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1. Einleitung

1.1 Mesenchymale Stammzellen und deren Verwendung in der Klinik

Seit der Entdeckung von multipotenten Stamm- und Vorlauferzellen aus dem Knochenmark
(Bone marrow-derived stem cells; BMSCs) stehen diese im Fokus vieler Forschungsarbeiten
[1]. Aufgrund ihres grofRen Potentials sich in verschiedenste Zelllinien auszudifferenzieren,
sind sie aus dem Bereich der Stammzellforschung und der regenerativen Medizin nicht mehr
wegzudenken. Da aber die Entnahme von Knochenmark ein invasives Verfahren darstellt, das
unter anderem mit starken perioperativen Schmerzen verbunden sein kann, bleibt die
klinische Anwendung umstritten [2]. Adulte mesenchymale Stammzellen kénnen fast in jedem
Gewebe mesenchymalen Ursprungs gefunden werden, wo sie nicht nur eine zentrale Rolle in
der Regeneration und Reparatur von beschadigtem Gewebe im menschlichen Korper spielen,
sondern auch zum Ersatz alter, nicht mehr funktionsfahiger Zellen dienen [3]. Dominici et al.
definierten 2006 die Kriterien flUr multipotente mesenchymale Stromazellen als
Plastikadhdrenz, Expression von spezifischen Oberflichenmarkern und multipotente
Differenzierungsfahigkeit in mesenchymale Zelllinien [4]. 2013 definierte die ‘International
Federation of Adipose Therapeutics and Science (IFATS)" und die ‘International Society for
Cellular Therapy (ISCT)” Stammzellen anhand zweier wesentlicher Eigenschaften: die Fahigkeit
zur Selbsterneuerung und die Differenzierung in verschiedene Zelllinien [5]. Vorlauferzellen
aus dem Fettgewebe (Adipose-derived stem/progenitor cells; ASPCs), die Zuk et al. 2001
erstmalig beschrieben haben, weisen die erforderlichen Stammzelleigenschaften auf [6], [7].
AuBerdem hat das Fettgewebe als eine gut durchblutete Bindegewebsart viele entscheidende
Vorteile gegenliber anderen Bindegeweben. Es ist in ausreichendem Mal3e vorhanden und
kann, da es leicht zuganglich ist, durch minimalinvasive Eingriffe gewonnen werden, wie zum
Beispiel durch eine Liposuktion. Dabei wird das Fettgewebe nicht wie bisher nur als ein zu
entsorgendes Abfallprodukt angesehen, sondern als eine reich vorhandene Ressource an
mesenchymalen Stammzellen [8]. Des Weiteren besitzen die isolierten Stammzellen ein hohes
Differenzierungspotential und konnen durch eine autologe oder allogene Transplantation auf
einfache Weise wieder in den Patienten Uberfiihrt werden [9]. Hervorzuheben ist auRerdem,
dass der Stammzellertrag aus Fettgewebe ca. 500-fach hoher ist als aus Knochenmark (ca.
0.001 bis 0.01% plastikadharente Zellen) [10], [11]. Prozentual gesehen befinden sich im
Fettgewebe ca. 2% mesenchymale Stammzellen, wohingegen es im Knochenmark nur eine

Frequenz von 1:25.000 bis 1:100.000 ist [12]. Wahrend frisch isolierte Zellen aus dem
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Knochenmark eine CFU-Effizienz (Colony-Forming-Unit) von nur 1:50.000-1:100.000 haben,
findet man im Fettgewebe eine Effizienz von 1:100 [13]. Somit genligen multipotente
Stammazellen aus dem Fettgewebe durchaus den Anforderungen von Gimble et al. [8], da sie
in ausreichendem Male vorhanden sind, eine multipotente Differenzierungsfahigkeit
aufweisen, durch minimal invasive Methoden gewonnen und autolog oder allogen
transplantiert werden kénnen. Sie haben somit ein betrachtliches Potential auf dem Gebiet
der zellbasierten Gewebeerneuerung [14], [15].

Es gibt zahlreiche Labor- und Tierversuche, die ASPCs flir Geweberegeneration unter anderem
bei Knochendefekten, Knorpelschaden, ischdamischer Herzkrankheit, Hautdefekten und
Riickenmarksverletzungen verwenden [16], [17], [18], [19], [20]. Mit gutem Erfolg werden sie
auch bei peripheren Nervenladsionen eingesetzt [21], [22], [23]. Zudem finden die Stammzellen
in vielen Studien bereits Anwendung am Patienten. Die Forschungsarbeiten umfassen
Behandlungstherapien auf den Gebieten autoimmunologischer, muskuloskelettaler,
kardiovaskularer, urologischer oder gastroenterologischer Erkrankungen [24], [25]. So sind
bereits im Labor expandierte aus humanem Fettgewebe gewonnene ASPCs das Thema vieler
Pilotstudien, beispielsweise fiir die Behandlung von Komplikationen des Morbus Crohn [26]
oder fir eine bessere funktionelle Genesung nach einem schweren Schlaganfall [27]. In der
Neurologie scheinen die ASPCs zukunftsweisend zu sein und werden bereits bei
Rickenmarksverletzungen, Parkinson, Amyotropher Lateralsklerose oder multipler Sklerose
in Studien erprobt [28], [29].

Auf dem Gebiet der plastischen und rekonstruktiven Chirurgie werden die Stammzellen in der
Verbrennungsforschung, bei chronischen Wunden [30], Brustrekonstruktionen [31] und
Weichteilrekonstruktionen jeglicher Art verwendet [32].

Bei chronischen, diabetischen oder ischamischen Ulcera verbessert die Anwendung der
stromalen vaskuldren Fraktion (stromal vascular fraction; SVF), welche durch enzymatischen
Verdau von Fettgewebe gewonnen wird, die Heilung und somit die Lebensqualitat der
Patienten [33], [34]. Eine intravendse Injektion der SVF wird bei Patienten mit
fortgeschrittener obstruktiver Lungenerkrankung erprobt [35]. In der Kardiologie dient die SVF
bei intrakardialer Injektion bei Patienten mit chronischen Kardiomyopathien der Regeneration
des Myokards [36]. Auch bei orthopadischen Erkrankungen, wie zum Beispiel bei
intraartikularen Verletzungen, Sehnenrissen oder Osteoarthritis, kommt die SVF mit

vielversprechenden Ergebnissen zum Einsatz [37], [9].



Ihr groRes Potential Gewebe zu ersetzen, haben mesenchymale Stammzellen unter anderem
ihrer Fahigkeit sich in verschiedene Zelllinien differenzieren zu kénnen zu verdanken. Es
wurden bereits Differenzierungen in adipogene, osteogene, chondrogene, myogene,
hepatogene und sogar neurogene Zelllinien durchgefiihrt [38]. Darliber hinaus besitzen die

Ill

Stammzellen die Fahigkeit zahlreiche Wachstumsfaktoren, wie zum Beispiel “granulocyte
colony stimulating factor (G-CSF)”, “transforming growth factor beta (TGF-B)”, “vascular
endothelial growth factor (VEGF)”, “hepatocyte growth factor (HGF)” oder “fibroblast growth
factor (FGF2)”, zu sezernieren [24], [39], [40]. Diese sind unter anderem fiir Wundheilung
sowie fiir Neovaskularisation von entscheidender Bedeutung [41], [42]. AuBerdem besitzen
ASPCs immunregulatorische Funktionen, da sie zahlreiche anti-inflammatorische Faktoren
sezernieren und gleichzeitig einen Abfall pro-inflammatorischer Zytokine bewirken [43], [44],
[45].

Da die Sauerstoffkonzentration im menschlichen Fettgewebe und somit in der
Stammzellnische physiologisch 3,8% bis 9,6% betragt [46], wirkt sich das Kultivieren von ASPCs
unter niedriger Sauerstoffkonzentration positiv auf die Expansion, Differenzierung, CFU-
Effizienz und die metabolische Aktivitat aus [47]. Dies konnten wir in unserer ersten
Publikation nachweisen [48]. Aullerdem beglinstigt Hypoxie die Wachstumsfaktor-Sekretion
und damit das regenerative Potenzial der Zellen [49], [50]. Dazu untersuchten Studien die
Fahigkeit von ASPCs Zytokine, die in der Angiogenese involviert sind, zu sezernieren und unter
hypoxischem Stress zu proliferieren [51]. Sowohl VEGF als auch HIF-1a (hypoxia inducible
factor 1a) wurden unter Hypoxie hochreguliert und das Wachstum der Zellen in vitro und in
vivo beschleunigt. AuBerdem erhdhte Hypoxie die Bereitschaft der Zellen zu dem Chemokin
SDF1 (stromal cell-derived factor), welches in ischamischem Gewebe exprimiert wird, zu

wandern [52].

1.2 Isolierung von mesenchymalen Stammzellen aus dem Fettgewebe

Als einer der Ersten isolierte Rodbell 1964 Zellen aus epididymalem Fettgewebe von Ratten.
Die Methode beinhaltete das Zerkleinern und Waschen des Fettgewebes, die Verdauung mit
Hilfe des Enzyms Kollagenase bei 37°C und die anschlieRende Zentrifugation zur Trennung
einzelner Bestandteile des Gewebes. An der Oberflaiche sammelten sich die reifen Adipozyten
und am Boden die stromale vaskulare Fraktion (stromal vascular fraction; SVF) an, die unter
anderem Blutzellen, Fibroblasten, Endothelzellen und Perizyten enthalt [53]. Diese war
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zunachst von geringerer Bedeutung, bis die Arbeitsgruppe Zuk et al. 2001 eine besondere
Zellpopulation in der SVF vorfand, die sie "Processed lipoaspirate” (PLA) Zellen nannte. Da die
SVF eine heterogene Zellmasse darstellt, wurde durch das Kultivieren der SVF und das
Adhdrieren bestimmter Zellgruppen eine Selektion vorgenommen und tote oder
unerwiinschte Zellen, wie z.B. Erythrozyten eliminiert (Abbildung 1). Durch verschiedene
Methoden wie Histologie, Immunhistochemie und dem Nachweis von speziellen
Transkriptionsfaktoren (z.B. Oct4, Nanog, SOX2) in einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR), die
fir die Selbsterneuerung von Stammzellen essentiell sind, bewiesen viele Arbeitsgruppen,
dass die PLA-Zellen multipotente Stammzellen darstellen, die die Fahigkeit besitzen, sich in

Osteoblasten, Chondrozyten und Adipozyten zu differenzieren [7], [54] [55].

Enzymatic Separation
digestion of SVF
[ 1 )

SVF Cell-culture

Lipoaspirate

positive (+)
D90, D44, €029,
D105, CD13, €073,
D166, CD10, CDA4%e
and CcD59

Negativee (+)
cD31, CD34, CDA45,
D14, CD11b, CD19,

D56 and CD146

Myogenic 2 “g Growth factors &Y
: Osteogenic .
Neurogenic . .
. = Proangiogenic factors
Adipogenic .
Chondrogenic

Abbildung 1: Graphische Zusammenfassung [56]. Abklirzungen: SVF-stromal vascular fraction,
ASC- adipose stem cell, MSC- mesenchymal stem cell, CD- Cluster of Differentiation.

Der Isolierungsvorgang wurde weiterhin durch mehrere Arbeitsgruppen modifiziert. Dabei
verwendeten sie kleinere Mengen an humanem Fettgewebe, die bei Liposuktionen anfielen.
Die Liposuktion ist einer der haufigsten kosmetischen Eingriffe weltweit und ist unter
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Lokalanasthesie durchfihrbar [57]. Dies ist fiir die Patientinnen und Patienten mit wesentlich
weniger Schmerzen verbunden als bei einer Knochenmarksentnahme, die fiir einige Patienten
eine schmerzvolle Prozedur darstellt [2]. AuRerdem ist das Fettgewebe nach einer Liposuktion
bereits durch die Infiltration der Tumeszenzlésung aufgelockert, sodass die feinere Struktur
des Gewebes einen schnelleren enzymatischen Verdau ermoglicht [58].

Die gangigste Methode fir die Isolation der SVF ist nach wie vor der enzymatische Verdau von
Fettgewebe. Hierflr gibt es eine Standardprozedur, die nach derselben Reihenfolge, die
Rodbell beschrieben hat, abldauft. Dennoch finden sich in den unterschiedlichen
Isolierungsvorgangen Unterschiede in der Anzahl an Waschvorgéangen,
Enzymkonzentrationen,  Zentrifugierungseinstellungen und der  anschliefenden
Erythrozytenlyse oder Filtration. Es werden dariber hinaus Methoden beschrieben, die ohne
Enzyme und nur mit mechanischen Kraften wie Scherkraft, Zentrifugalkraft oder Druck
arbeiten [59]. Hierzu zeigen Markarian et al. 2014 einen Vergleich zwischen verschiedenen
Isolierungsmoglichkeiten. Sie konnten beweisen, dass die dlteste Methode, die mit der
Verdauung des Fettgewebes durch Kollagenase arbeitet, den bei weitem groRten Zellertrag
liefert [60]. Hierbei spielt das Alter der Patienten fiir den Zellertrag und das Uberleben der
Zellen keine Rolle. Zellen, die durch alleinige Zentrifugation gewonnen wurden, zeigten nach
14 Tagen in Kultur keine Proliferation und wurden aus der Studie ausgeschlossen. Die einzig
ebenbiirtige Methode stellte die Verdauung mit Trypsin dar. In Bezug auf Proliferation und
Differenzierungsfahigkeit der isolierten Zellen lieRen sich kaum Unterschiede zwischen den
Enzymen erkennen, jedoch flihrte die Verdauung mit Kollagenase zu einem 5-fach hoheren
Zellertrag.

Um die Arbeit im ndchsten Schritt zu erleichtern, Zeit zu sparen und die Gefahr von
Kontamination zu verringern, wurden zahlreiche Zellaufbereitungssysteme entwickelt, die
eine gewisse Standardisierung gewahrleisten sollen. Das Besondere dabei ist, dass die
Entnahme, die Isolierung und schlieBlich die Injektion wahrend eines einzelnen Eingriffs
theoretisch moglich sind.

Eines dieser Zellaufbereitungssysteme ist das Transpose® RT System der Firma InGeneron
(Houston, USA). In unserer Studie verwendeten wir das Modell ARCtv-Tissue Processing Unit,
bei welchem es sich um dasselbe Gerat handelt, jedoch unter diesem Namen in der
Veterinarmedizin verwendet wird (Abbildung 2). Das Transpose® RT System sowie das ARCtv-

Tissue  Processing Unit System sind automatisierte und vorprogrammierte
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Aufbereitungssysteme zum Vermischen, Erwarmen (37°C), Zentrifugieren und Verdauen von
Fettgewebe. Bis zu vier Proben kénnen gleichzeitig verarbeitet werden. Die dazugehorige
Matrase™ ist eine hochreine enzymatische Mischung, die nach den GMP-Richtlinien fiir
Arzneimittel (Good Manufacturing Practice, ,Gute Herstellungspraxis®) hergestellt und mit
Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC) getestet wird. Das Matrasetm-Reagenz ist

frei von tierischen Produkten [61].

Abbildung 2: Ablauf der Zellgewinnung aus dem Fettgewebe der 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 Fibrin-Kleber als Zelltrdager und dessen Verwendung in der Klinik

Therapiekonzepte in der regenerativen Medizin haben das Ziel, bestimmte Gewebe oder
Organe zu reparieren, auszutauschen oder die Regeneration durch das Einbringen von
Vorlauferzellen, die zur Bildung von neuem Gewebe fahig sind, zu beschleunigen. Da die
direkte Injektion von Vorlduferzellen an die Stelle der Verletzung zu einer schlechten,
dauerhaften Einwachsrate fiihrt und eine betrachtliche Anzahl verloren geht, werden Geriiste
aus verschiedenen Materialien als Zelltrdager verwendet. Der ideale Zelltrager sollte
biokompatibel sein, dhnliche mechanische Eigenschaften wie das natirliche Gewebe haben
und bei Implantation keine Entziindungsreaktion hervorrufen. AuRerdem sollte er eine

Zellanhaftung, Zellproliferation und Zelldifferenzierung ermaoglichen [62].



Man unterscheidet zwei verschiedene Arten von Biomaterialien, die als Zelltrager verwendet
werden. Zum einen natlrliche Biomaterialien, die im Allgemeinen Proteine und
Polysaccharide umfassen (Kollagen, Fibrin, Alginat, Hyaluronsaure, usw.), und zum anderen
synthetische Biomaterialien, die aus metallischen, keramischen oder polymeren Materialien
wie Polyglycolsdaure und Polymilchsdaure bestehen [63]. Natirliche Biomaterialien haben
einige Vorteile gegenlber den synthetischen: Sie imitieren die Struktur und
Zusammensetzung der nativen extrazellularen Matrix und binden Wachstumsfaktoren und
andere Proteine, um wahrend der Geweberegeneration die Migration und das Wachstum der
umgebenden Zellen zu lenken bzw. zu unterstiitzen. Des Weiteren sind sie meist
biokompatibel, biologisch abbaubar und nicht toxisch oder immunogen [64].

So bietet auch Fibrin, ein biologisch abbaubares Polymer, zahlreiche Vorteile gegeniber
synthetischen Materialien in der Funktion als , Tissue Engineering”- Gerust und Zelltrager. Es
wird physiologischerweise wahrend des normalen Wundheilungsprozesses absorbiert und
zeigt eine minimale Entziindungs- und Fremdkorperreaktion. Eine gleichmaBige
Zellverteilung, gute klebende und mechanische Eigenschaften sowie biologische Abbaubarkeit
sind nur einige der Qualitdtsmerkmale des Fibrins [65]. Es kann zudem die Adhasion,
Migration, Proliferation und gewinschte Differenzierung von Vorlauferzellen beglinstigen
[66], [67].

Als Nachteile des Fibrins sind die geringe mechanische Festigkeit und der schnelle Abbau zu
erwahnen. Deswegen haben Arbeitsgruppen versucht, durch Verdanderungen der
Fibrinpolymerisation auf molekularer Ebene, wie z.B. Anderungen in der pH-, Salz- und
Thrombinkonzentration, eine hohere Festigkeit zu erreichen. Auch eine Anheftung von
Polyethylenglykol (PEG) wird mehrfach in der Literatur verwendet [68], [69]. Da es jedoch bei
Implantation zu einer starken inflammatorischen Immunantwort kommen kann [70], sollte
das fur die Patientensicherheit vermieden werden.

Fibrin-Kleber werden bei chirurgischen Eingriffen bereits seit 1909 eingesetzt [71],
insbesondere bei solchen, welche ein hohes Risiko einer postoperativen Blutung aufweisen,
zum Beispiel in der Visceralchirurgie bei Ldsionen an parenchymatdsen Organen oder
Blutungen aus Ulcera im Magen oder Duodenum. Auch in der Neurochirurgie und in der
Thoraxchirurgie wird Fibrin-Kleber verwendet [72]. In der Plastischen Chirurgie wird er unter

anderem bei Verbrennungen benutzt, wie in der Studie von Kim J. im Jahr 2018, in welcher die



Verwendung von Fibrin-Kleber zu einem besseren Anwachsen von Spalthauttransplantaten
fuhrte [73].

In zahlreichen Tierstudien wird Fibrin-Kleber als Tragersubstanz von Zellen benutzt, um den
Heilungsprozess zu férdern, so zum Beispiel fir die Regeneration eines infarzierten,
ischamischen Herzmuskelareals [74], bei Knorpeldefekten [75] oder bei chronischen Wunden
als Folge eines Diabetes mellitus [76]. Sehr vielversprechend sind die Ergebnisse im Bereich

der peripheren Nervenregeneration [21], [22].

2. Zielsetzung und Eigenanteil

Das erste Ziel dieser Arbeit war die Evaluation des Aufbereitungssystems ARCtwm-Tissue
Processing Unit, um zu testen, inwiefern diese Zellisolierungsmethode Anwendung im
klinischen Alltag finden kann. Da die SVF in zahlreichen Anwendungsgebieten in der
Plastischen Chirurgie, sei es bei der Eigenfetttransplantation, bei chronischen Wunden oder
bei Verbrennungen, durch die mehrfach bewiesene Wirksamkeit einen enormen
Bedeutungszuwachs bekommen hat, wird die schnelle Gewinnung dieser Zellfraktion in
Zukunft von Bedeutung sein. Die Arbeitsschritte der Zellisolierung wurden dem Protokoll des
Herstellers entnommen. Durch Kultivierung der daraus gewonnenen SVF wurden die
multipotenten Stammzellen (ASPCs) auf ihre Eigenschaften untersucht. Dabei war es auch von
Bedeutung, wie viele plastikadharente ASPCs tatsachlich aus der SVF gewonnen werden
kdnnen.

Im nachsten Schritt untersuchten wir die Biokompatibilitdt des Fibrin-Klebers ARTISS (Baxter,
USA) und das Verhalten von ASPCs darin, um herauszufinden, ob die Kombination eines
zellbesiedelten Gels eine mogliche Anwendung in einer klinischen Situation darstellt, wie z.B.
bei der Unterstlitzung von peripheren Nervenldsionen. Da die alleinige Injektion von Zellen oft
zu unsicher ist und es zu einer fraglichen Einwachsrate ins Gewebe und Zellverlust kommen
kann, ist ein geeignetes Tragermaterial von grolem Nutzen. Dieses sollte die Zellen nach der
Transplantation an dem gewlinschten Ort halten, damit sie ihre protektive Wirkung entfalten
konnen. Die Ergebnisse der zweiten Publikation sollen zum Verstandnis von zellbesiedelten
Proteingelen und somit zur Entwicklung verbesserter Tragersubstanzen flir das ,Tissue —
Engineering” beitragen.

Beschreibung des Figenanteils Publikation 1: Ausflhrliche Literaturrecherche, Mitgestaltung

des Versuchsaufbaus, Fettentnahme an Ratten und Isolierung der SVF mit dem



Aufbereitungssystem, Durchfiihrung aller Experimente zur Charakterisierung der
Fettvorlauferzellen, Gestaltung der Abbildungen, Verfassen des Material-und Methoden-Teils,

Korrekturlesen des Manuskripts.

Beschreibung des Eigenanteils Publikation 2: Ausfiihrliche Literaturrecherche, Mitgestaltung

des Versuchsaufbaus, Durchfliihrung aller in vitro Experimente mit Fibrin-Kleber und
Fettvorldauferzellen, gemeinsame Analyse und Interpretation der Versuchsergebnisse mit den
Co-Autoren der Studie, Erstverfassung des Manuskripts, Durchfiihrung aller Experimente im

Rahmen der Revision, Erstverfassung der Revision.

3. Zusammenfassung

3.1. Deutsche Zusammenfassung

Durch enzymatische Verdauung von aspiriertem Fettgewebe kann die heterogene stromale
vaskulare Fraktion (stromal vascular fraction; SVF), die Fettvorlauferzellen (adipose-derived
stem/progenitor cells; ASPCs) enthilt, isoliert und in den Patienten zurtickgefihrt werden. Das
Ziel beider Studien war es, eine Population von Zellen einschliefllich multipotenter
Vorlauferzellen aus Fettgewebe zu isolieren, um eine zellbesiedelte, biokompatible Matrix
herzustellen, an der die Zellen adharieren und ein stabiles Uberleben aufweisen kdnnen. Diese
biokompatible Matrix sollte fir die Implantation in einen Patienten geeignet und deren
Herstellung in der Nahe der Patientenversorgung durchfihrbar sein. AuBerdem sollte die
Herstellung der zellbesiedelten Matrix in einer moglichst geringen Zeit durchfihrbar sein, um
ihr Zelliberleben und ihre sofortige Transplantation in demselben Verfahren zu
gewadhrleisten.

Wir haben ein zertifiziertes Zellisolationssystem mit dem Namen ARCTM-Tissue Processing
Unit evaluiert, um die Wirksamkeit und Zuverlassigkeit dieses halbautomatisierten Systems
fiir die SVF-Isolierung aus Fettgewebe zu testen. In unserer Studie konnten wir mit dem
halbautomatisierten Verfahren aus der frisch isolierten SVF ca. 60.000 plastikadhdrente Zellen
pro ml Fettgewebe gewinnen. Diese Zellen wurden sowohl unter normoxischen als auch unter
hypoxischen Bedingungen kultiviert und auf ihr Stammzellpotential getestet. Sie zeigten eine
multipotentielle Differenzierung zur adipogenen und osteogenen Linie sowie eine hohe
Koloniebildungseffizienz (CFU). Die Durchflusszytometrie bestéatigte ein Oberflachenprofil der

ASPCs, das fiir die mesenchymalen Stammzellen der Ratte angenommen wird und dem



Expressionsprofil von humanen ASPCs dhnelt. Kultivierung unter Hypoxie wirkte sich positiv
auf die Proliferation und den Zellmetabolismus aus.

Als biokompatible Matrix verwendeten wir den ARTISS Fibrin-Kleber der Firma Baxter. ASPCs
zeigten in unseren 2D-Untersuchungen Adharenz auf dem Fibrin-Kleber, eine gleichmaRige
Verteilung und eine dhnliche Morphologie auf dem Kleber wie auf Plastik. Die 3D-Experimente
zeigten nach 7 Tagen in Kultur ebenso eine gleichmaBige Verteilung und eine spindelférmige
Morphologie der Zellen. In einem Langzeitversuch zeigten die Zellen ein bestandiges
Uberleben und einen stabilen Metabolismus {iber 2 Wochen hinweg. Auch in dem Versuch
des TUNEL-Assay konnten keine apoptotischen Zellen innerhalb dieser 2 Wochen gefunden
werden, was das Langzeitliberleben der Zellen bestatigte. In der Timelapse-Analyse konnten
wir beobachten, dass die Zellen sich frei im Fibrin bewegen kénnen und ihn auf zunachst
unbekannte Weise verdauen bzw. abbauen. In einer quantitativen PCR-Analyse haben wir
gezeigt, dass die Matrix-Metalloproteinasen 3,9 und 13 (MMPs) auf mRNA-Ebene von den
Zellen hochreguliert werden, die eine Rolle im Abbau des Fibrins spielen kénnten. Im
Gesamtergebnis erwies sich der ARTISS Fibrin-Kleber als eine zellkompatible, leicht formbare
und applizierbare Tragersubstanz fir Zellen. Zudem ist der Fibrinkleber aufgrund des haufigen
Einsatzes flr das OP-Personal ein bekanntes Produkt.

Neben zahlreichen tierexperimentellen Studien, wird die SVF bereits in unterschiedlichen
Fachbereichen am Menschen angewendet, wie zum Beispiel in der Diabetologie, Kardiologie,
Pulmologie oder Orthopéadie. Dabei wird die SVF direkt an die zu behandelnde Stelle,
intravends, intrakardial oder intraartikular injiziert. In vielen Pilotstudien werden bereits auch
im Labor expandierte aus humanem Fettgewebe gewonnene ASPCs angewendet, so
beispielsweise fir die Behandlung von Komplikationen des Morbus Crohn.

Auch wenn die Anwendung der SVF zu vielversprechenden Ergebnissen flihrt, gibt es letztlich
noch keine vollstandige Charakterisierung der heterogenen Zellmasse. Wenn die SVF injiziert
wird, erfolgt eine Transplantation der gesamten Mikroumgebung der Stammzellen und nicht
nur die der Stammzellen selbst. Bevor das Verfahren also in die klinische Praxis eingefiihrt
werden kann, muss der Wirkmechanismus verstanden werden. Es gilt, die Fragen zu
beantworten, wie sich die transplantierten Stammzellen in vivo vor allem auf lange Sicht hin
verhalten, ob sie ihren undifferenzierten Zustand beibehalten oder sich in andere Zelltypen
differenzieren. Ebenso sollte untersucht werden, welche sezernierten Faktoren die beste

therapeutische Wirkung haben. Eine weitere wichtige Frage beziiglich der klinischen
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Anwendung von Stammzellen ist ihre Sicherheit im Rahmen der Tumorgenese. Bisher wurden
keine bosartigen Transformationen oder negative Auswirkungen von injizierten
Fettvorlauferzellen in humanen Studien berichtet.

In Deutschland zahlen zelltherapeutische Prdparate bzw. klinische Prifpraparate zu den
Arzneimitteln. Dementsprechend wird deren Verwendung im Arzneimittelgesetz (AMG)
geregelt. Diese Richtlinien geben vor, welche Anforderungen fiir Produkte von Herstellern in
der pharmazeutischen Industrie zu erfiillen sind, damit fir die Patientinnen und Patienten die
groRtmogliche Sicherheit gewahrleistet ist. Da die SVF aus lebensfahigen Zellen besteht, die
die Eigenschaft besitzen menschliches Gewebe wiederherzustellen, handelt es sich laut
Gesetzgeber um ein biotechnologisch bearbeitetes Gewebeprodukt. Somit fallt es unter die
rechtlich verbindliche EU-Verordnung fiir neuartige Therapien (,,Advanced Therapy Medicinal
Products”; ATMP) und benétigt zur Anwendung am Menschen eine Erlaubnis nach §§20b bzw.
20c des AMG.

Wahrend die Anforderungen der gesetzlichen Regularien und Zulassungsanforderungen somit
fiir die klinische Verwendung von ASPCs derzeit schwer erfiillbar sind, ist die Isolierung der
SVF aus Lipoaspiraten hingegen umsetzbar. Dabei erfolgt keine ex vivo Kultivierung im Labor.
In unserer Studie bestadtigen wir, dass die Isolierung der SVF mit der ARCrm Tissue Processing
Unit in weniger als 60 Minuten moglich ist. Die isolierte SVF enthielt die gewlinschten ASPCs,
was durch Durchflusszytometrie und das Differenzierungspotential nachgewiesen wurde. Die
Isolationsschritte kénnen von einer geschulten Person unter sterilen Bedingungen in einem
geeigneten Reinraum durchgefiihrt werden.

Wir beflirworten zusammenfassend die Verwendung von Fibrin-Kleber als Gerist bei
zellbasierten therapeutischen Anwendungen. Fibrin-Kleber ist klinisch zugelassen,
biokompatibel und hilt eine hohe Lebensfahigkeit von Zellen aufrecht. Nach Isolierung der
SVF aus dem Lipoaspirat des Patienten stellt die Kombination eine vielversprechende

Anwendung in unterschiedlichen Bereichen der regenerativen Medizin dar.

3.2 Englische Zusammenfassung
The heterogeneous stromal vascular fraction (SVF) which contains adipose-derived
stem/progenitor cells (ASPCs) can easily be isolated through enzymatic digestion 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 cell-seeded biocompatible matrix, which
the cells could 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 of the cell-seeded
biocompatible matrix should take as little time as possible to guarantee cell survival. The graft
should possibly be transplanted in the same operative intervention.

Therefore, we evaluated a certified cell isolation system called ARCtm Tissue Processing Unit
with the aim of testing the efficiency and reliability of this semi-automated system for SVF
isolation from adipose tissue.

The SVF cells, freshly isolated using a semi-automated procedure, contained 60.000 adhered
cells per ml fat tissue. Those cells were cultured under normoxic and hypoxic culture
conditions and tested on their stem cell potential. They showed multipotential differentiation
towards the adipogenic and osteogenic lineage and a high colony-forming-unit (CFU)
efficiency. A flow cytometric analysis confirmed a SVF cell composition profile, which is
assumed for rat mesenchymal stem cells and is also similar to the human expression profile.
Cultivation under hypoxia had a positive effect on proliferation and cell metabolism.

As a biocompatible matrix, we used the ARTISS fibrin glue from Baxter (USA). In our 2D studies,
the cells showed adherence, uniform distribution, and similar morphological behavior on the
fibrin glue as on plastic. The 3D experiments also showed a uniform distribution and a spindle-
like morphology of the cells after 7 days in culture. In a long-term experiment, the cells showed
a constant survival and stable metabolism for 2 weeks. Also, in the TUNEL assay, no apoptotic
cells could be detected within these 2 weeks, which confirms the long-term survival of the
cells. In a time lapse analysis, we observed that the cells can move easily in the fibrin matrix
and degrade it. In a quantitative PCR analysis, we were able to show that the matrix-
metalloproteinases 3, 9 and 13 (MMPs) were highly upregulated at the mRNA level by the
cells, which might play a role in degradation of the fibrin.

Overall, the ARTISS fibrin glue proved to be a cell-compatible, easy-to-apply carrier substance
for cells. As the ARTISS fibrin glue is widely used throughout all surgical specialties, the
handling and the thawing of the two-compound fibrin glue is established.

In addition to numerous animal studies, there is a great number of clinical trials in humans

using mesenchymal stem cells, e.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, culture-expanded human ASPCs are already used with
magnificent outcomes, for example in patients with complications of Crohn’s disease.
Nevertheless, there is no full characterization of the heterogeneous SVF. When the SVF is
injected, the whole microenvironment of the stem cells is transplanted as well. There is a great
need to understand how things work before introducing it into common clinical practices.
There are questions arising, whether the grafted stem cells differentiate into other cell types
or maintain their undifferentiated state. Further it needs to be answered, which factors are
secreted by the stem cells and how they mediate a therapeutic effect, especially on a long-
term basis. Another important question regarding clinical use of stem cells is their safety in
the context of tumorgenesis. No malignant transformation or adverse events of injected SVF
or ASPCs has been observed in human trials so far.

In Germany, cell-based therapies are categorized as pharmaceutical drugs and are regulated
by the pharmaceutical law (Arzneimittelgesetz, AMG). The SVF consists of living cells and is
able to repair human tissue. Because of this, the cells are subcategorized as a
biotechnologically produced product. Therefore the use of SVF in the European Union is
regulated in the Law "Advanced Therapy Medicinal Products" ATMP), and permission is
required (§520b and 20c) for application in human probands.

While the requirements and formalities for using ASPCs in humans are hardly realizable, the
isolation of SVF from lipoaspirates is. There is no need of ex vivo cultivation.

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

In summary, we support the use of fibrin glue as a scaffold in cell-based therapeutic
applications in the clinical field because it is clinically approved, biocompatible, and maintains
high cell viability. We recommend the use of fibrin gel scaffolds that can be prepared with the

isolated SVF from the patient's lipoaspirate in one surgical intervention.
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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
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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).
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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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Diskussion

Durch die Etablierung klinisch zugelassener Aufbereitungssysteme fiir multipotente Vorlauferzellen
aus dem Fettgewebe, die ohne Expansionsschritt im Labor auskommen, ist der breite klinische
Einsatz dieser Zellen méglich gemacht worden. Um die stetig steigende Zahl der Indikationen zu
testen, sind tierexperimentelle Studien unerlésslich. Ziel der vorliegenden Studie war es, zu
Uberprifen, ob mit dem ARC™-Aufbereitungssystem von InGeneron ausreichend qualitativ
hochwertige Vorlauferzellen aus dem Leistenfettpolster von Wistar-Ratten gewonnen werden kénnen.
Dieses Vorgehen hat den Vorteil, dass spater auch Tiermodelle mit autologer Zelltransplantation ohne
Euthanasie des Tiers zur Gewinnung des Fettgewebes mdglich sind. Andererseits wird das identische
System zur Gewinnung der Zellen verwendet und somit der Transfer der im Tierexperiment

gewonnenen Erkenntnisse in die Klinik vereinfacht.

Neben Parametern wie Wirtschaftlichkeit und Praktikabilitdt muss vor allem die Qualitat der
gewonnenen Zellen hinsichtlich ihrer Proliferationskapazitat, ihrer metabolischen Aktivitat und ihrer
Stammzelleigenschaften tberprift werden. Die Dauer des Aufbereitungsprozesses im ARC™-System
von 90 + 12 Minuten ist mit den aktuell auf dem Markt erhéltlichen Alternativen vergleichbar (88-115
Minuten) [26]. Bei Lipoaspiraten verringert sich der zeitliche Aufwand auf ca. 60 Minuten. Des
Weiteren liegen die Kosten pro Anwendung mit ca. 500 € unter dem Durchschnitt (350-1500 €).
Voraussetzung fir die Isolation von Zellen ist allerdings der einmalige Erwerb der InGeneron
Tischzentrifuge (Preis: 6.500 €). Sie misst 47 x 38 x 28 cm (Lange x Breite x Hohe) und ist damit im
Vergleich zu den meisten anderen Systemen, die bis zur GréBe einer ganzen Zell-Kultur-hood reichen
verhaltnismaBig klein. Das Gerat kann somit im Gegensatz zu anderen Systemen problemlos im OP
eingesetzt werden. Aus 1 g Fettgewebe konnten ca. 60000 adhérente Zellen fur weiterfiihrende
Versuche isoliert werden, so dass eine autologe Behandlung im Rattenmodell unter Verwendung des
Leistenfettpolsters ohne Probleme maglich ist. Mit diesem Wert liegt das vorgestellte Isolationssystem
zwischen den in der Studie von Aronowitz et al. vorgestellten Geraten, die zwischen 35000 und
240000 Zellen pro Gramm Fettgewebe erreichten. Kritisch anzumerken ist, dass die genaue Enzym-
Zusammensetzung vom Hersteller nicht preisgegeben wird, was die wissenschaftliche Einordnung der

Qualitat des Isolationsprotokolls erschwert.

Wir untersuchten die isolierten Zellen sowohl unter in Zellkulturlaboren tblichen normoxischen (21 %
0O2) Bedingungen als auch im hypoxischem (2 % Oz) Milieu. Aktuellen Forschungsergebnissen zu
Folge entspricht diese Form der Kultivierung beziiglich der vorherrschenden Sauerstoffkonzentration
viel eher den natlrlichen Lebensbedingungen der Zellen und foérdert deren Stammzelicharakter [30,
32, 33]. Bezlglich der FACS-Analyse muss erwahnt werden, dass im Gegensatz zu menschlichen
Vorléuferzellen noch kein Konsens darliber besteht, wie genau das Oberflachenprofil von murinen
multipotenten Zellen beschaffen sein muss. Zudem konnte gezeigt werden, dass sich das
Oberflachenprofil von MSCs in verschiedenen Rattenstimmen zum Teil stark unterscheidet [31]. Aus
diesen Griinden entschieden wir uns fir je zwei etablierte positive bzw. negative Markerproteine von

mesenchymalen Stammzellen. Als Negativ-Marker dienten die der hdmatopoietischen Stammzellen
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(CD45 und CD11b/c). Als Positivmarker wahlten wir das Glykoprotein Thy-1 (CD90) und die
Integrinunterheit 1 (CD29) [30].

Die gewonnenen Zellen proliferierten Uber mehrere Passagierungsschritte gut, bis schlieBlich das
Seneszenz-Plateau erreicht wurde. Im hypoxischen Milieu kam es, wie in diversen Studien zuvor
belegt, spater zum Erreichen der Seneszenz, was darauf hinweist, dass die Hypoxie die
Proliferationskapazitat der Zellen verbessert [30]. Alle Zellen zeigten eine gute CFU-Aktivitat, was eine
herausragende Eigenschaft von Stammzellen ist. Auch hier war der Effekt - wie auch in anderen
Studien gezeigt - unter Hypoxie gréBer, was bedeutet, dass die klonogene Potenz, also die Fahigkeit
aus einer einzigen Zelle eine Zellkolonie zu bilden, unter niedrigen Sauerstoffbedingungen erhéht ist
[30]. Weiterhin lieBen sich die Zellen beider Gruppen adipogen sowie osteogen differenzieren, was
den eigentlichen Hinweis flr eine Multipotenz darstellt. Somit konnten wir zeigen, dass die aus dem
Leistenfettpolster der Wistar-Ratte gewonnenen Zellen alle Uberpriiften Kriterien der Multipotenz
erflllten, was beispielsweise in der Vergleichsstudie von vier kommerziell erhaltlichen
Aufbereitungssystemen von Aronowitz et al. [26] oder in der Untersuchung von Raposio et al. [24]
unterlassen und véllig zu Recht von Bertheuil und Chaput [34] kritisiert wurde. Ublicherweise wird
beim Versuch des Stammzellnachweises zusétzlich zur adipogenen und osteogenen Differenzierung
auch eine chondrogene Differenzierung durchgeflhrt. Da hierflr sehr viele Zellen und damit sehr viele
Passagierungsschritte nach Entnahme nétig sind, haben wir in unserer Studie darauf verzichtet, was
eine Schwéache der vorgestellten Arbeit darstellt. Wir halten diesen Differenzierungsschritt allerdings
im letztlich nie endgiltig mdglichen Nachweis des echten Stammzellcharakters fir entbehrlich,
insbesondere als beispielsweise der sehr aussagekréaftige clonogenic assay deutlich positiv

ausgefallen ist.

Unsere Studie hat somit nachfolgenden Tiermodellen den Weg geebnet, insofern wir zeigen konnten,
dass mithilfe des ARC™-Aufbereitungssystems von InGeneron aus dem Leistenfettpolster von Wistar-
Ratten in ausreichender Quantitat und Qualitdt ASPCs gewonnen werden kénnen. Dies ermdglicht die
autologe Transplantation von ASPCs im Rattenmodel, was — zusammen mit dem Einsatz der klinisch

zugelassenen Zentrifuge — der aktuellen klinischen Anwendung am nachsten kommt.

Schlussfolgerung

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass die Gewinnung von multipotenten ASPCs aus
dem Leistenfettpolster von Wistar-Ratten mithilfe des ARC™-Aufbereitungssystems von InGeneron in
ausreichender Quantitat und Qualitdt moglich ist. Unter Berlicksichtigung der Kosten des Gerats ist
somit der Weg geebnet, um etwaige neue klinische Einsatzmdglichkeiten der ASPCs im Tiermodell zu

untersuchen.
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1 | INTRODUCTION

Cell-based therapies aim at repairing, replacing, or regenerating tissues
or organs. Over the past four decades, adult stem/progenitor cells and
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Abstract

Adipose-derived multipotent stem/progenitor cells (ASPCs) were shown to be ideal
candidates for cell-based regenerative therapies. Yet, despite their huge potential,
successful clinical applications are still rare. It was suggested that the efficacy of
ASPCs at the recipient site depends on the vehicle of cell delivery. In this study, for
preparation of a murine critical-size nerve defect model, we assessed the commer-
cially available fibrin gel (ARTISS) as a potential cell carrier.

In a thorough in vitro analysis, we investigated cell-fibrin interactions and analyzed
the distribution and the long-term behavior of ASPCs cultivated in fibrin gel under
normoxic and hypoxic conditions.

ASPCs attached to the surface of a thin fibrin layer (two-dimensional condition) and
spread with the abundant formation of actin stress fibers. Cells cultured within a fibrin
matrix (three-dimensional condition) displayed a uniform distribution and formed
interconnected networks while exhibiting strong cell-matrix interactions. Using
time-lapse analysis, cells were found to migrate out of the gel and subsequently pro-
liferated robustly both under hypoxic and normoxic conditions. During 14 days of cul-
ture in fibrin gel, ASPCs showed high viability, metabolic, and remodeling activities. At
the end of the culture period, the fibrin matrix was degraded entirely accompanied by
an upregulation of matrix metalloproteinases.

In conclusion, fibrin gel stands out as a valuable biomaterial for delivering vital and
active cells to damaged tissues. As a direct proof, ASPCs carried in a fibrin matrix will

be evaluated in a murine critically sized peripheral nerve repair model.

KEYWORDS

adipose-derived progenitor cell, ASPC, fibrin glue, mesenchymal stem cell, MSC, regenerative
medicine

their potential for tissue regeneration were studied intensively. Many
steps along the way to successful application, including isolation from
a plethora of donor sites, detailed characterization, proliferation, and
multilineage differentiation in vitro, are today standardized procedures
(Gimble, Bunnell, Chiu, & Guilak, 2011; Gir, Oni, Brown, Mojallal, &
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Rohrich, 2012). Adipose-derived stem/progenitor cells (ASPCs) display
all the required stem cell characteristics (Bourin et al., 2014; Dominici
et al, 2006). Furthermore, ASPCs were found to have immune-
regulatory functions (Gonzalez-Rey et al., 2010), they are genetically
stable in long-term culture (Meza-Zepeda et al., 2008), and as effective
as bone marrow-derived stem cells in clinical applications (Noél et al.,
2008). There are a plethora of in vitro studies and animal trials, which
use ASPCs for tissue regeneration, for example, in bone defects, ten-
don repair, ischemic heart disease, and spinal cord injuries (Mazo,
Gavira, Pelacho, & Prosper, 2011; Ryu et al., 2009). Reid et al. (2011)
showed that ASPCs have a beneficial influence on nerve repair
in vivo, resulting in neuronal protection and supported nerve regener-
ation. The improvement of regeneration of peripheral nerve injuries
with ASPCs seeded fibrin conduits is another promising approach (Di
Summa et al., 2011). In contrast to bone marrow-derived stem cells,
ASPCs are abundant in most humans and are easily accessible with
only minimal donor site morbidity. Today, several systems exist to iso-
late ASPCs in the operating theater within a reasonable time. One of
them is the ARC™ Tissue Processing Unit, which takes less than
60 min to provide cells ready for application. In this tempered centri-
fuge, fat tissue is enzymatically digested to yield the so-called stromal
vascular fraction (SVF) that contains the desired ASPCs (Krug et al.,
2016). It has been shown that oxygen concentration is typically less
than 3% in adipose tissue; thus, culturing stem cells under more phys-
iological conditions of low-oxygen tension benefits the expansion, dif-
ferentiation, colony-forming-unit efficiency, metabolic activity (Krug
et al., 2016; Saller et al., 2012), growth factor secretion, and regener-
ative potential (Chung, Won, & Sung, 2009; Lee et al., 2009). Although
ASPCs bear considerable promise for regenerative medicine applica-
tions (Lindroos, Suuronen, & Miettinen, 2011; Witkowska-Zimny &
Walenko, 2011), reports of truly successful clinical applications of
stem/progenitor cells for tissue regeneration are currently extremely
scarce. One of the key questions remaining is to determine the best
method of in vivo application, which permits cell survival and fully
exploits the beneficial potentials of ASPCs. Direct injection of cells
into the site of injury often results in poor engraftment. Therefore, a
wide range of carriers made of different biomaterials were tested to
keep the cells in place. The ideal scaffold must fulfill a long list of
requirements including biocompatibility and biodegradability, promo-
tion of cell adhesion and proliferation, and adequate nutrition of the
cells since it was previously shown that hypoxia may be a serious
problem in scaffold-based approaches (Volkmer et al., 2012). It is
therefore of utmost importance that the carrier or scaffold must not
interfere with nutrition of the cells during preparation/expansion and
after application. A wide variety of natural or synthetic biomaterials
have been tested as cell carriers for tissue engineering approaches.
Natural biomaterials generally include proteins and polysaccharides
(collagen, fibrin, alginate, and hyaluronic acid), whereas the synthetic
ones are composed of metallic, ceramic, or polymeric materials, such
as polyglycolic acid and polylactic acid (Malafaya, Silva, & Reis,
2007). Natural biomaterials have some advantages over the synthetic
ones: They mimic the structure and composition of natural matrices,
are usually nontoxic and, if purified, they do not induce significant
immune response. Fibrin scaffolds are clinically approved natural bio-
materials, which are used in the surgical practice (Stoppel, Ghezzi,

McNamara, Black, & Kaplan, 2015) to seal small wounds or micro-
anastomoses of vessels, to treat lacerations of parenchymatous organs
(Mankad & Codispoti, 2001), and to secure nerve coaptations
(Sameem, Wood, & Bain, 2011). Although there is not a large number
of compelling evidence in literature, fibrin glues are considered to
improve nerve regeneration and, hence, they are used to entirely wrap
nerve transplants.Biologically, fibrin glue has numerous advantages
when considered as potential scaffold and cell carrier (De la Puente
& Ludena, 2014). Its main component, fibrin, is a naturally occurring,
biodegradable polymer, which is one of the key molecules in blood
clot formation. Its precursor, fibrinogen, is produced in the liver and
abundantly secreted into the blood plasma, where it is a ubiquitous
molecule. Upon activation by the blood clotting factor thrombin,
fibrinogen is polymerized into a soft fibrin mesh, which is further sta-
bilized by factor Xllla resulting in the formation of the stable blood
clot. In this process, white blood cells and platelets are incorporated
into the clot. During the normal wound healing process, fibrin is ulti-
mately degraded by proteases. Fibrin glue therefore evokes only min-
imal inflammatory response and no foreign body reaction. In vitro,
recombinant fibrin has been tested as a potential cell matrix (Ahmed,
Dare, & Hincke, 2008). It exhibits high cell seeding efficiency with uni-
form cell distribution, and its adhesive and mechanical assets mimic
those of natural tissues. Moreover, it promotes the attachment, migra-
tion, proliferation, and desired differentiation of tissue progenitors
cells (Li, Meng, Liu, & Lee, 2015). Fibrin glue can be fabricated from
pooled or autologous human plasma.Taken together, it is tempting to
speculate that a combination of fibrin glue and progenitor cells, such
as ASPCs, may foster nerve regeneration after peripheral nerve coap-
tation or even after nerve transplantation. Using the above-mentioned
centrifuge for isolation of cells, cells mixed with the fibrin glue would
yield any given shape of ASPC-containing fibrin clot. In a situation of a
nerve lesion, a fibrin conduit could be generated to be wrapped
around a nerve coaptation suture to support nerve regeneration. The
beauty of this concept lies in its feasibility. The whole process of prep-
aration may be performed within the operating theater. Both, the
ARC™ Tissue Processing Unit and the ARTISS fibrin glue are clinically
approved, thus representing a possible clinical setting clearly within
our reach. Before that, however, in vitro studies have to confirm that
ASPCs isolated with the named centrifuge system can safely be cul-
tured in fibrin glue for a prolonged period of time without losing their
regenerative potential. With the future goal in mind to further assess
the use of ASPCs dissolved in fibrin glue as a substrate to improve
nerve regeneration in vivo, the aim of our present study was to inves-
tigate the biocompatibility of commercially available fibrin glue with a
special focus on the behavior and viability of ASPCs seeded into this
fibrin matrix.

2 | MATERIAL AND METHODS

2.1 | Isolation of ASPCs

Inguinal fat tissue was harvested from three euthanized male Wistar

rats (Charles River, USA), washed with sterile phosphate-buffered
saline (PBS) and minced with a scalpel. According to the
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manufacturer's protocol, an enzyme blend (Matrase, InGeneron, USA)
and Lactated Ringer's solution (Fresenius Kabi, Germany) were added
to the fat tissue and the SVF was isolated with a semi-automated cen-
trifuge system (ARC™ Processing Unit, InGeneron, USA). The same
system is also known under the name Transpose RT™ and approved
for clinical application, so that sterile isolation and injection of SVF
from fat tissue in the operating room is part of clinical trials. After cen-
trifugation, the cell pellet was cultured in standard medium, consisting
of DMEM high glucose supplemented with 10% fetal bovine serum,
100-U/ml penicillin and 100-pg/ml streptomycin (all from Thermo Sci-
entific, USA). In order to reduce the influence of atmospheric oxygen
on the multipotent precursor cells, 50% of the cell suspension was cul-
tivated under hypoxia (2% O,, O,/CO, Incubator MCO-5M, SANYO,
Japan) simulating physiological conditions for ASPCs and 50% were
cultivated under normoxia (21% O,). Cells were trypsinized with
0.5% trypsin (Merck, Germany), once they reached confluency of
80% and were used between Passages 1 and 5. Stem cell characteris-
tics of the isolated cells and the influence of oxygen tension on cell
growth, metabolism, and colony-forming-unit efficiency were pub-
lished previously (Krug et al., 2016).

2.2 | 2D analysis by cytoskeleton staining and
atomic force microscopy

For all experiments, the two-component fibrin glue ARTISS (Baxter,
Deerfield, USA) was used, which was reconstituted according to man-
ufacturer's instructions. It is derived from pooled human plasma and
has a fibrinogen concentration of 91 mg/ml and a thrombin concentra-
tion of 4 units/ml. In order to test adhesion of the cells on the fibrin
glue, a thin layer of fibrin gel was sprayed on a plastic slide using the
company's EASYSPRAY system (Baxter); then approximately 10,000
cells were seeded on the top and cell were could adhere for 2 hr.
Before staining, cells were fixed with 4% paraformaldehyde (PFA) in
PBS for 15 min at room temperature (RT) and washed three times with
PBS. For visualization of the actin cytoskeleton, slides were incubated
for 1 hr at RT with fluorescence-conjugated phalloidin (Thermo Scien-
tific, USA) diluted 1:100 in a blocking solution (3% bovine serum albu-
min [BSA], 0.5% Triton X-100 in PBS, all from Sigma-Aldrich, USA).
Afterwards, the slides were rinsed again in PBS, and cell nuclei were
stained with 4,6-diamidin-2-phenylindol (DAPI) and mounted with
Mowiol. Images were obtained with a Zeiss AxioObserver. Imaging by
atomic force microscopy (AFM) were carried out using a NanoWizard
| AFM instrument (JPK Instruments, Germany) in combination with an
inverse optical microscope (Axiovert 200, Carl Zeiss Microlmaging
GmbH, Germany). The optical microscope with a 400x magnification
was used to ensure the right positioning of the cantilever tip on the
area of interest. The AFM had a maximum lateral scan range of
100 x 100 pm? and a vertical range of 15 um. The same sample as
described above was used.

2.3 | IT-AFM measurements

To determine the Young's modulus, fibrin clots with a cell density of
600,000 cells in 50-pl fibrin gel were prepared. On Days 1 and 7 after

cultivation, the clots were rinsed with PBS and embedded in Tissue-
Tek O.C.T compound (Sakura, the Netherlands). Afterwards, they were
sectioned to 25 um thickness on a cryostat (CryoStar™ NX50, Thermo
Fischer). For the IT-AFM measurements, silicon nitride cantilevers
(MLCT Cantilever E, Bruker, Mannheim, Germany) with a nominal
spring constants of 0.03 N/m and pyramidal tips with a nominal radius
of 20 nm were used. The tip velocity during the indentation experi-
ments was always constant at 10 um/s. For the used cantilever, the
actual spring constant was determined individually in PBS buffer by
using the thermal noise method. The spring constant determination
was repeated three times, and the arithmetic average was used for
data analysis. IT-AFM measurements were performed in phosphate
buffered saline at pH7.4. First, an area of 30 x 30 um? with 30 x 30
force-indentation curves was recorded. Then, avoiding cells and air
bubbles, a smaller area of 10 x 10 um? and 15 x 15 force-indentation
curves was measured, to ensure a correct position on the fibrin gel. On
every fibrin clot and fibrin-cell clot, two force maps were acquired.
The Young's modulus was extracted from the extend part of the
force-indentation curves using a modified Hertz model for a pyrami-
dal indenter using the JPK Data Processing software (Version 6.1.42,
JPK Instruments AG, Berlin, Germany). The results for the Young's
modulus of all force-indentation curves of one sample were summa-
rized, and the mean and the standard deviation were calculated.

2.4 | Cell density measurement

In order to determine cell density, fibrin clots on Days 1 and 7 after
cultivation were rinsed with PBS and embedded in Tissue-Tek O.C.T
compound. They were sectioned to 25 um thickness on a cryostat.
After rinsing, DAPI staining for 2 min was performed and sections
were imaged with a Zeiss AxioObserver. Cell counting was performed
with Imagel.

2.5 | 3D analysis with confocal microscopy

Identical cell-fibrin clots were prepared in 96-well plates. Clots with a
density of 300,000 cells per 50 ul fibrin glue were fabricated by
resuspending cells in 12.5 pl thrombin and carefully adding an equal
volume of the fibrinogen component. After polymerization, the cell-
gel mix was placed into a 12-well plate and incubated at 37°C for
7 days in a humidified incubator. After fixation with 4% PFA for
15 min at RT and three times rinsing with PBS, staining was performed
with fluorescence-conjugated phalloidin diluted 1:100 in blocking
solution for 1 hr at RT (3% BSA, 0.5% Triton X-100 in PBS). After a
final rinsing step and DAPI staining for 2 min, the cell-fibrin clots were
imaged under a confocal microscope (LSM 800, Zeiss, Germany).

2.6 | Shrinking assay and time-lapse analysis

Fibrin clots with a cell density of 600,000 cells per 50 ul fibrin glue
were prepared. After polymerization, the clots were transferred into
a six-well plate and incubated in standard medium under normoxic
and hypoxic culture conditions. The fibrin clots were imaged daily
under a stereo microscope (Zeiss, Germany), and the area of the clots
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was analyzed using ImageJ. Fibrin clots without cells served as con-
trols. In addition, we performed time lapse of cell-fibrin clots in a con-
trolled environment at 37°C and 5% CO,, and images were taken
every 30 min for 6 days using a Zeiss Axiovert microscope (Zeiss,
Germany).

2.7 | Live and dead cell assay

In order to perform a live-dead assay with fluorescein diacetate
(Sigma-Aldrich, USA) and propidium iodide (Pl, 1 mg/ml, Sigma-
Aldrich, USA) at four selected time points (Days 1, 3, 7, and 14),
cell-fibrin clots at a cell density of 300,000 cells per 25 ul fibrin glue
were prepared and moved to 12-well plates with standard medium.
First, the samples were put in a 24 uM fluorescein diacetate solution
for 30 s and afterwards 5 s in Pl solution, washed two times in PBS,

and imaged with an AxioObserver Z1 microscope (Zeiss, Germany).

2.8 | Analysis of metabolic activity

A 22 mm-long fibrin conduit with a 2 mm wall thickness and a 2 mm
lumen was molded and cut into uniform slices. Each section contained
400,000 cells. The slices were incubated in standard medium under
normoxic and hypoxic condition in six-well plates. At four selected
stages, slices were moved into a 12-well plate and incubated for
4 hr with 1 ml of water soluble tetrazolium (WST, Roche, Germany)
supplemented media, respectively. WST reagent was freshly mixed
before with medium at a ratio of 1:10. Subsequently, 100 ul of the
reacted suspension from each well were transferred in triplicates into
a 96-well plate, and absorbance was measured at 450 nm using an
ELISA plate reader (Multiskan FC, Thermo Scientific, USA). Normoxic
conditions were used as reference point to yield the relative metabolic

activity.

2.9 | Apoptosis and proliferation assay

Identical slices as described above were used. After 2 hr of incubation
in the WST supplemented media, 2 pl of 10-mM BrdU (5-bromo-2'-
deoxyuridine, Roche, Germany) diluted in Dimethylsulfoxide was
added. After 4 hr, the absorbance of the reacted suspension was mea-
sured, and the slices were washed three times with PBS and fixated
with 4% PFA for 20 min. The samples were cryoprotected at 4°C in
30% sucrose in PBS overnight, mounted in Tissue-Tek O.C.T com-
pound (Sakura, the Netherlands), and sectioned at 10 um thickness
on a cryostat. For the detection of proliferating cells, we used a rat
monoclonal antibody against BrdU (ab 6326, abcam, United Kingdom)
diluted 1:250 in blocking buffer, containing PBS, 1% BSA, and 0.1%
Triton X-100 over night at 4°C. On the next day after washing in
PBS, an anti-rat IgG Alexa Fluor 488 secondary antibody (Thermo
Fisher, USA) in a 1:250 dilution was added for 1 hr at RT. After wash-
ing, the sections were mounted with Mowiol and imaged with an
epifluorescence AxioObserver Z1 microscope (Zeiss, Germany). In
order to detect apoptosis, a Tunel assay using the In Situ Cell Death
Detection Kit (Roche, Switzerland) was performed by following the
company's protocol. As a control, the sections were treated with

DNAse (Roche, Switzerland). Finally, the sections were counterstained
with DAPI and washed three times in PBS before mounting with
Mowiol.

2.10 |
analysis

Semiquantitative polymerase chain reaction

For polymerase chain reaction (PCR) analysis, clots at a density of
600,000 cells per 50 pl fibrin glue were prepared, and after 3 days
of incubation, RNA was isolated. Cell-fibrin clots were removed from
the culture well, rinsed with PBS, and minced. Three hundred microli-
ter of TRIzol reagent (Thermo Scientific, USA) was added and incu-
bated for 3 min at RT. After adding 72 ul of chloroform, the
aqueous phase was separated by centrifugation. RNA was purified
using the RNeasy MinElute spin columns (Quiagen, the Netherlands).
The concentration of the purified RNA was determined using a
NanoDrop spectrometer (Nanodrop Technologies, USA). Complemen-
tary DNA was synthesized by the Transcriptor First Strand cDNA Syn-
thesis Kit using 1 pug RNA input (Roche, Switzerland). PCR reactions
were carried out with rat-specific primer pairs for Gapdh and Plg
(Gapdh primer sequence forward GACATGCCGCCTGGAGAAAC;
reverse AGCCCAGGATGCCCTTTAGT; Plg primer sequence forward
AAATTACCGAGGGACCG; reverse TTTTCTGGCGTCCTGTTGTG)
with following amplification parameters: preheating at 95°C for
5 min, 35 cycles of denaturation (95°C for 30 s), annealing (64°C for
30 s), elongation (72°C for 60 s), and a final extension step at 72°C
for 5 min. Amplified products were electhrophoresed and visualized
on 2% agarose gel stained with ethidium bromide.

2.11 | Quantitative PCR analysis

Identical cDNA as described above was analyzed in the LightCycler 96
(Roche, Switzerland) using FastStart Essential DNA Green Master kit
(Roche, Switzerland). The reaction volume contained 10 pl of hot start
reaction mix with SYBR Green | dye, 8 pul PCR-water, 1 pl Primer-Mix,
and 1 pl ¢cDNA in a 1:5 dilution (2.2 ng in total). Following primers
Gapdh (Rn.PT.58.35727291),  Mmp3 (Rn.
PT.58.44652574), Mmp9 (Rn.PT.587383134), and Mmp13 (Rn.
PT.58.9488961, all from Integrated DNA Technology, USA). A three-
step amplification (95°C for 10 s, 60°C for 10 s, and 72°C for 15 s)

was performed, and samples were normalized against a house keeping

were used:

gene (Gapdh).

2.12 | Statistical analysis

All'in vitro experiments were carried out three times in triplicates with
pooled cells from three individual animals. Statistical significance was
calculated after determination of the Gaussian distribution using
either an unpaired t test, Mann-Whitney U test (GraphPad Prism,
USA) or a one-way analysis of variance test, depending on the exper-
imental setup. Statistical significance was assumed at a p value of
<0.05. All values represent the mean and the standard deviation.
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3 | RESULTS
3.1 | ASPCs form actin-rich cytoskeleton upon fibrin

adherence and a highly interconnected 3D network

We first assessed the adhesion of ASPCs to fibrin gel in a 2D environ-
ment. Cells were seeded and allowed to adhere to a thin fibrin layer,
and subsequently, the actin cytoskeleton was visualized by phalloidin
staining. Similar to that usually observed in cells cultured on plastic,
actin stress fibers were formed in ASPCs indicating that the cells were
able to attach and spread to the fibrin glue. The cells were flattened
and closely adapted to the surface of the fibrin layer suggesting cell-
fibrin interactions (Figure 1a). Similarly, the smooth surface of a well-
adapted cell on the rough fibrin surface was visualized by AFM in
the vertical deflection image (dotted line; Figure 1b,b’). The overlap
with the actin staining reveals the exact cell boundaries (Figure 1b").
In order to investigate the 2D characteristics of ASPCs, the cells were
embedded into the fibrin gel, stained with phalloidin and visualized by
confocal laser-scanning microscopy after 7 days in culture. Phalloidin

staining revealed an even distribution of ASPCs with elongated mor-
phology, which formed and a highly interconnected network within

the fibrin matrix (Figure 2a,a’).

3.2 | ASPCs rapidly remodel and degrade fibrin
matrix

To monitor the behavior of the ASPC-fibrin gel constructs during
cultivation, we performed time-lapse microscopy. Interestingly, the cells
started to migrate out of the fibrin glue droplet within less than 24 hrs,
and proliferated robustly (data not shown) on the culture dish surface
(Figure 3a). At the same time, a gradual shrinking of the cell-containing
fibrin clots was evident (Figure 3a,b). Halving of the droplet's size was
observed after 4 days, and nearly complete disappearance of fibrin gel
was seen after 15 days (Figure 3b). We observed no significant
difference in fibrin gel degradation between cultures under normoxic
and hypoxic conditions (Figure 3b’). No remodeling of the fibrin
occurred in control droplets without cells indicating that the ASPCs
actively induced fibrin degradation (Figure 3b, left panel, and Figure 3b").
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FIGURE 1 Adipose-derived multipotent stem/progenitor cells adhere and spread on the surface of a fibrin layer [Colour figure can be viewed at
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FIGURE 2 Confocal laser scanning microscopy reveals a network of adipose-derived multipotent stem/progenitor cells in the fibrin gel [Colour

figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]
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FIGURE 3 Time-lapse analysis [Colour figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]

3.3 | Mechanical properties of fibrin remain constant
over time

On Day 1 after cultivation, the Young's modulus of the fibrin gel was
similar under 52 kPa vs.
245 + 102 kPa). On Day 7, the Young's modulus of the fibrin gel under
hypoxia increased (323 + 50 kPa). On the cell seeded fibrin clots, the
Young's Moduli remain constant over time suggesting that the cells

normoxia and hypoxia (182 =+

do not influence the mechanical properties of the fibrin gel (Normoxia
Day 1: 146 + 61, Day 7: 275 + 113; Hypoxia Day 1: 206 + 70, Day 7:
337 + 81; Table 1).

3.4 | Cell density of ASPCs increases over time
under normoxia

In the beginning, cell density was similar under normoxia and hypoxia.
After one week cell density approximately doubled under normoxia,
whereas it decreased under hypoxia (Table 1).

3.5 | ASPCs embedded in fibrin show high viability
and metabolic activity

In order to test cell survival, we performed a live-dead assay of cells
cultured in fibrin gel at Days 1, 3, 7, and 14 (Figure 4a). While on
Day 1, some dead cells were detected, the later stages showed almost
only viable cells with only a few dead cells. Additionally, we prepared
uniform fibrin slices and performed WST assay at four different stages
(Figure 4b). The cells displayed a stable metabolic activity over

TABLE 1 Young's modulus and cell density

Control Sample with Cell density

(kPa) cells (kPa) (cells/mm?)
Day 1 Normoxia 182 + 52 146 + 61 563 + 65
Day 1 Hypoxia 245 + 102 206 + 70 513 + 155
Day 7 Normoxia 135+ 36 275 + 113 1,205 + 102
Day 7 Hypoxia 323 + 50 337 +81 344 + 73
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FIGURE 4 Adipose-derived multipotent stem/progenitor cells are viable and metabolically active in the fibrin gel [Colour figure can be viewed at

wileyonlinelibrary.com]

2 weeks. Interestingly, under hypoxia, cells showed a markedly
increased metabolic activity compared with normoxic cultured cells
(Figure 4b, blue bars).To further validate the high viability and meta-
bolic activity of ASPCs over the prolonged culture period, we per-
formed BrdU incorporation and a TUNEL assays. We could not
detect proliferative or apoptotic cells on the sections of the cell-fibrin
constructs (data not shown).

3.6 | ASPCs upregulate matrix metalloproteinases
upon contact with fibrin matrix

In physiological fibrinolysis, plasminogen and matrix metalloprotein-
ases (MMPs) play an important role. In order to investigate the reason
for the fibrin shrinkage identified in our experiments, we examined
which of these proteases were expressed by ASPCs using quantitative
and semiquantitative PCR. In contrast to the control cells, which were
cultured on plastic, the cells cultured in fibrin glue had a 14 + 2-fold
higher expression of Mmp3, a 11 + 2-fold higher expression of
Mmp9, and a 7 + 2-fold higher expression of Mmp13 (Figure 5a, red
bars). Under hypoxia, the expression of Mmp3 was 6 + 0.5-fold, of
Mmp9 14 + 4-fold, and of Mmp13 8 + 2-fold higher compared with
the control group (Figure 5a, blue bars). Semiquantitative PCR showed
no expression of plasminogen, neither in the negative plastic-control
group nor in the fibrin gels seeded with the ASPCs. Liver samples,
however, showed a high expression of plasminogen.

4 | DISCUSSION

In our study, we investigated fibrin glue as a potential cell carrier for
cell-based therapies. Fibrin promotes hemostasis and tissue bonding

—
Q
~

and has therefore routinely been used by clinicians of multiple special-
ties. As an example, many peripheral nerve surgeons apply fibrin glue
to sites of nerve coaptation and nerve transplantation (Sameem
et al., 2011). All commercial fibrin sealants are liable to strict regula-
tions from the U.S. Food and Drug Administration and have an impec-
cable safety record for over 20 years. There have so far been no
proven incidences of hepatitis virus or HIV transmission (Albala,
2003). In contrast to many other cell carriers or scaffolds, fibrin gel
is entirely biocompatible and its degradation process is noninflamma-
tory. In sharp contrast, even collagen, which is widely used as a scaf-
fold material, displays antigenicity and immunogenicity (Lynn,
Yannas, & Bonfield, 2004). In addition, fibrin gel has a high-affinity
interaction with several growth factors (e.g., basic fibroblast growth
factor and vascular endothelial growth factor), enzymes and proen-
zymes (plasminogen activator and plasminogen; De la Puente &
Ludefia, 2014; Sahni & Francis, 2000), which regulate cellular response
at the site of injury. Due to their availability, accessibility, and their
multilineage potential, ASPCs are of great interest for cell-based ther-
apies in tissue repair and regeneration (Lindroos et al., 2011;
Witkowska-Zimny & Walenko, 2011). The isolation from excised or
lipoaspirated adipose tissue can be performed within 60 min under
sterile conditions in the operating room using a commercially available
semi-automated cell isolation systems. In a previous study, we proved
the viability and multilineage differentiation potency of cells harvested
and isolated in such a manner (Krug et al., 2016). Although a consider-
able amount of studies are being conducted in order to create scaf-
folds of newly developed and innovative materials, the utilization of
materials that have safely been applied in patient care for years are
equally important and promising. Potentially, a combination of clini-
cally approved fibrin glue and progenitor cells such as ASPCs may

FIGURE 5 Quantitative and semi-
quantitative and polymerase chain reaction
analysis [Colour figure can be viewed at
wileyonlinelibrary.com]
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produce a ready-to-use source for regenerative cells on a biocompat-
ible cell-carrier. Before testing that, however, in vitro studies have to
confirm that ASPCs can safely be cultured in fibrin glue for a
prolonged period of time without losing their regenerative potential.
The gel consists of long, thick fibers forming a loose mesh, which
enables diffusion of nutrients and metabolic waste products (Macasev
et al., 2011). Fibrin droplets were seeded with ASPCs and studied for
their support of ASPC attachment, migration, viability, metabolic activ-
ity, and proliferation. In the 2D analysis, we observed a morphological
behavior similar to cells cultured on plastic. This suggests a strong
cell-surface interaction of ASPCs attaching to the fibrin matrix, which
is consistent with the findings of Macasev et al. (2011). In a 3D fibrin
matrix, the cells distributed uniformly, developed an elongated mor-
phology, and formed interconnected networks after 7 days of culture.
Taking into account the results of our time-lapse analysis, we believe
that the cells can migrate and spread along the fibrin matrix. They
build ample cell-matrix and cell-cell interactions (Hakkinen, Harunaga,
Doyle, & Yamada, 2011). In order to cause a therapeutic effect at the
damaged tissue location, implanted cells need to maintain functional-
ity, while surviving for a sufficient time. In our study, ASPCs survived
over 2 weeks in the fibrin gel, while maintaining a stable metabolism
along with a healthy intercellular network. In a hypoxic setting, ASPC's
metabolic activity was twice as high as under normoxia. A comparable
situation arises after the implantation of tissue-engineered scaffolds.
Until neovascularization has taken place, the transplanted cells are in
a constant state of hypoxia. Reportedly, hypoxia also increases the
proliferation of ASPCs and enhances the wound-healing function of
ADSCs by upregulating growth factors (Chung et al., 2009). However,
we could not observe evidence of proliferation within fibrin glue in the
BrdU assay. The high fibrinogen concentration of our fibrin sealants
might be a potential reason for this finding (Brown & Barker, 2014).
Gels formed from low concentrations of fibrinogen are, however,
extremely soft and therefore impractical for the use in a clinical set-
ting. Interestingly, the fibrin matrix was degraded within roughly
15 days. To achieve uncompromised cell-to-cell communication, the
degradation of extracellular proteins like fibins is of key importance
and proteases play a pivotal role in this process. MMPs are one of
the proteases secreted by the ASPCs and thus might be involved in
the remodeling and degradation of fibrin conduits (Even-Ram &
Yamada, 2005; Sternlicht & Werb, 2001). They have several additional
functions, enabling them to regulate cell behavior in numerous ways.
These mechanisms work via the alteration of cell-matrix and cell-cell
interactions (Sternlicht & Werb, 2001). Our findings showed that the
MMPs are relevant to the degradation of the fibrin clots presumably
enabling ASPCs to migrate within the clot. Cells evading the fibrin clot
in our time-lapse experiments proliferated vigorously, suggesting that
in a clinical application, cells seeded in fibrin would be freed within a
relatively short period of time to act at the site of interest. Although
this period seems to be rather short, it remains to be assessed whether
or not this may be beneficial to regenerative processes in vivo or not.
A number of studies have already evaluated the advantages of using
ASPCs in combination with fibrin glue in a variety of cell-based regen-
eration in multiple tissue types in animal models, for example, for the
creation of skin tissue (Ozpur et al., 2016), rat acute myocardial infarc-
tion (Chen et al., 2015), cartilage regeneration (Wei et al., 2009), and

support of peripheral nerve healing (Carriel et al., 2013; Di Summa
et al., 2010; Reichenberger et al., 2015). All studies imply some posi-
tive effect that in our eyes need further evaluation given our findings
in this study. Similarly, there are ongoing clinical studies that use the
SVF or ASPCs isolated from lipoaspirate (Pikuta, Marek-Trzonkowska,
Wardowska, Renkielska, & Trzonkowski, 2013). No adverse effects
have been reported so far (Lindroos et al., 2011). Besides, ASPCs find
application in the field of plastic surgery, such as for soft tissue aug-
mentation (Yoshimura et al., 2008) or the repair of chronic wounds
(Rigotti et al., 2007). One of the most important questions regarding
clinical use of stem cells is their safety in the context of tumorigenesis.
To date, no malignant transformation of injected ASPCs has been
reported in human trials (Pikuta et al., 2013). In conclusion, we would
like to encourage the use of fibrin glue as scaffold in cell based thera-
peutic applications as it is clinically approved, biocompatible, and pre-
serves high cell viability. We suggest the use of fibrin gel scaffolds
seeded with isolated SVF of lipoaspirate from the patient in a clinical
setting. A possible application may be the treatment of critically sized
peripheral nerve defects.
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