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1. Einleitung

1.1 Mesenchymale Stammzellen und deren Verwendung in der Klinik

Seit der Entdeckung vamultipotenten Stamm und Vorlauferzellen aus dem Knochenmark
(Bonemarrow-derivedstem cells;BMSCs¥tehen diesadm Fokus vieler Forschungsarbeiten
[1]. Aufgrund ihres grof3en Poteats sich inverschiedensteZelllinienauszulifferenzieren,
sind sie aus derBereich der Stammzellforschung und der regenerativen Medizin nicht mehr
wegzudenken. Da aber die Entnahme voilo¢henmark einnvasives Verfahre darstellt, das
unter anderem mit starkerperioperativen Schmerzen verbundesein kann bleibt die
klinischeAnwendungumestritten[2]. Adultemesenchymal&tammzellen kénnefastin jedem
Gewebe mesenchymalen Ursprungsfunden werden, wo sigicht nureine zentrale Ro# in
der Regeneration und Reparatuon beschadigtem Gewebm menschlichen Korper spielen
sondern auch zurirsatz alter, nicht metfunktionsfahiger Zellen dieng8]. Dominiciet al.
definierten 2006 die Kriterien fur multipotente mesenchymale Stromazellerals
Plastikadharenz, Expression von spezifischen Oberflachenmarkern und multipotente
Differenzierungsfahigkeih mesenchymale dlénien [4]. 2013 definierte die International
Feceration of Adipose Aerapeutics and Science (IFAT8)d die ‘International Society for
Cellular Therap{dSCT)Stammzellermnhandzweier wesentliche Eigenschaften: die Fahigkeit
zur Selbsterneuerung undie Differenzierung in verschiedene Zilién [5]. Vorlauferzellen
aus dem FettgewebéAdiposederived stem/progenitor cells;ASPCs)lie Zuk etal. 2001
erstmalig beschriebehaben weisendie erforderlichen Stammzéeigenschafterauf [6], [7].
AulRerdem hat dasdftgewebe aline gut durchblutete Bindegewebsarxtiele entscheidende
Vorteile gegenltber anden Bindegeweben. Es ist ausreichendem Mal3e vorhanden und
kann da edeicht zuganglich isgurch minimalinvaive Eingriffe gewonnen werden, wie zum
Beispiel durch eine LiposuktioDabei wirddas Fettgewebe nichivie bishernur alsein zu
entsorgendes Abfallprodukingesehen sondern als eingeich vorhandene Ressour@n
mesenchymalen Stammzell§8]. DesWeiterenbesitzen die isolierten Stammzellen ein hohes
Differenzierungspotential und kdnnen dureine autologe oder allogern&ransplantatiorauf
einfache Weisavieder in den Patienten Uberfuhwerden[9]. Hervorzuheba ist aul3erdem
dassder Stammzellertrag aufettgewebeca. 500fach héher istals aus Knochenmark (ca.
0.001 bis 0.01%plastikadharente Zellen10], [11]. Prozentual gesehen befinden sich im
Fettgewebe ca. 2% @senchymale Stammzellen, wohingegesim Knoleenmark nur eine

Frequenz von 25.000 bis 1:100.000 idtl2]. Wéahrend frisch isolierte Zellen aus dem
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Knochenmark ime CFLEffizienz Qolony-Forming-Unit) von nur 150.0061:100.000 haben,
findet man im Fettgeiebe eine Effizienz von 100 [13]. Somit gentigen multipotente
Stammzellen aus dem Fettgewetlerchausden Anforderungen von Gimble et §8], da sie

in ausreichendem Mal3e vorhanden sindjne multipotente Differenzierungsfahigkeit
aufweisen, durch minimal invasive Methoden gewonneand autolog oder allogen
transplantiertwerden kénnenSie haben somiein betrachtliches Potentiaauf dem Gebiet
der zellbasierterGewebeerneuerungl4], [15].

Es gibtzahlreiche Labemund Tierversuche, die ASPCs fiir Geweberegeneratitar anderem

bei Knochendefekten, Knorpelschaden, ischamiscliierzkrankheit, Hautdefekten und
Rickenmarksverletzungeverwenden[16], [17], [18], [19], [20]. Mit gutem Erfolgverden sie
auchbei peripheren Nervenlasionen eingesg@t], [22], [23]. Zudem finden die Stammzellen
in vielen Studien bereits Anwendung anPatienten. Die Forschusgrbeiten umfassen
Behandlungstherapien auf den Gebieteautoimmunologische, muskuloskelealer,
kardiovaskularg urologische oder gastroenterologischeErkrarkungen[24], [25]. Sosind
bereitsim Labor expandierte aus humanem Fettgewebe gewonnene ASBJ$ema vieler
Pilotstudien,beispielsweise fur die Behandlung von Kdikgtionen des Morbus Crohji26]
oder fur eine bessere funktionelle Genesung naatem schweren Schlagfall [27]. In der
Neurologie scheinen die AXCs zukunftsweisend zu sein und werden bereits bei
Ruckenmarksverletzungen, Parkinson, Atrgpher Lateralskleroseder multipler Sklerose

in Studien erprobf28], [29].

Auf dem Gebiet der plastischen und rekonstruktiv&mrurgie werden die Stammzellen in der
Verbrennungsforschung, bei chronischen Wund@&0], Brustrekonstruktionen[31] und
Weichteilrekonstruktionen jeglicher Averwendet[32].

Bei chronischen, diabetischen oder ischamischen Ulcera verbessert die Anwendung der
stromalen vaskularen Frakh (stromal vascular fractior8VI, welche durch enzymatischen
Verdau von Fettgewebe gewonnen wirdie Heilung nd somit de Lebensqualitdt der
Patienten [33], [34]. Eine intravendse Injektion der SVF wird bei Patienten mit
fortgeschrittener obstruktier Lungenerkrankung erprof@5]. In der Kardiologie dient die SVF
bei intrakardialer Injektion bei Patienten mit chronischen KardiomyopathierRigeneration
des Myokards[36]. Auch bei orthopadischen Erkrankungen, wie zum Beispiel bei
intraartikularen Verletzungen, Sehnenrissen oder Osteoarthritis, kommt die SVF mit

vielversprecheden Ergebnissen zum Eins{87], [9].



Ihr groResPotential Gewebe zarsdzen, haben mesenchymale Stammzellenter anderem

ihrer Fahigkeit sich in verschiedene Zelllinidifferenzieren zu kénnerzu verdanken. Es
wurden bereits Differenzierungen in adipogene, osteogene, chondrogene, myogene,
hepatogene und sogareurogene Zelllinien durchgefihf88]. Darliber hinaus besitzen die
Stammzellen die Fahigketahlreiche Wachstumsfaktoren ¢ A S 1 dzy . SA & LJA St
colony stimulating factor (6 { CO0 £ X G GNI YyaF2NNYAY 30 ANE a @K a @ dziC
SYR2UGKSt ALt INBGGK T OG2NI o0+9 DClibkotiast@rsvdnlr G 2 O&
factor FGRU ,ézu sezerniererj24], [39], [40]. Diese sind unter andererfiir Wundheilung

sowke fur Neovaskularisatiomon entscheidender Bedeuturigl], [42]. AulRerdem besitzen
ASPCsmmunregulatorische Funktionerda sie zahlreiche aninflammatorische Faktoren
sezernieren undjleichzeitig einen Abfall primflammatorischer Zytokine bewirked3], [44],

[45].

Da die Sauerstoffkonzentrabn im menschlichen Fettgewebe und somit in der
Stammzellnischphysiologiscl3,8%bis 96%betragt[46], wirkt sichdas Kultivierewon ASPCs

unter niedriger Sauerstoffkonzentratiopositiv auf die Expansion, Differenzierun@CFu
Effizienz unddie metabolische Aktivitdtaus [47]. Dies konnten wir in unserer ersten
Publikationnachweisen48]. Aul3erdembegiinstgt Hypoxiedie WachstumsfaktoiSekretion

und damit dasregenerative Potenziader Zellen[49], [50]. Dazuuntersuchten Studien die

Fahgkeit von ABC«ytokine diein derAngiogenesénvolviertsind,zu sezernieren und unter
hypaxischem Stress zu proliferierdf1]. Sowohl VEGRIs auchHIF1U (hypoxia inducible

factor 1U) wurden unter Hypoxie hochreguliert und das Wachstum der Zélleitro und in

vivo beschleunigt. Aul3eilem erhéhte Hypoxie diedBeitschaft der Zellemu demChemokin

SDF1 (stromal cedlerived factor),welchesin ischamischem Gewebe exprimiert wirdu

wandern[52].

1.21solierung von mesenchymalen Stammzellen aus dem Fettgewebe

Als einer der isten isolierte Rodéll 1964 Zellen aus epididymaldrettgewebe von Ratten.
Die Methode beinhaltete das Zerkleineund Wascherles Fettgewebeglie Verdauung mit
Hilfe desEnzyns Kollagenasdei 37C und die anschlieBende Zentrifugation zur Trennung
einzelner Bestandteile des GewebAs. der Oberflache sammelten sich die reifatiphzyten
und am Boden die stromale vaskulare Frakfiistnomal vascular fractiorSVF)an, die unter

anderem Blutzellen, Fibroblastefzndothelzellen und Perizyteanthalt [53]. Diese war
3



zunachst von geringerer Bedeutung, bis die Arbeitsgruppe Zuk et al. 2001 eine besondere
Zellpopulation in der S\Morfand,die se “"Processed lipoaspirate” (PlZ&)lennannte Dadie

SVF eine heterogene Zellmasse darstellt, wurde durch Kdaltivieren der SVF undhs
Adharieren bestimmter Zellgruppen eine Selektiororgenommen und tote oder
unerwinschteZellen,wie z.B.Erythrozyteneliminiert (Abbildung 1) Durch verschiedene
Methoden wie Histologie Immunhistochemie und dem Nachweis von speziellen
Transkriptionsfaktorefiz.B. Oct4, Nano§OX2in einer Polymeras&ettenreaktion (PCR), die

fur die Selbsterneuerung von Stammzellen essentiell ddethiesen viele Arbeitsgruppe,

dass die PLAZellen multipotente Stammzellen darstellen, die die Fahigkeit besitzen, sich in

Osteoblasten, Chondrozyten und Adipozyten zu differenzigfgis54] [55].

Enzymatic Separation
digestion of SVF
[ 1 )

SVF Cell-culture

Lipoaspirate J}
N

positive (+)
D90, CDA4, CD29,

5 S
73 i m\“%M
€D105, CD13, €73, C e
(D166, CD10, CDA%€ « qmunoP
’ ‘m
and CD59

Negativee (+)
cD31, CD34, CDA45,
D14, CD11b, CD19,
D56 and CD146

Myogenic Growth factors &Y
5l Osteogenic
Neurogenic % ’ _
; Y Proangiogenic factors
Adipogenic .
Chondrogenic

Abbildungl: Graphische Zusammenfassubg]. Abkurzungen: SWtromal vascular fraction,
ASCadipose stem cell, MS@esenchymal stem cell, €Oluster of Differentiation

Der Isdierungsvorgangvurde weiterhindurch mehrereArbeitsgruppen modifiert. Dabei
verwendeten ® kleinere Mengen ahumanem Fettgewebe, die bei Liposuktionenialen.
Die Liposuktion ist eineder haufigsten kosmetischen Eingriffe weltweit und ustter
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Lokalan&sthesie durchfihrb§s7]. Dies ist fur die Patientinnen und Patientsrit wesentlich
weniger Schmerzen verbunden als bgier Knochenmarksentnahmdieflr einige Patienten
eine schmerzvolle Prozedur darst¢ll}. Aul3erdemst das Fettgewebe nach einer Liposuktion
bereitsdurch die Infiltration der Tumeszenzldésuagfgelockert, sodass die feinere Struktur
des Gewebes einen schnelleren enzymatischen Veedadglicht[58].

Diegéngigste Mthode fur die Isolation der S8t nach wie vor der enzymatischerdau von
Fettgewebe.Hierfur gibt eseine Standardprozedur, dienach derselberReihenfolge, die
Rodbell beschrieben hatablauft Dennoch finden sich in den unterschiedlichen
Isolierungsvorgangen Unterschiede in der  Anzahl an  Wascalgangen,
Enzymkonzentrationen, Zentrifugierungeinstellungen und  der anschlielRende
Erythrozytenlyse oder Filtration. Es werddartber hinausMethoden beschrieben, die ohne
Enzymeund nur mit mechanischen Kraften wie Scherkraft, Zentrifugalkraft oder Druck
arbeiten [59]. Hierzuzeigen Makarian et al. 2014 eineNergleich zwischen verschiedenen
IsolierungsmoglichkeitenSie konntenbeweisen, dass die alteste Methodéie mit der
Verdauung des Fettgewebes durch Kollagererbeitet, den bei weitem grofdten Zellertrag
liefert [60]. Hierbei spielidas Alter der Patieten fir den Zellertrag und dasbérleben der
Zellen keine Rolle. Zellen, die durch alleinige Zentrifugation gewonnen wurden, zesgien
14 Tagenn Kultur keine Proliferation und wurden aus der Séuausgeschlossen. Die einzig
ebenbirige Methode stellte die Velauung mit Trypsin datn Bezug auf Proliferation und
Differenzierungsfahigkeiuder isolierten Zellerie3ensich kaum Unterschiede zwischen den
Enzymenrerkennen jedoch fuhre die Verdauungnit Kollagenase zu eineifach hoheren
Zellertrag.

Um die Arbeitim nachsten Schritizu erleichtern, Zeit zu sparen und die Gefahr von
Kontamination zu verringern, wurden zahlreictellaufbereituigssysteme entwickelt, die
eine gewisse Standardisierung gewéhrleisten solleas Besondere dabei ist, dadge
Entnahme, die Isolierung und schlie3lich die Injektion nedtl eineseinzelnenEingriffs
theoretischmdoglich sind

Eines dieser Zellaufbereitusgysteme istdas Transpose® RT Systelar Firma InGeneron
(Houston, USA). In ueser Studie verwendeten wir das Mod@&lRGw-Tissue Processing Unit,
bei welchem es sich um dasselbe Gerat handgtoch unter diesemNamen in der
Veterinarmedzin verwendetwird (Abbildung 2 DasTranspose® RT Systeawie das AR®-

Tissue Processing Unit Systemsind automatisierte und vorprogrammierte

5



Aufbereitungssystem zum Vermischen, Erwarmen (&) Zentrifugierenund Verdauen/on
Fettgewebe. Bis zu vidProben kdnnengleichzeitig verarbeitet werderDie dazugehdrige

al G NJ a S u hothieine eBzynfafische Mischundie nach den GMHRichtlinien fir
Arzneimittel (GodR  a | y dzF I O dzNA y13S NENT XiifA dpSgesteiNIradmRSa & 0
Hochleistungsflisskgitschromatographie (HPL@gtestet wird Das Matrasew-Reagenz ist

frei von tierischen Produktej61].

Abbildung?2: Ablauf der Zellgewinnung awem Fettgewebeder Ratte A: Entnahme des
Fettgewebes, B: Zerkleinerung des Fettgewebes, C: Zugabe des Enzyms und Aufbereitung in
der Zentrifuge, D: Entnahme der SVF oder Kultivierung

1.3 FibrinKleberals Zelltragemund dessen Verwendung in der Klinik

Therapiekonzepte in der regenerativen Medizin haben Aad bestimmte Gewebe oder
Organe zu reparierenauszutauscheroder die Regeneration durch das Einbringen von
Vorlauferzellen, die zur Bildungon neuem Gewebe Fig sind, zu beschleunigeba die
direkte Injektion von Vorlauferzellenan die Stelle der Verletzungu einer schlechten,
dauerhaftenEinwachsratéuihrt und eire betrachtliche Anzahterloren gehtwerdenGeriste

aus verschiedenen Matealien als Zelltrégr verwendet. Der ideale Zelltrégesollte
biokompatibel seinghnliche mechanische Eigenschaftevie dasnatirliche Gewebéaben

und bei Implantation keine Entziindungsreaktion hervorrufen. Auf3erdem sollte er eine

Zellanhaftung, Zellproliferation uridelldifferenzierung ermoglichgb2].



Man unterscheidet zwei verschiedene Arten von Biomaterialien, die als gelitvérwendet
werden. Zum einen natirliche Biomaterialien, dieim Allgemeinen Proteine und
Polysaccharidemfassen (Kollagen, FibriAlginat Hyaluronsaurgusw.),und zum anderen
synthetischeBiomaterialien, dieaus metallischen, keramischen oder polymeren Matiézn
wie Polyglycolsduraind Poymilchsdurebestehen[63]. Naturlidie Biomaterialien haben
einige Vorteile gegeniber den synthetischer8e imitieren die Struktur und
Zusammensetzung der nativen exte#lalaren Matrix undbinden Wachstumsfaktoren und
andere Proteineumwahrend der Geweberegeneratiatie Migration unddasWachstumder
umgebenden Zellen zu lenken bzw. zu unterstitzen Des Weiteren sind siameist
biokompatibel, biologisch abbauband nicht toxisch oder immunogd64].

So bietet auchFibrin ein biologsch abbaubares Polymerahlreiche Vorteile gegentber
synthetischen Materialien ider Funktion alsiTissue EngineeriggGerist und Zelltrager. Es
wird physiologischerweisavéhrend des normale Wundheilungsprozess absorbiert und
zeigt eine minimale Entzindusg und Fremdkorperreaktion. Eine  gleichmalige
Zellverteilungguteklebendeund mechanische Eigenschafteawie bologischeAbbaubarkeit
sind nur énige der Qualititsmerkmaleles Fibrins[65]. Es kannzudem die Adhé&sion
Migration, Proliferation undgewinschteDifferenzierurg von \érlauferzelen beginstigen
[66], [67].

Als Nachtei des Fibrins sind die geringe mechanische Festigkeit und der schnelle Abbau zu
erwdhnen. Deswege haben Arbeitsgruppen versuchtdurch Veraderungen der
Fibrinpolynerisation auf molekularer Ebene, wie z.Bnderungen in der pH Salz und
Thrombinkonzentraon, eine hodhere Festigkeit zu reichen Auch eineAnheftung von
Polyethylenglykol (PE@jrd mehrfach in der Literatur verwend§8], [69]. Da esjedochbei
Implantation zu einer starken inflammatorischen Immunantwort kommen kiait}j, sollte
das fur die Patientensicherheit vermieden werden.

FibrinKleber werden bei chirurgischen Eingriffenbereits seit 1909 eingesetzt [71],
insbesonderébei solchen, welche ein hoheRisiko einer pdsperativen Blutung aufweisen,
zum Beispiel in dewWisceralchirurgie bei Lasionen an parenchymatésen Organen oder
Blutungen aus Ulcera im Magen oder Duodenukoich in der Neurochirurgie und in der
Thoraxchirurgie wird Brin-Kleber verwendet[72]. In der Plastischen Chirurgie wird enter

anderembei Verbrennungen benutzwie in der Studie voKim J. im Jat018, in welcher die



Verwendung von Fibrileber zu einem besseren Anwachsen von Spalthauttransplantaten
fuhrte [73].

In zahlreicheriierstudien wird Fibrikleber als Tragersubstanz von Zellen benuirh den
Heilungsprozses zu fordern, @ zum Beispie fir die Regeneration eines infarzierten
ischamischen Herzmuskelarefdd], bei Knorpeldefekteii75] oder bei chronischen Wunden
als Folge eines Diabetes mellifr$]. Sehr vielversprechend sind die Ergebnisse im Bereich

der peripheren Nervenregenerain [21], [22].

2. Zielsetzungund Eigenanteil

Das erste Ziel dieser Arbeit war die Evaluation des Aufbereitungssystems-HBsIie
Processing Unitum zu testen, inwiefern diese Zsbiierungsmethode Anwendung im
klinischen Alltag finden kann. Da die SVF in zahlreichen Anwendungsgebieten in der
Plastischen Chirurgie, sei es bei der Eigenfetttransplantation, bei chronischen Wureten od
bei Verbrennungen durch die mehrfach bewiesene Wirksamkedinen enormen
Bedeutungszuwach®ekommen hat, wird die schnelle Gewinnung dieser Zélifwa in
Zukunft von Bedeutung seibie Arbeitsschritte der Zellisolierung wurden dem Protokoll des
Hergellers entnommen. Drch Kultivierung derdaraus gewonnenenSVFwurden die
multipotenten Stammzellen (BPCsuf ihre Eigenschaftemntersucht Dabewar es auch von
Bedeutung wie viele plastikadharente 3PCs tatsachlich aus der SVF gewonnen werden
konnen

Im nachsten Schritintersuchtenwir die Biokomgatibilitét des FibrirkKlebersARTISS (Baxter
USA und das Verhalten von AG®darin, um herauszufinden, ob diKombnation eines
zelbesiedelten Galeine moégliche Anwendung in einer klinischen Situatiarstellt, wie z.B

bei derUnterstiitzung vorperipheren Nervenlasionema die alleinige Injektion von Zelleft

zu unsicher ist und esuziner fraglicherEinwachsratens Gewebeaund Zellverlust kommen
kann ist ein geeignetes Tragermaterial von groRem Nutixeses solltelie Zellen nach der
Transplantatiorandem gewlnschten Ottalten, damit sie ihre protktive Wirkung entfalten
konnen.Die Ergebnisse der zweiten Publikation soltem Verstandrsi vonzellbesiedelten
Proteingelen und somitzur Entwicklung verbesserter TragersubstanZén das aTissuecg
Engineeringbeitragen.

Beschreibung des Eigenanteils Publikatioddsfuhrliche Literaturrecherche, Mitgestaltung

des Versuchsaufbaus, Fettentnabman Ratten und Isolierung der V& mit dem
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Aufbereitungssystem, Durchfihrung aller Experimente zur Charakterisierung der
FettvorlauferzellenGestaltung der Abbildungevierfassen des Materialind MethodenTeik,

Korrekturlesen des Manuskripts

Beschreibug des Eigenanteils PublikationARusfuhrliche Literaturrecherche, Mitgestaltung

des Versuchsaufbaus, Durchfiihrung alier vitro Experimente mit FibriiKleber und
Fettvorlauferzellen, gemeinsame Analyse und InterpretatlenVersuchsergebnisse mit den
Co-Autoren der Studie, Erstverfassung des Manuskripts, Durchfihrung aller Experimmente

Rahmen der Revisigirstverfassung der Kigion

3. Zusammenfassung

3.1. Deutsche Zusammenfassung

Durch enzymatische Verdauung von aspiriertem Fettgewebe kanheterogene stromale
vaslulare Fraktion ¢tromal vascular fractionSVF), die Fettvorlauferzelldéadiposederived

steny progenitor cels; ASPCs) enthélt, isoliert und in deatienten zuriickgefihrt werdeas

Ziel beider Studien war es, eine Population von Zellen einschlie3lich multipotenter
Vorlauferzellen aus Fettgewebe zu isolieren, um eine zellbesiedelte, biokompatible Matrix
herzusellen, an der die Zellen adharieren und ein stabiles Uberleben aufweisen kénnen. Diese
biokompatible Matrix sollte fur die Implantation in einen Patienten geeignet und deren
Herstellung in der Nahe der Patientenversorgung durchfiihrbar sein. Aul3erdem diellte
Herstellung der zellbesiedelten Matrix in einer moéglichst geringen Zeit durchfiihrbar sein, um
ihr Zelliberleben und ihre sofortige Transplantation in demselben Verfahren zu
gewahrleisten.

Wir habenein zertifiziertes Zellisolationssystem mit dem Nam®RCTM-Tissue Processing
Unit evaluiert, um die Wirksamkeit und Zuverlassigkeit dieses halbautomatisierten Systems
fur die SVHsolierung aus Fettgewebe zu testdn. unserer Studie konnten wimit dem
halbautomatisierten Verfahreaus deffrisch isolerten SVFea. 60.000 plastikadharente Zellen

pro ml Fettgewebe gewinnemliese Zellen wurdesowohlunter normoxischemlsauch unter
hypoxischen Bdingungen kultiviert und auf ilBtammzellpotential getestet. Sie zeigten eine
multipotentielle Differenziemng zur adipogenen und osteogenen Lisiewie eine hohe
Koloniebildungseffizienz (CFD)e Durchflusszytometrie bestatigte ein Oberflacpegfil der

ASPCsdas fur die mesenchymalen Stammzellen der Ratte momenen wird und dem



Expressionsproffon humaren ASPCahnelt Kultivierung unter Hypoxie wirkte sich positiv
auf die Proliferation und den Zellmetabolismus aus

Als biokompatible Matrix verwendeten wir den ARTISS Fibeiper der Firma Baxter. ASPCs
zeigtenin unseren 2BUJntersuchungen Adhéarerauf dem FibrinKleber, eine gleichmalige
Verteilung und eine dhnliche Morphologie auf dem Kleber wie auf PlastiBCEE&perimente
zeigtennach 7 Tagen in Kultebenso eine gleichmalige Verteiluagd eine spindelférmige
Morphologie der Zellen.In einem Lagzeitversuch zeigten die Zellen ein bestandiges
Uberleben und einen stabilen Metabolismus tiber 2 Wochen hinweg. Auch in dem Versuch
des TUNEtAssay konnten keine apoptotischen Zellen innerhalb dieser 2 Wochen gefunden
werden, was das Langzeitiiberleben @allen bestatigt. In der TmelapseAnalyse konnten
wir beobachten, dass die Zellen sich frei im Fibrin bemegbnnen und ihn auf zunachst
unbekannteWeise verdauen bzw. abbauelm einer quantitativenPCRAnalyse haben wir
gezeigt dass dieMatrix-Metalloproteinasen3,9 und 13(MMP9 auf mRNAEbene von dn
Zellen hochreguliert werden, die eine Rolle im Abbau des Fibrins spielen koérnten.
Gesamtegebnis erwies sich der ARTESKrinKleber als eine zellkompatible, leicht formbare
und applizierbare Tragersubstanz fur Zelldadem ist der Fibrinkleber aufgrund des haufigen
Einsatzes$ir dasORPersonakin bekanntes Produkt

Neben zahlreichen tiexperimentellen Studien, wird die SVFréies in unterschietichen
Fachbereichen am Menschen amgendet, wie zum Beispiel in der Diabetologie, Kardiologie,
Pulmologie oder Orthopéadie. Dabei wird die SVF direkt an die zu behandelnde Stelle,
intravends, intrakardial oder intraartikular injiziehh vielenPilotstudien werden bereits auch
im L&or expandierte aus humanem Fettgewebe gewonnen&SPCsangewendef so
beispielsweise fur die Behandlung von Komplikatrodes Morbus Crohn.

Auch wenn die Anwendung der SVF zu vielversprechenden Ergebriibsegibt es letztlich
noch keine vollstandige Charakterisierung der heterogenen Zellmassa We SVF injiziert
wird, erfolgt eine Transplantation dgesamten Mikroumgebung der Stammzellen uncthi

nur die der Stammzellen selbst. Bevor das Verfahedso in die klinische Praxis eingefihrt
werden kann, muss der Wirkmechanismus verstanden werdesn.gilt, die Frage zu
beartworten, wie sich die transplantierten Stammzellenvivovor allem auf lange Sicht hin
verhalten, ob siehren undifferenzierten dstand beibehalten oder sich in andere Zelltypen
differenzieren.Ebensosollte untersucht werdenwelche sezerniertenFaktoren die beste

therapeutische Wirkung habenEine weitere wichtige Fragéezuglich der klinischen
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Anwendung von Stammzellen ibte Sicheheit im Rahmen der Tumorgenedisher wurde
keine bdsartiga Transformatioen oder negative Auswirkungen von injizierten
Fettvorlauferzellenn humanenStudien berichtet

In Deutschland zahlen zelltherapeutische Praparate bzw. klinische &péafiate zu den
Arzneimitteln. Dementsprechend wird deren Verwendung im Arziieigesetz (AMG)
geregelt Diese Richtlinien geben vor, welche Anforderungen fir ProdusiteHerstellern in

der pharmazeutischen Industri erfullensind, damit fur die Patietinnen und Patientenlie
grolRtmogliche Sicherheit gewahidget ist. Da die SVF aus lebensfahigen Zellen besteht, die
die Eigenschaft besitzen menschliches Gewebe wiederherzustélterdelt es sich laut
Gesetzgeber urein biotechnologsch bearbeitetes Geebeprodukt.Somit fallt es untedie
rechtlich verbindliche EWerordnung fur neuartige TherapieoAdvaned Therapy Mediaal

t NP R da®NPRuadbendstigt zur Anwendung am Menschen eine Erlaubnis nach §§20b bzw.
20c dess AMG.

Wahrenddie Anforderungen degesetzlichen Regulariemd Zulassungsanforderungeomit

fur die klinische Verwendung von ASPCs derzeit sckwalbar sind, ist dielsolierung der
SVF aukipoaspiraten hingegemmsetzbar. Dabei erfolgt keirexvivo Kultivierung im Labor.
Inunserer Studie bestaen wir, dass die Isolierung d8WF mit der ARG Tissue Processing
Unit in weniger als 60 Minuten mégh ist. Die isolierte SVF enthidie gewlinschten ASPCs,
was durch Durchflusszytometrie und das Differenzierungspotential nagbkgen wude. Die
Isolationsschritte kdnan von einer geschulten Person unter sterilen Bedingungen in einem
geeigneten Reinraum durchgefihrt werden.

Wir beflrworten zusammenfassendlie Verwendung von Fibrleber als Gerlst bei
zellbasieten therapeutischen Anwendungen FibrinKleber ist klinisch zugelassen,
biokompatibelund héalt eine hohe Lebensfagkeit von Zellen aufrechiNach Isolierung der
SVF aus denbipoaspiratdes Patienten stellt die Kombination eine vielversprechende

Anwendung in aterschiedlichen Bereichen der regenerativen Meddan.

3.2Englische Zusammenfassung
The heterogeneous stromal vasar fraction (SVF) which containadiposederived
stem/progenitor cell{ASCs) can easilye isolated through enzymatic digesh of aspirated

adipose tissue and reinjected into the patient.
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In conclusion, the purpose of both studies was to isolate a population of cells that included
multipotent progenitor cells in order to generate a esfieded biocompatible matrix, which
the cells cald adhere to and enable a stable survival. This biocompatible matrix should be
suitable for implantation into human subjects and preparation should be possible close to the
site of patient care, e.g. the operating room. Furthermore, the fabrication otctikeseeded
biocompatible matrix should take as little time as possible to gnt#e cell survival.he graft
should possibly be transplanted in the same operative intenaent

Therefore, we evaluated a certified cell isolation system callednARi€sueProcessing Unit
with the aim of testing theefficiency and reliability of this serautomated system for SVF
isolation from adipose tissue.

TheSVF ells, freshly isolated usingsemiautomatedprocedure,contained 60.000 adhered
cells per ml fat tissueThose cells were cultured under normoxic and hypoxic culture
conditionsand testedon their stem cell potential. Theshoved multipotential differentiation
towards the adbogenic and osteogenic lineage amd high olony-forming-unit (CFU)
efficiency A flow cytometric analysis cofirmed a SVF cell composiin prdfile, whichis
assumed forat mesenchymal stem celédis also similato the human expression profile.
Cultivation under hypoxia had a positive effect on proliferation antoetabolism

Asa biocompatible matrixwe used the ARTISS fibrin glue from Baft&3A)In our 2D studies
the cells showed adherence, uniform disution, and similar morphological behavior on the
fibrin glue as on plastidhe 3D experimenialsoshowed a uniform disibution and a spindle

like morphology of tk cells after 7 days in culturk a longterm experinent, the cells showed

a constansurvival and stable metabolism for 2 weekdsq in the TUNERSsayno apoptotic
cells could be detectedithin these 2 weé&s, whichconfirmsthe longterm survival of the
cells.In atime lapse analysis, websered that the cells can move easily the fibrinmatrix

and degradeit. In a quantitative PCR analysis, we were able to show thatntl&ix-
metalloproteirases3, 9 and 13(MMPs)were highly upregulatedat the mRNA levaby the
cells, which might play a role degradationof the fibrin.

Overall, the ARTISS fibrin glue proved to be acoetipatible, easyo-apply carrier substance
for cells.As the ARTISS fibrin gluewslely used thraghout all surgical specialtieshe
handling and the thawing of thiesvo-compound fibrin glue isstablished.

In addition to numerous animal studies, there is a great numdfeclinical trials in humans

using meenchymal stem cell€.g. in diabetology, cardiology, pulmonology or orthopedics.
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The SVF is applied directly into the operative site or injected intrapulmonal, intracardial or
intraarticular. In pilot studies, cultureexpanded human ASPCs are alreadyduseéth
magnificent outcomes, for example in patients with¥ Lt A OF A2y a 2F / NRBKYy Q.
Neverthelessthere isno full characterizationof the heterogeneousSVF. Whenhe SVF is
injected the wholemicroenvironment of the stem cells is transplantedveal|. There is a great
needto understandhow things work beforantroducing itinto common clinical practice
There arequestionsarising whether the grafted stem cells differentiate into other cell types

or maintain theirundifferentiated state. Further it needs to be answeyedich factorsare
secrded by the stem cells and hothey mediate a therapeutic effect, especially onleng-

term basis Anotherimportant question regarding clinicalse of stem cells is their safein

the context of tumogenesis.No malignant transformatiorr adverse eventsf injected SVF

or A3’Cs has been observén human trialsso far.

In Germanycellbased therapiesire categorized as pharmaceutical drugsd areregulated

by the pharmaceutical lawArzneimittelgesetz, AMGYhe SVF consists living cells and is
able to repair human tissue. Because of thithe cells are subcategorized as a
biotechnologically produced productTherefoe the use of SVF in the European Union is
regulated in the LawAdvaned Therapy Medicinal Product®TMP) and permission is
required (8820b and 20¢pr application in human probands

While the requirements and formalitiegor using ASPCs in humaare hardly realizablethe
isolation of SVHrom lipoaspirates isThere is no need adx vivocultivation.

In our study, we confirm that the isolation of the SVF from fat tissue is possible in fewer than
60 minutes with the AR@ Tissue Processing Unit. The isolated SVF contains the desired
ASPCsyhich was proven by flow cytometry and the differentiation potential.

In summary, we supporthe use of fibrin glue as a scaffold in dedised therapeutic
applications in the clinical field because it is clinically approved, biocompatible, and maintains
high cell viability. We recommend the use of fibrin geffolds that can be preparedith the

isolated SVF from the patiestlipoaspirate in one surgical intervention.

13



4. Veroffentlichung 1

Isolation und Charakterisierung von multipotenten Vorlauferzellen
aus murinem Fettgewebe mithilfe eines klinisch zugelassenen
Aufbereitungssystems

Isolation and characterization of multipotent precursor cells from
murine adipose tissue using a clinically approved cell separation
system

Christian Krug', Anita Beer'-2, Maximilian Michael Saller, Thomas Holzbach', Attila Aszodi?, Riccardo
Enzo Giunta’, Elias Volkmer?

'Klinik fir Handchirurgie, Plastische Chirurgie und Asthetische Chirurgie,
Ludwig-Maximilians-Universitat, Miinchen

2Labor flr Experimentale Chirurgie und Regenerative Medizin (ExperiMed), Klinik fir Allgemeine,
Unfall- und Wiederherstellungschirurgie, Ludwig-Maximilians-Universitat, Minchen

Korrespondierender Autor: Priv.-Doz. Dr. med. Elias Volkmer )
Klinik fir Handchirurgie, Plastische Chirurgie und Asthetische
Chirurgie

Ludwig-Maximilians-Universitat
Pettenkoferstr. 8a

80336 Munchen

Email: Elias.Volkmer@med.uni-muenchen.de
Tel.: +49(0)89 4400-52697

Schllsselworter: Fettgewebs-Vorlauferzellen, ASPC, Mesenchymale Stammzellen,
MSC, Regenerative Medizin

Key Words: adipose-derived progenitor cell, ASPC, mesenchymal stem cell, MSC,
regenerative medicine

14



Introduction

Recent studies underscored the clinical potential of adipose-derived multipotent stem-/precursor cells
(ASPCs). One of the main hurdles en route to clinical application was to isolate cells without having to
perform expansion cultures outside the OR. A new generation of clinically approved, commercially
available cell separation systems claims to provide ASPCs ready for application without further
expansion cultures. However, it is unclear if the new systems yield sufficient cells of adequate quality
for the use in autologous murine models. The aim of this study was to isolate and characterize
adipose-derived precursor cells taken from the inguinal fat pat of wistar rats using InGeneron’s
clinically approved ARCTM-cell separation system.

Materials and Methods

We isolated cells from the inguinal fat pad of three male Wistar rats according to the manufacturer’s
protocol. In order to reduce the influence of the atmospheric oxygen on the multipotent precursor cells,
one half of the cell suspension was cultivated under hypoxia (2% 0O2) simulating physiological
conditions for ASPCs. As a control, the other half of the cells were cultivated under normoxia (21%
02). Cell surface markers CD90, CD29, CD45 and CD11b/c were analyzed by FACS, and osteogenic
and adipogenic differentiation of the ASPCs was performed. Finally, cellular growth characteristics
were assessed by evaluation of the cumulative population doublings and CFU assay and metabolic
activity was evaluated by WST-1 assay.

Results

Processing time was 90 (+ 12) min. 1g of adipose tissue yielded approximately 60000 plastic adhering
cells. Both groups showed a high expression of mesenchymal stem cell markers CD 90 and CD 29
while they were negative for the leucocyte markers CD 45 and CD 11b/c. A strong osteogenic
differentiation and a sufficient adipogenic differentiation potential was proven for all ASPCs. Under
hypoxia, ASPCs showed increased proliferation characteristics and CFU efficiency as well as a
significantly increased metabolic activity.

Conclusion

This study showed that sufficient multipotent ASPCs of appropriate quality can be isolated from the
inguinal fat pad of Wistar rats using the ARC™-cell separation system. As shown in previous studies,
cultivation of cells under hypoxic conditions increased their stemness. Our findings will enable future
studies that focus on autologous transplantation of ASPCs in a rat model, which most closely

resembles a possible clinical application.
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Abstract

Einleitung

Das Potenzial von multipotenten Stamm-/Vorlauferzellen aus Fettigewebe (ASPCs) fur die
regenerative Medizin ist gut belegt. Problematisch fir den klinischen Einsatz von ASPCs ist jedoch die
Zellisolation, welche oft Expansionsschritte auBerhalb des OPs beinhaltet. Eine neue Generation von
klinisch  zugelassenen, = kommerziell erhéltlichen  Aufbereitungssystemen kommt ohne
Expansionsschritte aus, wobei nicht geklart ist, ob insbesondere fir das autologe Kleintiermodell
ausreichend Zellmaterial von suffizienter Qualitdt gewonnen werden kann. Ziel der vorliegenden
Studie war es daher, mit dem klinisch zugelassenen ARCTM-Aufbereitungssystem von InGeneron,

adipogene Vorlauferzellen aus dem Leistenfettpolster der Ratte zu isolieren und zu charakterisieren.

Material und Methoden

Die Zellisolation erfolgte nach Herstellerangabe aus dem inguinalen Fettpolster von drei mannlichen
Wistar-Ratten. Der Einfluss der atmosphérischen Sauerstoffkonzentration auf die Zellen wurde
minimiert, indem die Zellsuspension direkt nach Isolation zur Halfte unter Hypoxie (2 % O2) kultiviert
wurde. Die andere Halfte wurde als Kontrolle unter klassischer Normoxie (21 % O2) mitgefiihrt. Neben
der Ermittlung des molekularen Oberflachenprofils (CD90, CD29, CD45 und CD11b/c) mittels FACS
wurden die osteogene und adipogene Differenzierbarkeit der ASPCs geprift. Weiterhin wurde das
kumulative Wachstum, das klonogene Potenzial (CFU assay) sowie die metabolische Aktivitat (WST-1

assay) der ASPCs bestimmt.

Ergebnisse

Die Dauer der Aufbereitung betrug 90 (+ 12) min. Pro 1 g Fett konnten ca. 60000 adhérente Zellen
isoliert werden. In beiden Gruppen zeigte sich eine hohe Expression der mesenchymalen Marker
CD90 und CD 29 und ein Fehlen der Leukozytenmarker CD 45 und CD 11b/c. Fir alle ASPCs konnte
ein starkes osteogenes und ausreichendes adipogenes Differenzierungspotenzial nachgewiesen
werden. Hypoxisch kultivierte ASPCs zeigten eine gesteigerte Proliferation, eine erhéhte CFU-

Effizienz sowie eine signifikant gesteigerte metabolischen Aktivitéat.

Schlussfolgerung

Die Gewinnung von multipotenten ASPCs aus dem Leistenfettpolster von Wistar-Ratten mithilfe des
ARC™ Aufbereitungssystems von InGeneron ist in ausreichender Quantitat und Qualitat moglich. Die
hypoxische Kultivierung erhéht das Stammzellcharakter der Zellen. Unsere Studie hat somit
nachfolgenden Studien den Weg geebnet, die eine Klinik-analoge, autologe Transplantation von

ASPCs im Rattenmodell anstreben.
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Einleitung

Mehr als vier Jahrzehnte lang wurde das Potenzial aus Knochenmark gewonnener Stamm- und
Stromazellen (sog. bone-marrow-derived stem cells — BMSCs) extensiv erforscht [1]. Trotz
vielversprechender in-vitro- und tierexperimenteller Ergebnisse bleibt deren Einsatz jedoch aufgrund
des schmerzhaften, komplikationstrachtigen Gewinnungsprozesses in der Klinik umstritten [2]. Um flr
die Anwendung im klinischen Alltag geeignet zu sein, sollten die Zellen einfach zu gewinnen, in
ausreichendem MaBe vorhanden, einfach zu handhaben sein und sich komplikationslos in das
Empfangergewebe integrieren kdnnen. Verschiedenste alternative Quellen fir Vorlauferzellen wurden
in den letzten zwei Dekaden untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass in fast jedem menschlichen
Gewebetyp Vorlauferzellen (sog. human mesenchymal stem cells — hMSCs) nachweisbar sind, die die
Fahigkeit besitzen, in vitro in verschiedene Gewebearten wie beispielsweise Knochen, Knorpel oder
Fett differenzierbar zu sein [3, 4]. Wahrend friher die Bezeichnung Fettstammzelle (sog. adipose-
derived stem cells) fur alle Zellen, die die Voraussetzungen des Konsensus-Publikation von Domenici
et al. erfullten, gewahlt wurde, ist man heute mit dem Begriff Stammzelle zurtickhaltender und nennt

derartige Zellen Stamm-/Progenitor-Zellen bzw. adipose-derived stem/progenitor cells (ASPCs) [5].

Als leicht zugéngliche, reichhaltige und ethisch unbedenkliche Quelle von ASPCs riickte das
Fettgewebe immer weiter in den Fokus aktueller Forschung. Aus der stromal-vaskularen Zellfraktion
(SVF) gelang Zuk et al. 2001 die Isolierung und der Nachweis des Differenzierungspotenzials der
ASPCs [6]. Weitere Studien bestétigten, dass die ASPCs die Kriterien fir multipotente mesenchymale
Stamm-/Progenitor-Zellen erflllen [5-9]. Gleiches lieB sich fur das Fettgewebe von Ratten nachweisen
[10]. ASPCs sind in ihrer Funktion immunologisch privilegiert und besitzen einen immunsuppressiven
Effekt [9,11]. Im Vergleich zu BMSCs scheinen sie in Langzeitkulturen genetisch stabiler [12] sowie in

der klinischen Anwendung gleich effektiv zu sein [13].

Eine groBe Reihe tierexperimenteller und klinischer Studien unterstreicht das Potenzial der ASPCs fir
die regenerative Medizin. So wiesen Zhu et al. eine erhéhte Einwachsrate bei der
Fettgewebstransplantation durch Zusatz von angereicherten ASPCs im Rahmen des in der Klinik
bereits etablierten Lipofillings nach [14]. Desweiteren werden ASPCs zur Férderung der Regeneration
von Lebergewebe, von Myokard nach Myokardinfarkt sowie zur Behandlung von Knochen- und
Knorpeldefekten eingesetzt [9, 15, 16]. Ein ebenfalls vielversprechender Ansatz ist die Verbesserung
peripherer Nervenregeneration durch die Einbettung der Nervenldsion in mit ASPCs besiedelten
Fibrinhilsen [17, 18].

Ein Grund fur den zdégerlichen klinischen Einsatz von ASPCs war der Prozess der Zellgewinnung: Bei
den urspriinglich etablierten Isolierungsprotokollen wurde das Gewebe auBerhalb des OPs
aufbereitet. Es wurde zerkleinert, die Zellen mittels Enzymen wie Kollagenase herausgelést und die
Zellmischung abschlieBend zentrifugiert, um die SVF zu erhalten. Im Anschluss wurden die Zellen
expandiert und schlieBlich mittels FACS (fluorescence-activated cell sorting) in die verschiedenen Zell-

Populationen aufgetrennt [19-22]. Obgleich dies eine akkurate Form der Gewinnung von groBen

17



Mengen von multipotenten Vorlauferzellen darstellt, ist dieses Verfahren fir den klinischen Einsatz
nicht zuldssig, da die autologe Gewebeprobe unter normalen Bedingungen nicht den OP verlassen
darf. Uber eine alternative Vorgehensweise berichten Wu et al. [23]: Eine humane Fettzellsuspension
wird mittels einer Polyurethanmembran gefiltert. Im Filtrat konnte eine bis zu 4,5-fach hdhere
Konzentration von Zellen nachgewiesen werden als in der Ausgangslésung. Rapoiso et al. und
Romanov et al. beschreiben die mechanische Extraktion der ASPCs durch Vibration [24]
beziehungsweise durch alleinige Zentrifugierung [25] der Fettzellsuspension. Eine weitere Alternative
zum ,klassischen Weg" der Isolierung bieten neue, kommerziell erhéltliche Aufbereitungssysteme, die
fir den Gebrauch im OP zugelassen sind. Vier derartige Systeme zur Gewinnung der SVF
(ChaStation, Lipokit with MaxStem, Multi Station, Celution 800/CRS) wurden 2013 evaluiert [26]. Hier
wurde allerding der Fokus auf die Praktikabilitdt und die Wirtschaftlichkeit gelegt, eine ausreichende

Charakterisierung der Zellen fand nicht statt.

Um das groBe Potenzial der therapeutisch einsetzbaren Vorlauferzellen besser ausschépfen zu
kénnen, mussen die zur Verfligung stehenden, klinisch zugelassenen Systeme zur Gewinnung
solcher Zellen kritisch Uberpruft werden. Insbesondere sind neben ausfiihrlichen in-vitro-
Untersuchungen vor allem auch tierexperimentelle Studien angezeigt, da nur hier der Effekt auf den
Gesamtorganismus sowie auf die komplexen Heilungsvorgénge von S&ugetieren analysiert werden
kénnen. Somit missen die Zellisolierungssysteme vor allem auch an klassischen Labortieren wie
Ratte und Maus getestet werden, um sicherzugehen, dass ausreichend und suffizient charakterisierte
Zellen fur tierexperimentelle Studien zur Verfligung stehen.

Ziel der vorliegenden Studie war es daher, mithilfe des klinisch zugelassenen, tragbaren ARC™-
Aufbereitungssystems von InGeneron adipogene Vorlauferzellen aus dem Leistenfettpolster der Ratte
zu isolieren und biologisch zu charakterisieren. Neben der Uberpriifung des Stammzellcharakters
wurde dabei ein besonderes Augenmerk auf die Frage gelegt, ob aus dem Leistenfettpolster eines
Tiers genug Zellen gewonnen werden kénnen, um damit spéter autologe ASPC-Transplantationen im
Tiermodell durchfihren zu kénnen, da dieses Setting der spéateren klinischen Anwendung am

nachsten kommt.
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Material & Methoden

Zellisolation

Fir die Versuche wurde drei méannlichen Wistar-Ratten direkt nach Euthanasie das inguinale
Fettpolster entnommen. AnschlieBend wurde das Gewebe mit PBS (phosphate-buffered saline,
Millipore) gewaschen und mit dem Skalpell zerkleinert. Es folgte nach Herstellerprotokoll die Zugabe
des Enzymmixes (Matrase, InGeneron, USA). Die genaue Enzym-Zusammensetzung wird vom
Hersteller nicht preisgegeben. Nun schloss sich das Zentrifugieren der Fettzellen im InGeneron-
Aufbereitungssystem (ARC™-System — Abb. 1) an. Dieses System ist unter dem Namen Transpose
RT™ bereits fir die Behandlung von Menschen zugelassen, da die Zellen innerhalb des
Operationssaals gewonnen und direkt wieder reimplantiert werden kénnen. Das gewonnene Zellpellet
wurde in Standardnédhrmedium, bestehend aus 89 % DMEM high glucose, 10 % fotalem Kélberserum
(FKS) und 1 % Penicillin/Streptomycin (Life Technology, USA), geldst und in T-225 Zellkulturflaschen
(Thermo Scientific, USA) kultiviert. Um den Einfluss der atmosphérischen Sauerstoffkonzentration auf
die multipotenten Vorlauferzellen auszuschlieBen, wurde die Zellensuspension direkt nach Isolation zu
einer Hélfte unter Hypoxie (2 % O2) kultiviert, was am ehesten den physiologischen Bedingungen
bezlglich der vorherrschenden Sauerstoffkonzentration von ASPCs entspricht [27, 3]. Die andere
Halfte wurde als Kontrolle unter klassischer Normoxie (21 % Oz), ebenfalls bei 37 °C und 5 % CO:
kultiviert. Die Zellen wurden bei einer Konfluenz von ca. 80 % mittels 0,5 % Trypsin (Merck,
Deutschland) passagiert.

Abbildung 1: ARC™-System von InGeneron, USA (MaBe L x B x H = 47 x 38 x 28 cm).
Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS)

Zur Bestimmung des molekularen Oberflachenprofils wurden die Zellen nach einmaligem Waschen
mit PBS trypsiniert und anschlieBend einzeln mit fluoreszenzmarkierten Antikérpern gegen CD90,
CD29, CD45 und CD11b/c (BioLegend, USA) in einer 1:200 Verdlnnung fir 20 Minuten bei 4 °C
inkubiert. Farbungen mit korrespondierenden Isotyp-Antikérpern dienten als Kontrolle. Nach
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zweimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen mit einem Durchflusszytometer (FACSCalibur, B&D
Bioscience, USA) gemessen und die erfassten Daten anschlieBend mit FlowJo (Tree Star Inc., USA)

verarbeitet.

Osteogene Differenzierung

Zur osteogenen Differenzierung wurden 3.000 Zellen/cm? in 6-Well-Platten (Thermo Scientific, USA)
ausgesat und bis zu einer Konfluenz von 100 % in Standardnédhrmedium kultiviert. Daraufhin wurden
die Zellen fur die Dauer von 21 Tagen in einem Induktionsmedium, bestehend aus Standardmedium
und 100 nM Dexamethason, 10 mM B-Glycerolphosphat und 50 uM L-Ascorbinsaurephosphat (jeweils
Sigma-Aldrich, USA), differenziert. Zellen der Kontrollgruppe wurden durchgehend mit

Standardmedium kultiviert.

Alizarin Rot Farbung

Im Anschluss an die osteogene Differenzierung wurden die Zellen mit PBS gewaschen und
darauffolgend mit 4 % Paraformaldehyd (PFA, Merck, Deutschland) fir 15 Minuten bei
Raumtemperatur (RT) fixiert. AnschlieBend wurden die fixierten Zellen zweimal mit destilliertem
Wasser (dH20) gewaschen, mit 40 mM Alizarin-Rot-Lésung (in dH20, pH4.1) fur 20 Minuten bei RT
gefarbt, dreimal mit dH20 gewaschen und abschlieBend mikroskopiert. Die Quantifizierung der
osteogenen Differenzierung wurde mittels Osteogenesis Quantitation Kit (Merck, Deutschland) nach
Angaben des Herstellerprotokolls durchgefihrt.

Adipogene Differenzierung

Zur adipogenen Differenzierung wurden die Zellen in einer Dichte von 5.000 Zellen/cm? in
6-Well-Platten ausgesdt und bis zur vollstdndigen Konfluenz kultiviert. Die zweiwdchige
Differenzierungsphase bestand aus einer 5-tdgigen Induktionsphase (Standardmedium mit 1 pM
Dexamethason, 0,2 mM Indomethacin, 0,01 mg/ml Insulin und 1 mM 3-Isobutyl-1-Methyl-Xanthin —
alles von Sigma-Aldrich) gefolgt von einer 2-tdgigen Erhaltungsphase (Standardmedium mit 4 mM
L-Glutamin und 0,01 mg/ml Insulin). Zellen der Kontrollgruppe wurden durchgehend mit
Standardmedium kultiviert.

Oil-Red-O Farbung

Nach 14 Tagen wurden die Zellen der adipogenen Differenzierung einmal mit PBS gewaschen und
anschlieBend fir 10 Minuten bei RT fixiert. Gebildete Lipidvakuolen wurden mit 0,2 % Oil-Red-O
Isopropanollésung (Sigma-Aldrich, USA) fur 20 Minuten bei RT geférbt, dreimal mit dH20 gewaschen
und mikroskopiert. Die objektive, computergestiitzte Quantifizierung der Vakuolen wurde mit dem
Open-Source-Programm ImageJ [28] durchgefihrt. Hierfir wurde der grine Farbkanal
(Komplementéarfarbe zum Oil-Red-O) aus den farbigen Mikroskopaufnahmen extrahiert und die Flache
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der Vakuolen Uber einen zuvor manuell eingestellten Schwellenwert berechnet. Pro Spender und
Differenzierung wurden 30 Bilder verwendet und der Mittelwert gebildet.

Kumulative Populationsverdopplung

Um das kumulative Wachstumsverhalten (cumPD) der gewonnenen Zellen zu bestimmen, wurden
2.000 Zellen/cm? in T-25 Kulturflaschen ausgeséat und alle 3 Tage gezéahlt. Diese Prozedur wurde bis
zur Seneszenz aller Spender wiederholt. Zur Berechnung der Populationsverdopplungszeit wurde in
jeder Passage die folgende Formel benutzt: (log(N1/N2))/logz2, wobei N1 der Anzahl der Zellen zum
Zeitpunkt der Zellzahlung, und N2 der Anzahl der Zellen beim Ausséden entsprach. Die cumPD ergibt

sich aus der Summe der einzelnen Populationsverdopplungen.

Colony forming units (CFU) Assay

Zur Bestimmung des klonogenen Potenzials wurde ein CFU assay nach einem Protokoll von Alberton
et. al. [29] durchgefihrt. Hierfir wurden 10 Zellen/cm? in 10 cm Zellkulturschalen ausgesét und fur 10
Tage kultiviert. Im Anschluss wurden die Kolonien gewaschen und mit 0,5 % Kristallviolett in Methanol
fixiert und geférbt. Nach dreimaligem Waschen wurden die Kolonien tber 64 Zellen gezéhlt und die
Effizienz des Assays nach folgender Formel bestimmt: CFU-Effizienz [%] = (Anzahl der
Kolonien/Anzahl der ausgeséten Zellen) x 100.

Metabolische Aktivitat

Um einen mdglichen Unterschied der metabolischen Aktivitdt zwischen normoxisch und hypoxisch
kultivierten Zellen ermitteln zu kdénnen, wurde ein WST-1 (water soluble tetrazolium) Assay nach
einem Protokoll von Saller et al. [30] durchgefihrt. Zu diesem Zweck wurden 2.500 Zellen/cm? in
24-Well-Platten ausgesat und fir 24 Stunden in Standardmedium kultiviert. Das WST-Reagenz wurde
anschlieBend in einem Verhaltnis von 1:10 in normalem N&hrmedium verdinnt und die Zellen fir 4
Stunden inkubiert. AbschlieBend wurde die Absorption bei 450 nm mit einem ELISA-Reader
(Multiskan FC, Thermo Scientific, USA) gemessen. Normoxische Messwerte dienten als

Referenzpunkt zur Berechnung der relativen metabolischen Aktivitat.

Statistische Auswertung

Die statistische Signifikanz wurde nach Bestimmung der GauB-Verteilung entweder mit einem t-Test
oder mit einem Mann-Whitney-U-Test berechnet (GraphPad Prism, USA). Eine statistische Signifikanz

wurde bei einem p-Wert von < 0,05 angenommen.
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Ergebnisse

Jedem Tier wurde ca. 2g Fettgewebe entnommen. Die Dauer des Aufbereitungsprozesses im ARC™-

System betrug 90 + 12 Minuten. Pro 1g Fett konnten ca. 60000 adhéarente Zellen gewonnen werden.

Priméare ASPCs exprimieren mesenchymale Stammzellmarker

Wahrend fir humane MSCs ein Minimalkonsens der Oberflachenproteine erarbeitet wurde [5], besteht
fur murine MSCs noch kein derartiges Einvernehmen. Zudem konnte gezeigt werden, dass sich das
Oberflachenprofil von MSCs in verschiedenen Rattenstdmmen zum Teil stark unterscheidet [31]. Aus
diesen Grinden entschieden wir uns fir je zwei positive bzw. negative mesenchymale

Stammzellmarkerproteine und analysierten die priméaren Zellen mittels FACS.

Der immunozytochemische Nachweis von Transmembranproteinen mittels fluoreszenzmarkierten
Antikérpern zeigte, dass 99,86 + 0,05 % (Mittelwert + Standardabweichung) der normoxisch und 99,98
+ 0,01 % der hypoxischen kultivierten Zellen eine starke Expression des Glykoproteins Thy-1 (CD90)
aufwiesen und 99,86 + 0,07 % (Normoxie) bzw. 99,99 + 0,01 % (Hypoxie) positiv fir die
Integrinunterheit 31 (CD29) nach ca. 14 Tagen in Kultur waren (Abb. 2A/B). Im Gegensatz zum
Nachweis mesenchymaler Oberflachenproteine konnten wir nur eine leichte Expression der
Leukozyten-spezifischen Tyrosinphosphatase (CD45; Normoxie: 7,45 + 5,88 %, Hypoxie: 4,30 + 4,34
%) bzw. der Integrinuntereinheiten am/ax (CD11b/c; Normoxie: 1,50 + 0,40 %, Hypoxie: 2,26 + 1,59 %)
(Abb. 2C, D) feststellen. Bei keinem Spender zeigte sich ein signifikanter Unterschied des
Oberflachenprofils zwischen normoxischer und hypoxischer Kultivierung der ASPCs (Abb. 2A-D).
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Abbildung 2: Exemplarische FACS-Analyse der isolierten ASPCs eines Spenders. Die mesenchymalen
Marker CD90 (A) und CD29 (B) zeigten eine hohe Expression in normoxisch (rot) bzw. hypoxisch (blau)
kultivierten Zellen, wéahrend die beiden Leukozytenmarker CD45 und CD11b/c negativ waren. Als
Kontrolle wurden Isotyp-Antikérper (schwarz) verwendet. Versuche wurden mit drei biologischen
Replikaten in Triplikaten durchgefiihrt.

ASPCs zeigen ein starkes osteogenes und adipogenes Differenzierungs-

potenzial

Um die Differenzierbarkeit der primar gewonnenen ASPCs in mesenchymale Zelllinien nachweisen zu
kénnen, wurden die Zellen osteogen und adipogen differenziert. Wahrend normoxisch und hypoxisch
kultivierte ASPCs nach 21 Tagen osteogener Stimulation eine starke Mineralablagerung aufwiesen
(Abb. 3A/C), zeigten Zellen in Kontrollmedium keine Differenzierung (Abb. 3A/C, Bildeinsatz). Bei der
Quantifizierung der Mineralisierung der extrazellularen Matrix zeigt sich sowohl bei den hypoxisch als
auch den normoxisch kultivierten ASPCs eine signifikant héhere Menge als bei der Kontrollgruppe
(Abb. 3E). Wir konnten jedoch keinen signifikanten Unterschied der osteogenen Differenzierbarkeit in

unterschiedlichen Sauerstoffkonzentrationen feststellen (Abb. 3E).

Im Gegensatz zum starken osteogenen Differenzierungspotenzial der ASPCs konnten wir nach 14-
tagiger adipogener Stimulation nur eine leichte Ausbildung von Lipidvakuolen in Primérzellen
nachweisen (Abb. 3B/D). Durch eine computergestitzte Quantifizierung der neugebildeten Vakuolen

konnten wir eine signifikante, 2,3-fache Verminderung in hypoxisch differenzierten ASPCs nachweisen
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(Abb. 3F). Undifferenzierte Zellen in Kontrolimedium zeigten keine Ausbildung von Lipidvakuolen
(Abb. 3B/D, Bildeinsatz und F).
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Abbildung 3: Reprisentative Alizarin-Rot-Farbungen von normoxisch (A) und hypoxisch (C) osteogen
differenzierten ASPCs zeigten eine starke Mineralablagerung nach 21 Tagen, wahrend Zellen in normalen
Kulturmedium keine Differenzierung vorwiesen (A/C, Bildeinsétze). Die Quantifizierung des Alizarin Rots
(E) bestétigte eine signifikante Erh6hung der Mineralablagerung in differenzierten ASPCs. Exemplarische
Oil-Red-O-Farbungen von normoxisch (B) bzw. hypoxisch (D) adipogen differenzierter ASPCs zeigten
unter beiden Sauerstoffkonzentrationen eine Ausbildung von Lipidvakuolen nach 14 Tagen. Im Gegensatz
zur fast gleich starken osteogenen Differenzierung zeigte die Quantifizierung der Lipidvakuolen in
hypoxischen Zellen eine signifikante Reduktion. Versuche wurden mit drei biologischen Replikaten in
Triplikaten durchgefiihrt. MaBstabsbalken: 200 ym. Signifikanzniveau: ** < 0.01, *** < 0.001. n.s.: nicht
signifikant. D = differenziert, K = Kontrolle, rote Balken = normoxische Kultur, blaue Balken = hypoxische
Kultur.

Hypoxie wirkt sich positiv auf die Proliferation und den Zellmetabolismus aus

Um die moglichen regenerativen Eigenschaften der primédren ASPCs detaillierter beschreiben zu
kénnen, untersuchten wir ihr kumulatives Wachstumsverhalten (cumPD). Hierbei zeigte sich, dass
normoxisch (30,9 + 11,2 Stunden) sowie hypoxisch (35,7 + 11,4 Stunden) kultivierte Zellen initial eine
etwa gleiche Teilungsrate hatten. Allerdings erreichten ASPCs unter normoxischen Kulturbedingungen
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schon ab dem 18. Tag in Kultur ein Seneszenz-Plateau, wohingegen dies bei den hypoxisch
konditionierten Zellen erst nach 35-40 Tagen der Fall war (Abb. 4A). Des Weiteren zeigten hypoxisch
kultivierte ASPCs ein signifikantes, 2,1-fach hoéheres klonogenes Potenzial (CFU) als Zellen in
Normoxie (Abb. 4B). Die gesteigerte Proliferation und die erhdhte CFU Effizienz in Hypoxie spiegelte
sich auch in einer signifikant gesteigerten metabolischen Aktivitat wider (Abb. 4C).

| cumPD Il CFU || metabolische Aktivitat |
A 25 B 200
— ok
£
204 ._'E c 150
- 2
o 159 c ]
E I é 2 100
o 10 e w <
5 8 .
® s 50
5 © 5
&
0 - T r T 0 0
10 20 30 40 Normoxie Hypoxie Normoxie Hypoxie
Zeit [Tagen]

Abbildung 4: Das kumulative Wachstumsverhalten zeigte bereits nach 18 Kulturtagen den Beginn der
Seneszenz der normoxisch kultivierten ASPCs (A, rot), wahrend Zellen unter hypoxischen
Kulturbedingungen erst nach 40 Tagen eine reduzierte Teilungsrate aufwiesen (A, blau). Auch das
klonogene Potenzial (B) sowie die metabolische Aktivitit waren in hypoxisch kultivierten Zellen
signifikant hdher als in normoxisch kultivierten. Alle Versuche wurden mit drei biologischen Replikaten in
Triplikaten durchgefiihrt. Signifikanzniveau: * < 0.05, ** < 0.01. Rote Graphen = normoxische Kultur, blaue
Graphen = hypoxische Kultur.
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