den Boden des
KulturgefiBles anheften (Choi et al. 1980). Diese Kombination beider Seren kann nicht
als Losung angesehen werden, solange durch den FEinsatz von FCS immer noch
immunologische Probleme priasent sind. Bisher wird nach moglichen Alternativen
gesucht, um FCS zu ersetzen oder ein Kultursystem zu entwickeln, welches ganz auf
den Einsatz von Serum verzichtet (Gstraunthaler 2003; Kawada et al. 1990; Tezel und
Del Priore 1998). Durch ein serumfreies Kultursystem wiirden sich die Probleme einer
Kontamination mit Rinderproteinen eriibrigen. Das serumfreie System ist jedoch in den
meisten Fillen nicht so potent wie serumhaltige Medien (Ethier 1986; Koller et al.
1998) und benétigt den Zusatz von Wachstumsfaktoren, um eine gleichwertige
Proliferation zu erreichen (Kawada et al. 1990). Auch der Einsatz kiinstlich hergestellter
Seren, die tierische Proteine (Ultroser G) oder pflanzliche Proteine (Prolifix S6)
enthalten, um das Wachstum der Zellen und die Differenzierung anzuregen (Anselme et

al. 2002), sind problematisch, da sie ihrerseits immunologische Reaktionen und sogar
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die Abstoflung des Transplantats verursachen konnen. Weitere Alternativen fiir FCS in
der Kultivierung humaner Zellen sind (a) allogenes Serum, (b) autologes Serum, oder
(c) gepooltes humanes Serum. Einige Studien an verschiedenen Zelltypen zeigten eine
Uberlegenheit von humanem Serum in der Zellkultivierung im Vergleich zu FCS
(Gruber et al. 1996; Hankey et al. 2001; McAlinden und Wilson 2000; Yamamoto et al.
2003), da sie die Proliferations— und Differenzierungsfihigkeit der Zellen bewahrt
(Katsura et al. 2002). Bisher existieren noch keine Studien iiber die Auswirkungen von
humanem Serum auf die Proliferation und Differenzierung humaner Pridadipozyten
verglichen mit FCS. Die vorliegende Studie kann in zwei Versuche unterteilt werden.
Zundchst wurde die Variabilitit humaner Prdaadipozyten, die aus verschiedenen Fett-
gewebsproben isoliert wurden, an einer humanen Serumprobe analysiert. Dieser
Versuch wurde fiir zwei Serumproben getrennt durchgefiihrt (Abb.10+11).
Anschlieend wurden humane Serumproben von 20 Patienten (Abb.12+13) und von 5
Patienten (Abb.14+15) an einer reprisentativen Praadipozytenprobe individuell
miteinander verglichen. Das Ergebnis dieser Versuche ergab, dass humanes Serum im
Vergleich zu FCS auch iiber lingere Kultivierungsdauer eine gute Proliferation und
Differenzierung ermoglicht und sich fiir die Aufzucht humaner Pridadipozyten fiir
gewebetechnologische Zwecke optimal eignet. Die Tatsache, dass Priadipozyten nicht
nur in reife Fettzellen differenzieren, sondern die Fihigkeit haben auch in andere
Zelltypen wie Osteoblasten, Chondrozyten, Myoblasten und neuronenédhnliche Zellen
und Endothelzellen zu differenzieren (Zuk et al. 2002; Zuk et al. 2001), bestiarkt die
Wichtigkeit und die Bedeutung dieser Ergebnisse fiir die Gewebetechnologie. Das in
dieser Studie angewendete Standardprotokoll mit humanem Serum als Mediumzusatz
erlaubte sowohl eine ausreichende Proliferation als auch die Entfaltung der
Differenzierungskapazitit. Die Auswirkungen eines serumfreien Systems auf
Proliferations — und Differenzierungskapazitit humaner Priadipozyten ergaben in den
Versuchen  einen  deutlichen @ Mangel an  Zellwachstum  bei  guter
Differenzierungsfahigkeit. Die Ergebnisse beziiglich der Fibronektinbeschichtung
zeigen, dass Fibronektin nicht nur die Zahl der angehefteten Zellen erhoht, sondern auch
die Differenzierungsfihigkeit humaner Praadipozyten zu reifen Fettzellen positiv
beeinflusst. Die Vorteile von Fibronektin beziiglich der erhohten Zellausbeute stimmen
mit den Angaben einiger Autoren iiberein (Jiao et al. 2000; Klee et al. 2003; Wyre und
Downes 2002). In Bezug auf die Differenzierung herrschen gegensitzliche Meinungen

dariiber, ob Fibronektin die Differenzierung von Fettgewebsvorldauferzellen eher
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begiinstigt oder hemmt. Die Ergebnisse dieser Studie ergaben eine Verbesserung der
Differenzierung durch die Fibronektinbeschichtung um 10-20% (Abb.9). Dieses
Resultat stimmt mit den Aussagen von Hauner et al. iiberein. (Hauner et al 1998). In der
Literatur befinden sich jedoch auch Berichte dariiber, dass die Zugabe von Fibronektin
zum Kulturmedium keinen Einfluss auf die Differenzierung hat (Varzaneh et al. 1994)
oder sogar die adipogene Konversion der Priadpozyten zu reifen Fettzellen hemmt
(Gregoire et al. 1998; Selvarajan et al. 2001; Spiegelman und Ginty, 1983).
Proliferation und Differenzierung miissen als eine Einheit betrachtet und als solche
bewertet werden. Wie Abbildung 14 zeigt, ist DMEM/F12 + FCS eine optimale
Kombination fiir eine extensive Proliferation, jedoch hat dieses Mediumgemisch die
schlechteste Differenzierungrate unter allen getesteten Kulturbedingungen. Daher
miissen sowohl das Kulturmedium als auch das Serum so aufeinander abgestimmt sein,
dass man eine optimale Kombination aus Zellwachstum und Differenzierung erhlt.
Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse kann man empfehlen, DMEM/F12 durch
OPTIMEM zu ersetzen, wenn FCS als Serumzusatz verwendet wird. Fiir ein
Kultursystem mit Zusatz von allogenem oder autologem Serum konnen beide
Kulturmedien benutzt werden, da keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden
Medien vorliegen. Aus diesen Ergebnissen geht hervor, dass der Gebrauch von
humanem Serum fiir die Proliferation und Differenzierung humaner Priaadipozyten neue
und vielversprechende Perspektiven fiir die gewebetechnologische Herstellung von
Fettgewebe eroffnet, da sowohl eine gute in vitro Proliferation als auch eine

ausreichende Induktion der Differenzierung gewihrleistet werden.
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6 Zusammenfassung

Die Korrektur von Weichgewebsdefekten gehort nach wie vor zu den Aufgaben und
Herausforderungen in der Plastischen und Rekonstruktiven Chirurgie. Das Tissue
Engineering, basierend auf der Transplantation von kultivierten, autologen
Fettgewebsvorlduferzellen, sog. Pridadipozyten, bietet hier eine geeignete
Behandlungsmoglichkeit. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die in vitro Kultivierung
humaner Prédadipozyten zu optimieren. Hierzu wurden Versuche zur Ermittlung des
optimalen Spendergewebes (Fettgewebsexzidat vs. Aspirat) und des geeigneten
Kulturmediums (OptiMEM vs. DMEM) durchgefiihrt. Zudem wurde die Auswirkung
der Fibronektinbeschichtung auf die Praadipozytenkultivierung analysiert. In einem
weiteren Versuch wurden die Auswirkungen von FCS und humanem Serum auf die
Proliferation und Differenzierung humaner Pridadipozyten untersucht. Hinsichtlich der
Effizienz isolierter Priadipozyten erwies sich das Fettgewebsaspirat, auch nach 24-
stiindiger Lagerung, als das ideale Spendergewebe. Humanes Serum als Mediumzusatz
konnte sich beziiglich der Proliferations- und Differenzierungkapazitit, vor allem nach
langerer  Kultivierungsdauer, dem fotalen  Kélberserum  durchsetzen. Die
Fibronektinbeschichtung hatte sowohl auf die Zellausbeute als auch auf die
Differenzierung durchweg einen positiven Einfluss. Die Kultivierung humaner
Praadipozyten in humanem Serum bietet neue Perspektiven fiir den Einsatz von
Fettgewebsvorlduferzellen zur Herstellung eines biotechnologischen Konstruktes als
Weichgewebsfiillmaterial. Die Ergebnisse dieser Arbeit ermutigen dazu, die in der
Zellkultur erzielten Resultate nun in ein autologes in vivo-Modell zu implementieren

und zu iiberpriifen.
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