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1. Einleitung 

Das Bestreben Defekte und Deformitäten nach traumatischen Verletzungen, 

Tumorresektionen oder aus ästhetischen Gesichtspunkten auszugleichen und möglichst 

wirklichkeitsgetreu zu rekonstruieren, besteht seit je her. Der Wunsch verloren 

gegangenes Gewebe in seiner Komplexität wiederherzustellen, brachte verschiedenste 

Ansätze unterschiedlicher Fachdisziplinen hervor. Chirurgische Ansätze basieren zum 

Beispiel auf der Transposition oder Transplantation von körpereigenem Gewebe. Dies 

geht jedoch immer mit einer mehr oder minder ausgeprägten funktionellen oder 

ästhetischen Hebemorbidität der Entnahmestelle einher 1–3. Ein weiterer Ansatz besteht 

darin xenogene Materialien wie Prothesen, Implantate oder injizierbare Substanzen zu 

nutzen. Während Prothesen oder Implantate vor allem aus synthetischen Materialien 

bestehen, z. Bsp. Silikon, Legierungen, Keramik oder Polymethylmethacrylat (PMMA) 

und somit eine zumindest geringe Immunreaktion hervorbringen sowie präformiert sind, 

können injizierbare Materialien aus Substanzen bestehen, welche im menschlichen 

Körper vorkommen oder ihm entnommen wurden, wie zum Beispiel Hyaluronsäure oder 

Eigenfett. Diese Materialien haben den Vorteil eher geringe Immunreaktionen auszulösen 
4,5. Sie eignen sich jedoch vor allem zur Rekonstruktion von kleineren Defekten und 

bedürfen in vielen Fällen mehrfacher Applikationen. Dies tritt vor allem beim 

Eigenfetttransfer (Lipotransfer) auf. Auf Grund der hohen Resorptionsrate des 

transferierten Fettes von 30 - 70%, welche am ehesten durch die mechanische Schädigung 

der Adipozyten während der Liposuktion und der geringen Toleranz gegenüber Hypoxie 

von Adipozyten 6 sowie durch die eingeschränkte Anbindung des Transplantates an das 

kapilläre Gefäßsystem mit den daraus resultierenden ischämischen Folgen wie 

Fettgewebsnekrosen, Ölzysten und Volumenverlust einhergehen 2,3, sind bisher multiple 

Lipotransfersitzungen von Nöten. Dies resultiert zum einem in einem erhöhten 

Zeitaufwand und verminderter Patientenzufriedenheit, und zum anderen erhöht es 

summativ die perioperativen Risiken des Patienten.  

Als Alternative zu den zuvor genannten Möglichkeiten wären natürliche und synthetische 

Trägermaterialien denkbar, welche mit autologen Zellen besiedelt werden und je nach 

benötigtem Umfang in vitro präkultiviert oder direkt in den Weichteildefekt implantiert 

werden.   
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1.1 Tissue Engineering 

Das Tissue Engineering (TE) beschäftigt sich mit der Entwicklung von artifiziell 

hergestelltem Gewebeersatz. Dieser sollte idealerweise biokompatibel, immunologisch 

inert und volumenstabil sein. Um dies zu ermöglichen ist es notwendig das 

Zusammenspiel von lebenden Zellen, geeigneten biochemischen Signalstoffen (wie z. 

Bsp.: Wachstumsfaktoren oder Zytokine), biokompatiblen Trägermaterialien und 

physikalischen Faktoren (wie zum Bsp.: Scherkräfte) in Einklang zu bringen.  

Die ersten Erfolge konnten auf der Grundlage von bradytrophen Geweben wie der 

Epidermis und dem Knorpel erzielt werden 9–12. Diese haben den Vorteil, dass sie zum 

einen hauptsächlich aus nur einem differenzierten Zelltyp (Keratinozyten, respektive 

Chondrozyten) bestehen und zum anderen durch Diffusion ernährt werden. Die 

Rekonstruktion komplexer Gewebe stellt weitaus größere Herausforderungen an das TE: 

die Erstellung eines dreidimensionalen Gerüstes (Scaffold), welches verschiedenste 

gewebespezifische Zellpopulationen beherbergt, interzelluläre Kommunikation und die 

Ausbildung einer spezifischen extrazellulären Matrix (ECM) ermöglicht, 

Neovaskularisation und die Ausbildung eines Gefäßnetzes fördert und im Rahmen der 

physiologischen Umbauprozesse letztendlich in körpereigenes Gewebe umgewandelt 

wird.  

Die Nutzung von Stammzellen bietet sich für die Regeneration oder De-novo-

Konstruktion von Geweben am ehesten an. Sie weisen Merkmale auf, die reife 

differenzierte Zellen nicht mehr haben, wie den teilungsbedingten Selbsterhalt und die 

Vermehrung ihrer Selbst sowie die Fähigkeit in unterschiedliche Zellarten zu 

differenzieren 13. 

 

1.2 Stammzellen 

Es gibt für das TE drei relevante Arten von Stammzellen: embryonale Stammzellen 

(ESZ), induzierte pluripotente Stammzellen (iPSZ) und adulte Stammzellen. ESZ sind 

pluripotent und können sich in jedes somatische Gewebe differenzieren. Die Gewinnung 

und Nutzung ist jedoch ethisch höchst bedenklich und durch das Embryonenschutzgesetz 

und das Stammzellgesetz in Deutschland verboten 7, 8. Im Jahr 2006 wurden erstmals 
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durch die japanische Arbeitsgruppe um Yamanaka differenzierte somatische Zellen durch 

embryonale Transkriptionsfaktoren zu pluripotenten Stammzellen induziert 16. iPSZ 

versprechen ein enorm mannigfaltiges genetisches Potential, jedoch wirft die 

Generierung und Nutzung genetisch manipulierter Zellen weiterhin vielschichtige 

ethische und medizinische Fragestellungen auf und sind deshalb aktuell nicht 

uneingeschränkt nutzbar 10, 11.   

Adulte Stammzellen sind gewebe- oder organspezifische Stammzellen, die dem Gewebe- 

oder Organerhalt und teils auch deren Regeneration dienen 19. Sie sind multipotent und 

können sich somit nicht mehr in jede Zelle des Organismus differenzieren. Man unterteilt 

sie in hämatopoetische, nicht-hämatopoetische oder mesenchymale und neuronale 

Stammzellen. Im Folgenden soll ausschließlich auf mesenchymale Stammzellen (MSC) 

eingegangen werden, da diese in Form von „Adipose Derived Stem Cells“ (ASCs) für die 

experimentelle Studie genutzt wurden.  

MSCs sind multipotente, plastik-adhärente Stammzellen mesodermalen Ursprungs, die 

aus unterschiedlichsten Geweben isoliert werden können. Als zweite Vorläuferzellentität 

des Knochenmarkes wurden sie erstmalig durch Friedenstein et al. 1968 beschrieben 20 

und von Caplan 1991 der Terminus „Mesenchymal Stem Cell“ geprägt 21. Über die letzten 

Dekaden konnten aus verschiedensten Geweben MSCs mit ähnlichen Charakteristika 

isoliert werden 22, die den Definitionskriterien für MSCs der Internationalen Gesellschaft 

für Zelltherapie entsprechen (siehe Tabelle 1) 23. 
 

Tabelle 1: Definitionskriterien für mesenchymale Stammzellen 23 

 
1. Plastik-Adhärenz unter Standard-Kulturbedingungen 

2. Phenotyp  Positiv (≥ 95% +) Negativ (≤ 2% +) 

CD 105   CD 45 

CD 73   CD 34 

CD 90   CD 14 oder 11b 

      CD 79a oder 19 

      HLA-DR 

3. In vitro Differenzierung in Osteoblasten, Chondroblasten und Adipozyten 
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Lange Zeit wurden MSC hauptsächlich aus dem Knochenmark gewonnen. Dies geht 

jedoch nur durch einen invasiven Eingriff, der ausschließlich der Gewinnung dieser 

Zellen dient. Für die Spender ist dies nicht nur schmerzhaft, sondern geht mit einem peri- 

und postoperativen Morbiditätsrisiko einher. Zudem können durch dieses Verfahren nur 

geringe Stammzellmengen gewonnen werden.  

Angesichts dessen und im Rahmen des steigenden Bedarfes an MSCs für das TE sowie 

im Rahmen klinischer Anwendungen, wurde nach weiteren Ressourcen von MSCs 

gesucht.  

Zuk et al. konnte 2001 erstmalig pluripotente Stammzellen aus dem Aspirat einer 

Liposuktion isolieren 17, 18. Die Gewinnung von MSCs aus dem Fettgewebe, als „Adipose 

Derived Stem Cells“ (ASC) bezeichnet 26, vereinfacht die Generierung von MSCs für das 

Tissue Engineering erheblich 25, da diese im Rahmen einer Liposuktion oder aus 

reseziertem subkutanen Fettgewebe gewonnen werden können. Das Lipoaspirat sowie 

das resezierte Fettgewebe sind dabei nur Neben- oder Abfallprodukte des eigentlichen 

chirurgischen Eingriffes. Ein zusätzliches Spenderrisiko besteht demensprechend nicht. 

Ein weiterer Vorteil ist die große Menge an ASCs, die in einem einzigen Eingriff 

gewonnen werden kann 27.  

 

1.3 Adipose Derived Stem Cells - ASC 

Wird das Lipoaspirat oder das resezierte Fettgewebe unter Standardbedingungen verdaut 

und anschließend zur Separierung der zellulären Bestandteile zentrifugiert, erhält man die 

Stromale Vaskuläre Fraktion (SVF). Sie beschreibt den zellulären Anteil des bei der 

Liposuktion oder Resektion und Digestion von Fettgewebe gewonnen Material. 

Oedayrajsingh-Varma et al. konnten bei der subkutanen Liposuktion ca. 0,5 - 2,0 x 106 

kernhaltige Zellen pro Gramm nachweisen 28. Die SVF bildet eine heterogene 

Zellpopulation. Diesbezüglich konnten in verschiedenen Studien Endothelzellen (10 – 20 

%), Granulozyten (10 – 15 %), Monozyten (5 – 15 %), Lymphozyten (10 – 15 %), 

Perizyten (3 – 5 %), hämatopoetische Stamm- und Progenitorzellen (< 0,1 %) 29–32 und 

ein Anteil von ca. 1 – 10 % mesenchymaler Stammzellen 28 ermittelt werden. Kultiviert 

man die SVF unter Standardbedingungen erhält man plastikadhärente, mesenchymale 

Stammzellen aus dem Fettgewebe, die „Adipose Derived Stem Cells“ (ASC) 26.  
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ASCs sind multipotent und können durch Zugabe von linienspezifischen Faktoren u. a. 

chondrogen, osteogen, adipogen und myogen differenziert werden 24. Charakteristisch 

ähneln sie den MSCs aus dem Knochenmark als spindelförmige Zellen mit MSC 

spezifischen Oberflächenantigenen. Unterschiede zu den MSCs zeigen sie unter anderem 

in der dynamischen Expression von CD34 und CD105. ASC der unkultivierten SVF sind 

CD34+  und CD105low. Werden sie plastik-adhärent kultiviert, ändert sich das Bild der 

exprimierten Oberflächenantigene in CD34- und CD105+ (siehe Tabelle 2) 32–34.  

 
Tabelle 2: Unterschiede der Oberflächenantigene zwischen Knochenmark und Fettgewebe 34  
 
 SVF  BM-NC  ASC MSC 

CD34   +       ±     ±    - 

CD45   +      ++     -    - 

CD13   ±      ++    ++   ++ 

CD73   ±       ±    ++   ++ 

CD90   ±       ±    ++   ++ 

CD105   ±       ±    ++   ++ 

CD10       ++    ± 

CD36        +    - 

CD106        ±    + 

++ = >70%, + = >30 - 70%, ± = >2-30%, - = <2%. BM-NC – kernhaltige Knochenmarkzellen. 

 

Während der letzten Jahre hat sich der Forschungsbereich um ASCs umfangreich 

erweitert. Neben der Differenzierung in mesenchymale Gewebe wie Knorpel, Knochen, 

Muskel und Fettgewebe konnte die Möglichkeit zur Transdifferenzierung in ektodermale 

und endodermale Gewebe wie epitheliale, endotheliale, endokrine und neuronale Zellen 

gezeigt werden 34–37. Des Weiteren konnten antientzündliche und immunmodulatorische 

Effekte nachgewiesen werden (Abb. 1, https://creativecommons.org/licenses/by-

nc/3.0/deed.de) 35. Die Nutzung von ASCs für das TE von Fettgewebe bietet sich von 

Natur aus an. Aus diesem Grund wurde sich im Rahmen dieser Arbeit für die 

Verwendung von ASCs entschieden.  
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Abb. 1: Therapiepotenzial von ASCs 35 

 

1.4 Fett 

Phenotypisch ist das Fettgewebe ein mesenchymales Weichgewebe mesodermalen 

Ursprungs, das dem retikulären Bindegewebe angehört. Fettgewebe kann beim Menschen 

in zwei Subformen eingeteilt werden, braunes und weißes Fettgewebe. 

 

1.4.1 Weißes Fettgewebe 

Das weiße Fettgewebe nimmt ca. 10 - 25 Prozent des Gesamtgewichtes des gesunden, 

normalgewichtigen, adulten, menschlichen Körpers ein. Dabei scheint die Anzahl an 

weißen Adipozyten im adulten Menschen prädeterminiert und wird bis zum Ende der 

Pubertät komplettiert. Danach wird die absolute Anzahl der Adipozyten beim gesunden 

erwachsenen Menschen nicht mehr verändert, jedoch findet eine jährliche Regeneration 

von ca. 10 Prozent der Zellen statt 31, 32. Unabhängig von der Zellzahl kann das 

Körperfettvolumen enorm variieren. Dies wird durch eine Hypertrophie der Zellen 

bewältigt und kann auf die übermäßige Speicherung von Triglyceriden zurückgeführt 

werden. Ursachen exzessiver Triglyceridspeicherung sind vor allem das Überangebot von 

Kohlenhydraten oder Fettsäuren durch Überernährung. Bei dauerhaftem Überangebot 
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von überschüssiger Energie kommt es zu einer zusätzlichen hyperplastischen Zunahme 

der Fettgewebsmasse durch eine Zunahme der Zellzahl 33, 34. 

Das weiße Fettgewebe weist lokale Unterschiede geschlechtsspezifisch im Volumen aber 

auch geschlechtsunabhängige bezüglich der Triglyceridsynthese, Lipolyse und apokrinen 

Funktion auf 42. Viszerales Fettgewebe fungiert dabei stärker als endokrines und somit 

metabolisch aktiveres Gewebe als subkutanes Fettgewebe. Zudem wird es mit einem 

höheren Risiko in Verbindung gebracht, kardiovaskuläre Schäden und Insulinresistenzen 

zu beeinflussen 43. 

Das Fettgewebe wird durch unterschiedliche Zellarten wie Adipozyten, Präadipozyten, 

Stammzellen, Makrophagen, Mastzellen, Fibroblasten, Endothelzellen, Perizyten und 

glatte Muskelzellen aufgebaut und ist von einer bindegewebsartigen extrazellulären 

Matrix umgeben. Den größten Volumenanteil bilden reife Adipozyten mit > 90 Prozent,  

die durch metabolisch bedingte Hypertrophie und massive Einlagerung von 

intrazellulären Triglyceriden ein Gewicht von 0,7 - 0,8 µg/Zelle erreichen können 43.  

Das Fettgewebe spielt eine herausragende Rolle im Energiestoffwechsel, indem es 

überschüssige Energie in Form von Triglyceriden speichert und bei Bedarf wieder 

freigibt. Des Weiteren ist es ein höchst aktives endokrines und parakrines Organ. Es 

beeinflusst den Energiestoffwechsel, die Insulinsensitivität, die Appetitregulation, 

immunologische Reaktionen und vaskuläre Erkrankungen. Vom Fettgewebe 

ausgeschüttete Hormone und Faktoren sind beispielsweise Leptin, Adipsin, 

Angiotensinogen, Prostaglandine, Resistin, Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a), 

Interleukin-6, -8, -10, Monozyten-Chemoattraktor-Protein-1, Interferon-g-induzierende 

Protein 10, Granulozyten-Kolonie-stimulierender-Faktor, Interleukin-1-Rezeptor-

Antagonist, Alkalinephosphatase und Adiponectin 44–49. Beispielsweise wird von 

Makrophagen des Fettgewebes im Rahmen einer immunologischen Reaktion das 

proinflamatorische Zytokine TNF-a, das Einfluss auf die Insulinsensitivität und damit 

auf den Glukosestoffwechsel nimmt, ausgeschüttet 50. Weiteren Einfluss nimmt das 

Fettgewebe auf die Blutdruck- und Appetitregulierung 51, 52. Leptin, dass durch 

Adipozyten produziert wird, nimmt über Rezeptoren im Hypothalamus, der Leber und 

den Ovarien modulierenden Einfluss auf die Körperfettmasse, die Insulinfunktion, die 

Steroidproduktion und das hämatopoetische und immunologische System 53. Zusätzlich 

hat Fettgewebe mechanische Eigenschaften und bildet in Form vom Baufett Schutzhüllen 
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um empfindliche Organe wie zum Beispiel den Bulbus oculi 54 und einen isolierenden 

Temperaturschutzmantel. 

 

1.4.2 Braunes Fettgewebe 

Das braunfarbene Fettgewebe dient hauptsächlich der zitterfreien Wärmeproduktion 

während des Säuglingsalters. Es wandelt über das Uncoupling-Protein-1 (UCP-1) durch 

Oxidation von Fettsäuren chemisch gespeicherte Energie in Wärme um 54. Der Großteil 

wird im Laufe der Zeit durch weißes Fettgewebe ersetzt. In der supraklavikulären und 

spinalen Region lassen sich auch noch bei gesunden Erwachsenen Depots brauner 

Fettzellen nachweisen 55–57. Das braune Fettgewebe ist histologisch durch eine hohe 

Dichte an Mitochondrien und viele kleine Lipidtropfen charakterisiert. Im Gegensatz zur 

Maus trägt es beim adulten Menschen jedoch keine genetischen Charakteristika des 

klassischen braunen Fettgewebes, sondern ähnelt vielmehr einer dritten Fettzellart, dem 

beigefarbenen Adipozyten. Das beigefarbene Fettgewebe stellt eine Zwischenform 

zwischen braunem und weißem Fettgewebe dar. Es trägt Charakteristika von beiden 

Fettgewebstypen und kann in Abwesenheit von thermischen Stimuli der 

Energiespeicherung dienen. Wird es jedoch durch Kälte angeregt, produziert es  

Wärme 34, 47. 

 

1.4.3 Adipogenese 

Die Adipogenese beschreibt die Differenzierung einer mesenchymalen Stammzelle in 

eine reife Fettzelle (Adipozyt) und ist mit morphologischen und genetischen 

Veränderungen der Zelle assoziiert 26. Sie wird in zwei Phasen unterteilt: die 

Determinierung und die endgültige Differenzierung. Während der Determinierung 

entscheiden sich die pluripotenten Stammzellen für die adipogene Zelllinie und 

entwickeln sich zu Vorläuferzellen, den Präadipozyten. Dabei verlieren sie ihre 

Pluripotenz, behalten jedoch ihr fibrozytenartiges Aussehen bei. Im Rahmen der 

Determinierung kommt es außerdem zu einem Proliferationsstopp und anschließend zur 

mitotischen Zellteilung der Präadipozyten 59.  

In der darauffolgenden Differenzierung entwickeln sich die Vorläuferzellen zu reifen 

differenzierten Zellen, den Adipozyten, indem sie die zellspezifischen Charakteristika 

annehmen. Dabei geht die Zelle in einen erneuten Zellzyklusarrest und es kommt zur 
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Aktivierung von adipogenen Genen 59. Eine Reihe von Transkriptionsfaktoren, unter 

denen der Peroxisome Proliferator-Activated Rezeptor Gamma (PPARg) und die 

CCAAT/Enhancer-Binding Proteine (C/EBPs) wahrscheinlich die entscheidenden sind, 

sind dabei involviert. Weitere positive Stimulatoren wie der Insulin-like-Growth-Faktor-

1, die Single Transduktoren und Transkriptionsaktivatoren (STATs), der Makrophagen-

Kolonie-stimulierende-Faktor, das Sterol-Regulatory-Element-Binding-Protein-1 

(SREBP1), Fettsäuren, Prostaglandine und Glucocorticoide sowie die Wingless und INT-

1-Proteine (Wnts), Zellzyklusproteine, Krüppel-like-Faktoren (KLFs), CLOCK-Gen-

Proteine, verschiedene Interferon regulierende Faktoren, die GATA bindenden Proteine-

2 und -3 und der B-Zell-Faktor 1 59. Zusätzlich beeinflussen extrazelluläre Faktoren 60 

sowie Alter, Geschlecht und Lebensstil 40, 55 die Adipogenese in unterschiedlichem  

Maße 62.  

Zur Gewinnung von ASCs bieten sich verschiedene Möglichkeiten an, diese aus dem 

Fettgewebe zu extrahieren ohne zusätzliche Risiken für den Spender. 

 

1.5 Liposuktion 

Die Liposuktion ist eine minimalinvasive Methode Fett aus dem Unterhautfettgewebe 

durch einen extern aufgebauten Sog über stumpfe Kanülen abzusaugen. Laut der 

American Society for Aesthetic Plastic Surgery war sie 2016 die häufigste durchgeführte 

ästhetische Operation in den USA 63. Die Liposuktionstechnik im heutigen Sinne wurde 

erstmals durch die amerikanischen Chirurgen Fischer und Fischer aus Paris 1976 

beschrieben 64. Seither wurde das Grundprinzip der Technik beibehalten, jedoch erfolgten 

im Laufe der Jahre Weiterentwicklungen der Methodik und Technik um die Effizienz zu 

steigern und das Operationsrisiko bzw. die Komplikationen zu senken. Technische 

Fortschritte wie der Ultraschall (ultrasound assisted liposuction), Laser (laser assisted 

liposuction), Hochfrequenz-Impulse (radiofrequency assisted liposuction), 

Wasserstrahlen (water assisted liposuction) und die Oszillation (power assisted 

liposuction) kamen in den letzten Jahren unterstützend zur traditionellen Technik  

hinzu 65. 
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1.6 Resektion von Fettgewebe 

Eine weitere Möglichkeit ASCs zu gewinnen, stellt die Resektion und Digestion von 

subkutanem Fettgewebe dar. Dies kann beispielsweise aus dem Resektat eines 

ästhetischen Eingriffes, wie zum Beispiel einer Abdominoplastik, gewonnen werden.  

 

Bezüglich der Effizienz beider Verfahren bringt die Literatur unterschiedliche Tendenzen 

hervor. Einige Forschungsgruppen fanden keinen Unterschied in der Menge an 

funktionsfähigen Zellen der SVF weder bezüglich der Gewinnungsmethode (Resektion 

und Liposuktion) noch dem anatomischen Gewinnungsareal 28, 66. Andere Arbeitsgruppen 

wiederum zeigten, dass aus reseziertem Fettgewebe weniger funktionstüchtige 

Progenitorzellen als im Rahmen einer Liposuktion gewonnen werden können 67. Ähnlich 

divergierend sind die Ergebnisse zur gewonnen Zellzahl. Jurgens et al. zeigte, dass die 

Menge an gewonnen ASCs aus dem subkutanen Fettgewebe des Abdomens größer ist als 

aus der Hüfte und Oberschenkel 68. Gegenteilig dazu konnten Tsekouras et al. zeigen, 

dass der Anteil an Zellen der SVF und ASCs nach Liposuktion im Bereich des äußeren 

Oberschenkel höher war 69.  

 

Auf Grund der herausragenden Eignung von ASCs als Quelle mesenchymaler 

Stammzellen, nicht nur für das Tissue Engineering, ist der Bedarf tendenziell steigend. 

Da jedoch multiple Faktoren die Güte der Gewinnung beeinflussen und in der Literatur 

die Art und Lokalisation der Gewinnung von ASCs stark variieren, erscheint es sinnvoll, 

die am naheliegendsten Techniken, die Liposuktion und mechanische Gewinnung, auf ihr 

Effizienz und Funktionalität der ASCs zu untersuchen. Es soll dabei in dieser Arbeit die 

klassische maschinelle Liposuktion mittels Unterdruck (Suction assisted Liposuction) 

sowie die Liposuktion mittels Spritze betrachtet werden. 
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1.7 Scaffolds 

Als Scaffolds werden temporäre, die Struktur vorgebende Matrizes für Zellen und 

Gewebe bezeichnet 70. Sie sollten resorbierbar, jedoch temporär volumenstabil sein. Des 

Weiteren sollten sie porös sein, um morphologische Veränderungen von Zellen und die 

Ausbildung vom ECM zu erlauben. Außerdem sollten sie die Diffusion von Nähr- und 

Abfallprodukten sowie die Einbindung und Präsentation von bioaktiven Stoffen 

ermöglichen, Zelladhäsion und –migration fördern und die mechanische Flexibilität oder 

Rigidität des zu imitierenden Gewebe ermöglichen 71. Des Weiteren sollten sie einfach 

reproduzierbar, dem gewünschten Gewebe entsprechend, im 3D-Format herstellbar sein 
66, 67. Um eine geeignete Umgebung für Vorläuferzellen zu schaffen und die Ausbildung 

von reifem Fettgewebe zu fördern, wäre es günstig, wenn die Trägermatrix neben den 

oben genannten Eigenschaften Zytokine, Wachstumsfaktoren oder bioaktive Moleküle 

bereitstellen könnte 74. 

Bisher zeigten poröse Trägermatrizes wie resorbierbare Polymere aus Polylactat (PLA) 
75, Polyglycolsäure (PGA) oder Mischverbindungen dieser, Poly(lactid-co-glycol)-säure 

(PLA/PGA/PLGA) 76, sowie Kollagene 75, 77, Seide 75 oder Hyaluronsäureester 78 aber 

auch Hydrogele basierend auf Polyethylenglycol (PEG) 79, Fibrin 80 und Hyaluronsäure 

(HA) 81 sowie dezellularisierte Fettgewebsmatrizes (DAT) 82, 83, 84, eine gute Eignung für 

das Tissue Engineering. 

 

1.8 Hyaluron-basierte Scaffolds für das Tissue Engineering von Fettgewebe 

Die Literatur bietet bereits ein vielfältiges Bild an klinischen Bereichen in denen 

Hydrogele auf Hyaluronsäurebasis eingesetzt werden und zukünftig eingesetzt werden 

könnten. Dazu zählen auffüllende Materialien in der ästhetischen 41, 42, orofazialen 87 und 

rekonstruktiven Chirurgie 88, Wundauflagen in der Verbrennungsmedizin und bei 

chronischen sowie komplizierten Wunden 89, 90, im Rahmen der Rekonstruktion und 

Regeneration von Knorpel- und Knochendefekten 91–93, Nervenzellen 94, Weichgewebe 
95, glatter Muskelzellen 96 und der Kornea 97 aber auch als Trägersubstanzen für bioaktive 

Moleküle und Zellen 98.  
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Hyaluronsäure (HA) oder auch Hyaluronan ist ein lineares Glycosaminoglycan, dessen 

Grundgerüst ein langkettiges Polysaccharid aus zwei Glukosederivaten, β-1,4-D-

Glucuronsäure und β-1,3-N-Acetyl-D-Glucosamin bildet. Sie ist ein essenzieller 

Bestandteil der Extrazellulärmatrix des Bindegewebes aber auch weiterer Strukturen wie 

der Haut, dem Bulbus oculi, dem Knorpel, der Herzklappen oder der Nabelschnur. 

HA bindet an verschiedene zelluläre Oberflächenproteine und beeinflusst darüber 

verschiedenste physiologische Funktionen wie die Organentwicklung, Zellproliferation, 

Zellalterung, Zellmigration, Entzündungsreaktionen, das Immunsystem, Apoptose und 

Tumorgenese 99–101. Des Weiteren wird angenommen, dass HA Einfluss auf die 

Insulinsensitivität von Adipozyten und Muskelzellen bei Diät-assoziiertem Diabetes 

mellitus nimmt 101.  

Für das Tissue Engineering von Fettgewebe könnte HA eine ausgesprochen gute 

Grundlage darstellen. In der Vergangenheit wurde bereits gezeigt, dass während der 

Adipogenese zum einen die HA-Synthese gesteigert wird und zum anderen das 

Vorhandensein von HA in der ECM für die Adipogenese von großer Bedeutung ist 102. 

Eine Arbeitsgruppe aus Taiwan zeigte, dass es durch Zugabe von HA zum Kulturmedium 

zu einer verlängerten Lebenszeit, verringerten Alterung und gesteigerten adipogenen 

Differenzierung von ASCs kommt 81. Des Weiteren führt die Anwesenheit von HA bei 

Endothelzellen und Makrophagen zur Expression des Chemokine und Chemotaxis-

Reizes  CXCL1 103, 104. Daraus schlussfolgernd besteht die Annahme, dass durch das von 

Präadipozyten ausgeschüttete Chemokine CXCL1 ebenfalls ein Chemotaxis-Reiz an 

ASCs gesandt wird 105–107.  

Auf Grund seiner vorteilhaften Charakteristika wie Wasser einzubinden, welches mit 

einer Quellneigung einhergeht, der Resorbierbarkeit, der einfachen Herstellbarkeit, der 

Möglichkeit der minimal invasiven klinischen Anwendung und die der 

Extrazellularmatrix ähnlichen strukturellen Eigenschaften, eignet sich HA besonders für 

die Verwendung als Hydrogel im TE. Die oben genannten Eigenschaften sowie die 

Stabilität der HA können dabei durch Crosslinker, funktionelle Gruppen und deren Dichte 

beeinflusst 98, 107 und damit die klinische Anwendungsbreite erheblich erweitert werden. 

Des Weiteren konnte bereits gezeigt werden, dass die Proliferation und adipogene 

Differenzierung von ASCs positiv in HA-Scaffolds beeinflusst wird 108. 
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1.9 Bioaktive Scaffolds 

Als Crosslinker wurde in dieser Arbeit Polyglycidol-Acrylat (PG) verwendet. Dies ist ein 

synthetisches Polymer und strukturell dem bereits vielfältig verwendetem 

Polyethylenglycol (PEG) ähnlich. In der Vergangenheit konnte PEG ebenfalls mit HA 

gekoppelt werden und wurde als ein viskoelastisches, dreidimensionales, kovalent 

verlinktes Polymer mit einem über 90 prozentigen Wasseranteil beschrieben109. Diese 

Charakteristika simulieren eine architektonische Umgebung, die dem Weichgewebe stark 

ähnelt und eine Diffusion von Nährstoffen und Abfallprodukten zulässt 110. Ein Nachteil 

von PEG-Hydrogelen ist, dass es keine Möglichkeit zur Adhäsion für Zellen bietet 111. 

Aus diesem Grund begann man die Hydrogele mit bioaktiven Gruppen und 

Wachstumsfaktoren zu funktionalisieren. In der Vergangenheit wurden die günstigen 

Auswirkungen eingebundener funktioneller Gruppen in PEG-Hydrogelen auf die 

Proliferation, Funktionalität und Differenzierung von Zellen vielfach untersucht. 

Beispielsweise erhöhte die Einbindung der Peptidsequenz IKVAV (Ile-Lys-Val-Ala-Val) 

in PEG-Hydrogele das Überleben, verringerte die Apoptose und erhöhte die 

Funktionalität von Insulin-produzierenden ß-Zellen. Dies konnte durch die Kombination 

der Peptidsequenzen YIGSR (Tyr-Ile-Gly-Ser-Arg) und IKVAV sogar noch gesteigert 

werden 112. IKVAV, YIGSR wie auch RGD (Arg-Gly-Asp) sind Peptidsequenzen aus 

Zelladhäsionsproteinen der Extrazellularmatrix. RGD ist in multiplen Proteinen wie den 

Matrixproteinen Fibronectin und Laminin (a1-Kette) enthalten 113. IKVAV (a1-Kette) 

und YIGSR (ß1-Kette) entstammen dem Laminin 114. Bereits 1987 konnte eine 

Arbeitsgruppe aus Bethesda zeigen, dass YIGSR einen positiven Einfluss auf die 

Migration und Adhäsion von Zellen hat 115. Später zeigten Patel et al., dass Präadipozyten 

eher an mit YIGSR modifizierten PEG-Oberflächen haften als an unmodifizierten PEG-

Oberflächen 109. Auch bieten RDG funktionalisierte PEG-Hydrogeloberflächen Zellen 

eher eine Umgebung zum Adhärieren und Ausbreiten 110. Dies könnte über den Integrin-

Signalweg zur einer Reduktion der Apoptose und einer Steigerung der Funktionalität zum 

Beispiel von humanen mesenchymalen Stammzellen führen 116.  

Bioaktive Funktionalisierungen sind jedoch bei PEG nur limitiert möglich, da sowohl bei 

linearem als auch bei verzweigtem PEG nur Bindungsstellen für funktionelle Gruppen an 

den distalen Enden der Polymerketten vorhanden sind. Im Gegensatz zu PEG hat PG eine 
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zusätzliche Hydroxylgruppe an jeder sich wiederholenden Einheit. Diese ermöglichen die 

Bindung von multiplen funktionellen Gruppen 117 und die daraus resultierende 

Möglichkeit der Schaffung einer biofunktionalen Architektur 118. Wie auch PEG ist auch 

PG hydrophil, biokompatibel und chemisch leicht modifizierbar. In verschiedenen 

Arbeiten wurden Hydrogele aus PG bereits genutzt um die Zelladhäsion und -einbindung 

zu fördern oder als Zellträger zu dienen 92,119,120. Dies wurde bisher vor allem im Rahmen 

des Tissue Engineering von Knorpel genutzt. Auch das TE von Fettgewebe könnte von 

einer bioaktiven Modifikation des Scaffolds profitieren. Auf Grund der günstigen 

Charakteristika von Hyaluronsäure für die Nutzung als Hydrogelbasis scheinen 

biofunktionalisierte, mit Polyglycidol-verlinkte, Hyaluronsäure-basierte Hydrogele 

dementsprechend eine vielversprechende Alternative für das Tissue Engineering von 

Fettgewebe.  
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2. Zielsetzung 

Das Tissue Engineering von Fettgewebe könnte einen wichtigen Beitrag zur Behandlung 

von Weichgewebsdefekten leisten. Besonders mit humanen mesenchymalen 

Stammzellen besiedelte Scaffolds bieten dafür eine vielversprechende Grundlage. 

Ziel dieser Arbeit war es, in zwei Teilbereichen, zum einen die Effizienz verschiedener 

Gewinnungsmethoden von mesenchymalen Stammzellen aus dem Fettgewebe zu 

untersuchen und zum anderen ein neuartiges Hyaluronsäure-basiertes Hydrogel auf die 

Eignung als Zellträgermatrix für ASCs im Rahmen des Tissue Engineering von 

Fettgewebe zu erproben. 

 

Dabei sollten im ersten Teilbereich zwei verschiedene Liposuktionsmethoden sowie eine 

mechanische Gewinnungsmethode von ASCs aus dem subkutanen Fettgewebe des 

Abdomens untersucht werden. Es wurde dafür die Effizienz der Gewinnungsmethode 

sowie die Funktionalität der ASCs in der 2-D-Kultur verglichen. 

 

Im zweiten Teilbereich sollten thiolmodifizierte HA-basierte Hydrogele unter 

Verwendung des synthetischen Polymers Polyglycidol-Acrylat als Crosslinker auf ihre 

Eignung als Scaffolds für das Tissue Engineering von Fettgewebe untersucht werden. Der 

Vorteil des PG-Crosslinkers ist die Möglichkeit multiple funktionelle Gruppen zu binden 

um die extrazelluläre Umgebung durch Adhäsionsmoleküle und exogene Stimuli zu 

verbessern. Für diese Arbeit sollten dazu HA-basierte PG-Hydrogele erstellt und diese 

mit ASCs besiedelt werden. Es sollte die Eignung der HA-PG-Hydrogele als 

Trägermatrix unter Erhalt der Funktionalität sowie der adipogenen Differenzierung der 

inkorporierten ASCs gezeigt werden. Zusätzlich wurden die HA-PG-Hydrogele mit den 

Peptidsequenzen IKVAV, YIGSR und RGD biofunktionalisiert, mit dem Hintergrund die 

Zelladhäsion sowie die adipogene Differenzierung positiv zu beeinflussen. Die mögliche 

Beeinflussung der ASCs durch die biofunktionalisierte Umgebung der modifizierten HA-

PG-Hydrogele sollte ebenfalls untersucht werden. 
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3. Material und Methoden 

3.1 Material 

Präzisionswaage PA413C Ohaus, Zürich, Schweiz 

Einweg-Absaugbehälter Medela Medizintechnik,  

 Dietersheim, Deutschland 

Chirurgischer Sauger ATMOS Rekord 55 ATMOS Medizin Technik,  

 Lenzkrich, Deutschland 

CO2 Inkubator NU-5510E NuAireTM, Plymouth, Minnesota,  

 USA 

Digitalkamera DP71 Olympus, Hamburg, Deutschland 

Digitalkamera XC30 Olympus, Hamburg, Deutschland 

Fluoreszenzspektrometer Tecan GENios pro Tecan, Crailsheim, Deutschland 

Gefrierschrank Liebherr, Biberach, Deutschland 

Kryotom Cryostat CM 3050 S Leica, Wetzlar, Deutschland 

Kühlschrank Liebheer FSK 5000 Liebherr, Biberach, Deutschland 

Mastercycler® Gradient Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Mehrkanalpipette Eppendorf Research Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

30-300 µl  

Mikroskop BX51 Olympus, Hamburg, Deutschland 

Mikroskop invertiert IX51 Olympus, Hamburg, Deutschland 

Mikrozentrifuge Sigma 1-14 Sigma Zentrifugen, Newton,  

 Shropshire, UK 

Nanodrop 2000c Spektrofotometer Thermo Scientific,  

 Waltham, Massachusetts, USA 
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pH-Meter HI2210 Hanna Instrumente, Kehl am  

 Rhein, Deutschland 

Pipetten Eppendorf Research Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

10-100 µl und 100-1000 µl 

Pipettierhelfer accu-jet® pro Brand GmbH & Co. KG,  

 Wertheim, Deutschland 

Plattformschüttler Heidolph, Schwabach, 

 Deutschland 

Real-Time PCR Detektionssystem CFX96TM Bio-Rad, München, Deutschland 

Sicherheitswerkbank Herasafe Heraeus, Hanau, Deutschland 

Thermomixer Ditabis, Pforzheim, Deutschland 

TissueLyser Qaigen, Hilden, Deutschland 

Ultraschall Homogenisator Bandelin electronics GmbH & Co.  

 KG, Berlin, Deutschland 

Wasserbad Memmert, Schwabach, 

 Deutschland 

Zentrifuge Rotina 420 R Hettich, Tuttingen, Deutschland 

 

3.1.2 Verbrauchsmaterialen 

Cryovials 2ml Simport, Beloeil, Quebec, Kanada 

Deckglas Marienfeld GmbH & Co. KG, 

 Lauda-Königshofen, Deutschland 

Durchflusszytometrie Reagenzröhrchen  Hartenstein Laborbedarf 

aus Polypropylen 75 ml x 12mm   

Falcon™ Zellsieb 100 µm BD Biosciences, Franklin Lakes, 

 USA 
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Gewebekulturplatten 6 Well, 12 Well Greiner Bio-One AG,  

 Kremsmünster, Österreich 

Gewebekulturplatte 96 Well TPP AG, Trasadingen, Schweiz 

Gewebekulturplatte 24 Well Thermo Scientific,  

 Waltham, Massachusetts, USA 

Glas-Pasteurpipetten Brand GmbH & Co. KG,  

 Wertheim, Deutschland 

Insulinspritzen B. Braun, Melsungen AG,  

 Melsungen, Deutschland 

Kanülen BD Biosciences, Franklin Lakes, 

 USA 

Liposuktionskanülen  Medicon eG, Tuttlingen,  

(Durchmesser 0,6 cm, 30 cm Länge) Deutschland  

Omnifix® Spritze 60ml B. Braun Melsungen AG,  

 Melsungen 

Mikrotomklingen Feather Safety Razor Co., Osaka,  

 Japan 

Nalgene™ Flaschenaufsatzfilter Thermo Scientific, Waltham,  

 Massachusetts, USA 

Objektträger Super Frost® R. Langenbrink, Emmendingen,  

 Deutschland 

PCR-Streifen mit 8 Gefäßen Biozym Scientific, Hessisch 

 Oldenburg, Deutschland 

Pipettenspitzen mit Filter 10 µl, 20 µl, 100µl Sarstedt AG & Co., Nümbrecht,  

200 µl, 1000 µl Deutschland 

Pipettenspitzen 20 µl, 1000 µl Sarstedt AG & Co., Nümbrecht,  

 Deutschland 
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Pipettenspitzen 200 µl, 300 µl, 1000 µl Starlab GmbH, Hamburg,  

 Deutschland 

Polypropylen Röhrchen 15 ml, 50 ml Greiner Bio-One AG,  

 Kremsmünster, Österreich 

Probenbehälter aus Polyethylen 2,5 ml Hartenstein Laborbedarf,  

 Würzburg, Deutschland 

Puderfreie Nitril Untersuchungshandschuhe Medline Industries Inc.,  

 Mundelein, IL, USA 

Reagenzreservoir VWR International, Radnor,  

 Pennsylvania, USA 

SafeSeal Reagiergefäß 1,5 ml, 2,0 ml Sarstedt AG & Co., Nümbrecht,  

 Deutschland 

Serologische Pipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml Greiner Bio-One AG,  

 Kremsmünster, Österreich 

Spritzen 10 ml, 20 ml BD Biosciences, Franklin Lakes, 

 USA 

Spritzenfilter 0,2 µl Sartorius AG, Göttingen,  

 Deutschland 

Verschlussfolie Parafilm® VWR International, Radnor,  

 Pennsylvania, USA 

Zellkulturflaschen T75, T175 Greiner Bio-One AG, 

 Kremsmünster, Österreich 

 

3.1.3 Chemikalien 

Alle nicht aufgelisteten Chemikalien und Lösungen sind ausschließlich von den Firmen 

AppliChem (Darmstadt, Deutschland), Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland), 

Merck Millipore (Darmstadt, Deutschland) und Sigma-Aldrich (München, Deutschland). 

Neben diesen wurden die folgenden benutzt: 
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Aqua ad injectabilia B. Braun, Melsungen AG,  

 Melsungen, Deutschland 

Dimethyl Sulfoxide (DMSO) Sigma-Aldrich, St. Louis,  

 Missouri, USA 

DMEM/F12 (+L-Glutamin) Gibco® Life Technologies,  

 Carlsbad, Kalifornien, USA 

Fetale Bovine Serum Gibco® Life Technologies,  

 Carlsbad, Kalifornien, USA 

Glycerol-Standard Sigma-Aldrich, St. Louis,  

 Missouri, USA 

Glycosil® ESI-BIO, Alameda, Kalifornien,  

(Hyaluronsäure, thiolysiert) USA 

Kollagenase NB4 Serva, Heidelberg, Deutschland 

(des Clostridium histolyticum)  

Mayer`s Hämatoxylin Sigma-Aldrich, St. Louis,  

 Missouri, USA 

Papain Worthington, Lakewood,  

 New Jersey, USA 

Penicillin-Streptomycin Gibco® Life Technologies,  

 Carlsbad, Kalifornien, USA 

Phosphat gepufferte Salzlösung Tabletten Thermo Scientific, Waltham, 

(Dulbecco A) Massachusetts, USA 

Polyglycidol-Acrylat Arbeitsgruppe Groll am Lehrstuhl 

 Für Funktionswerkstoffe der 

 Medizin und der Zahnheilkunde der  

 Universität Würzburg 

Präadipozyten Basalmedium (PGM-2TM) Lonza, Basel, Schweiz 
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Terralin® Flüssigdesinfektion Schülke & Mayr, Norderstedt,  

 Deutschland 

Thesit® Gel Gepepharm GmbH, Hennef,  

 Deutschland 

Tissue-Tek® Sakura Finetek Europe B.V.,  

 Alphen aan den Rijn, Niederlande 

Trypsin-EDTA 0,25% (1x) Gibco® Life Technologies,  

 Carlsbad, Kalifornien, USA 

TRIzol® Reagent  Life Technologies, Carlsbad, 

 Kalifornien, USA 

 
 
3.1.4 Puffer und Lösungen  

Erythrolyse-Puffer 500 ml ddH2O 

 4,14 g NH4CL (18,6 mM) 

 0,69 g Na2CO3 (9,4 mM) 

 0,15 g EDTA (3,4 mM) 

 

Hoechst 33258 Standardlösung 0,1 mg/ml in ddH2O 

 Arbeitslösung 0,1 µl/ml in 1x TEN Puffer  

 

Kollagenase Puffer (pH 7,4) 100 mM HEPES 

 120 mM NaCl 

 50 mM KCl  

 1 mM CaCl2 

 5 mM Glukose 

 frisch dazu:  

 0,1 % Kollagenase NB4 

 0,1 % BSA 
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Oil Red O Färbelösung 0,5 g Oil Red O   

 100 ml Isopropyl-Alkohol 

 66,6 ml ddH2O 

 

Papainase-Puffer 10 ml PBE-Puffer  

 30 U Papain Stocklösung 

 8,5 mg L-Cystein 

 

PBE-Puffer (pH 6,5) Phosphat gepufferte Salzlösung,  

 1 % Bovine Serum Albumin, 

 2 mM EDTA 

 

1x Phosphat gepufferte Salzlösung (PBS) 1 PBS (Dulbecco A) Tablette in  

 100 ml ddH2O 

 

Phosphat Saline Puffer (pH 7,4) 50 mM Phosphat Puffer 

 2 mM Na2 EDTA 2 x H2O 

 2 M NaCl 

 

1x TEN Puffer (pH 7,4) 10 mM Tris 

 0,1 M NaCl  

 1 mM EDTA 

 

1x und 2x Thesit-Lösung (0,5 % bzw. 1 %) 99,5 % H2O 

 0,5 % bzw. 1 % Thesit-Gel 

 

3.1.5 Zellkulturmedien 

Wachstumsmedium Präadipozyten Basalmedium  

 (PGM-2TM) 

 1 % Penicillin/Streptomycin  

 10 % Fetal Bovin Serum 
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Einfriermedium DMEM/F12 

 10 % Fetal Bovin Serum 

 1 % Penicillin/Streptomycin 

 5 % DMSO 

 

Induktionsmedium Präadipozyten Basalmedium  

 (PGM-2TM) 

 1 % Penicillin/Streptomycin 

 10 % Fetal Bovine Serum 

 1 µl/ml Insulin 

 1 µl/ml Dexamethason 

 4 µl/ml Indometacin 

 20 µl/ml IBMX 

 

Basalmedium DMEM/F12 (+L-Glutamin) 1 %  

 1 % Penicillin/Streptomycin 

 10 % Fetale Bovine Serum  
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3.1.6 Induktoren zur adipogenen Differenzierung 

Dexamethason-Stock Sigma-Aldrich, St. Louis,  

 Missouri, USA 

 3,925 mg/ml in EtOH lösen  

 (10 mM) 

 

Humaninsulin-Stock PromoCell, Heidelberg,  

 Deutschland 

 10 mg/ml in 30 mM HCL  

 (1,7 mM) 

 

3-Isobutyl-1-methylxanthine (IBMX)- Stock Serva, Heidelberg, Deutschland 

 5,55 mg/ml in ddH2O (25 mM) +  

 eine Spatelspitze Na2CO3 

 

Indometacin-Stock Sigma-Aldrich, St. Louis,  

 Missouri, USA 

 17,89 mg/ml in EtOH lösen  

 (50 mM) 

 

3.1.7 Kits und Multikomponenten-Systeme 

ImProm-IITM Reverse Transcription System  Promega, Madison, Wisconsin,  

 USA 

 

Live/Dead Zell Färbekit PromoKine, Heidelberg,  

 Deutschland 

 

MESA GREEN qPCRTM MasterMix Plus Eurogentec, Seraing, Belgien 

für SYBR® 
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Serum Triglyceride Bestimmungskit Sigma-Aldrich, Steinheim,  

 Deutschland 

TissuCol® Kit 1.0 Immuno  Baxter, Unterschleissheim,  

  Deutschland 

 

3.1.8 Peptide und Oligonukleotide 

CGIKVAVAG(CG-8)  GeneCust, Dudelange, 

  Luxembourg 

 

CGYIGSRG(CG-8)  GeneCust, Dudelange, 

 Luxembourg 

 

CGRGDSG(CG-7)  GeneCust, Dudelange, 

 Luxembourg 

 

 
Tab. 3: Oligonukleotide (Real time qRT-PCR) 

 
Primer Hersteller  Katalognummer 

PPARg QuantiTectâ Primer Assay, Qiagen, Hilden, 
Deutschland 
 

 QT00029841 

C/EPBa QuantiTectâ Primer Assay, Qiagen, Hilden, 
Deutschland 
 

 QT01667694 
 

aP2 QuantiTectâ Primer Assay, Qiagen, Hilden, 
Deutschland 
 
 

 QT00203357 

Housekeeper 
EF1a 

Forward: 5´-ccccgacacacatttg-3´ 
Reverse: 5´-tgactttccatgaacc-3´ 
 

 Biomers GmbH, Ulm 
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3.2 Methoden 

3.2.1 Gewinnung von Fettgewebe für die Isolation von ASCs 

Um Fettgewebe für die Isolation von ASCs zu gewinnen, stehen verschiedene 

Gewinnungsmethoden zur Verfügung. Es wurden drei verschieden 

Gewinnungsmethoden auf ihre Effizienz im Sinne des Zellzahlertrages und der Viabilität 

der gewonnenen ASCs untersucht.  

Als Ausgangsgewebe diente humanes, abdominelles, subkutanes Fettgewebe nach 

elektiver Abdominoplastik von vier weiblichen Spendern. Subkutane Fettgewebe wurde 

zu gleichen Teilen geteilt, sodass für jede Gewinnungsmethode die gleiche Grundmenge 

an Fettgewebe zur Verfügung stand. Für die Nutzung von Fettgeweben von humanen 

Spendern zur Isolation von ASCs bestand ein Ethikvotum 141/14. 

Folgend werden die drei Gewinnungsmethoden beschrieben. Zwei dieser Methoden 

gehören übergeordnet zur Liposuktion. Alle Methoden wurden unter sterilen 

Bedingungen und durch dieselbe Person intraoperativ durchgeführt. 

 

Liposuktion  

Maschinelle Liposuktion (ML) 

Mit 0,6 bar kontinuierlichen Unterdrucks wurde der Fettgewebslappen mit dem 

chirurgischen Sauger ATMOS Record 55 und einer stumpfen Liposuktionskanüle von 

Medicon mit einer Länge von 30 cm und einem Durchmesser von 0,6 cm gleichmäßig 

und standardisiert abgesaugt. Das abgesaugte Material wurde durch das 

Liposuktionsgerät in einem sterilen Auffangbehälter gesammelt und im nächsten Schritt 

der SVF-Isolation zugeführt. 
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Abb.2: A: Stumpfe Liposuktionskanüle; B: Chirurgischer Sauger ATMOS Record 55; C: 
Abgesaugtes Fett  

 

Liposuktion mit einer Liposuktionsspritze (SL) 

Der dafür separierte Fettgewebslappen wurde mit einer Omnifix® Spritze (60 ml) von B. 

Braun und einer stumpfen Liposuktionskanüle der Länge 30 cm und von 0,6 cm 

Durchmesser standardisiert abgesaugt. Das abgesaugte Material wurde steril gesammelt, 

in 50 ml Probenröhrchen überführt und der SVF-Isolation zugeführt. 

 

 

Abb. 3: Omnifix® Spritze (60 ml) von B. Braun und stumpfe Liposuktionskanüle 

 

Gewinnung von Fettgewebe mittels mechanischer Zerkleinerung 

Das subkutane Fettgewebe wurde unter sterilen Bedingungen im OP-Saal von der Haut 

grob mit einer Schere abgetrennt, zerkleinert und in 50 ml Polypropylen Röhrchen 

überführt. Es wurde dann im Labor in der Sicherheitswerkbank weiter zerkleinert und in 

Probenröhrchen zur SVF Isolation überführt. 

 

A A 

B A C 
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Abb. 4: Reseziertes subkutanes Fettgewebe 

 

3.2.2 SVF-Isolation 

Das sterile Fettgewebe wurde zu je 25 ml in 50 ml Polypropylen-Röhrchen aliquotiert. 

Die Probenröhrchen wurden mit Kollagenase-Puffer auf 50 ml aufgefüllt. Für den Verdau 

wurden Röhrchen für zwei Stunden auf den Plattformschüttler mit 100 rpm im CO2 

Inkubator bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Dabei wurden sie in 15 Minutenabständen 

geschüttelt, sodass sich das Fett mit dem Kollagenase-Puffer gleichmäßig vermischte. 

Anschließend wurden die groben Fettanteile bei 311 x g für zehn Minuten abzentrifugiert 

und verworfen. Die Polypropylen-Röhrchen wurden anschließend erneut auf 50 ml mit 

sterilem PBS aufgefüllt und bei 311 x g für zehn Minuten zentrifugiert. Das restliche 

oberflächliche Fett und der Überstand wurde abgesaugt und das Zellpellet in PBS 

resuspendiert. Die Suspension wurde danach durch ein 100 µm Nylon Cell Strainer 

gegeben, um gröbere Bestandteile heraus zu filtern. Das Filtrat wurde anschließend bei 

700 x g für zehn Minuten pelletiert. Die Zellpellets der SVF wurden danach in 

Basalmedium aufgenommen, 10 Min. in Erythrolyse-Puffer inkubiert und erneut 

zentrifugiert. Anschließend wurde die Zellzahl mittels Neubauer-Zählkammer unter dem 

inversen Mikroskop bestimmt. Danach konnte die SVF-Zellsuspension entweder einem 

Versuch zugeführt werden oder bis zum Gebrauch im Stickstofftank aufbewahrt werden.  

Für die permanente Aufbewahrung in flüssigem Stickstoff wurden die Zellen in 

Einfriermedium zu 1 Million Zellen aufgenommen und in 2 ml Cryovials eingefroren.  
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3.2.3 2D Zellkultur  

Die kryokonservierte SVF wurde zum Auftauen zügig im Wasserbad bei 37 °C 

aufgewärmt und in das bereits vorgewärmte Kulturmedium in 175 ml Kulturflaschen 

gegeben. Dabei wurden 5000 Zellen pro cm2 ausgesät. Durch die Eigenschaft der 

Plastikadhärenz der ASCs separierten sich diese von den übrigen zellulären Bestandteilen 

der SVF. Das Basalmedium wurde jeden zweiten Tag gewechselt. Die Zellen wurden bei 

37 °C und 5 % CO2 im Inkubator kultiviert, bis zur Konfluenz in den Flaschen 

herangezogen und anschließend passagiert. 

Für das Passagieren der Zellen wurde das Basalmedium abgesaugt, die Zellen mit PBS 

gewaschen und anschließend mit Trypsin für 5 Min. gelöst. Die Reaktion wurde mit  

der doppelten Menge serumhaltigem Basalmedium gestoppt, die Zellen in 

Probenröhrchen überführt und anschließend bei 311 x g für zehn Minuten zentrifugiert. 

Der Überstand wurde abgesaugt und die Zellen in frischem Basalmedium resuspendiert. 

Danach erfolgte die Zellzahlbestimmung mittels Neubauer-Zählkammer unter dem 

inversen Mikroskop. Anschließend wurden die Zellen wieder mit einer Menge von  

5000 Zellen pro cm2 in die 175 ml Kulturflaschen gegeben. 

Zur Untersuchung der Funktionalität der ASCs der verschiedenen Gewinnungsmethoden 

wurden Proliferationsassays und histologische Untersuchung der 2D-Kulturen in Passage 

0, 1, 2 und 3 angefertigt. Des Weiteren erfolgte in Passage 3 die adipogene 

Differenzierung der ASCs in der 2D Kultur für 14 und 21 Tage mit anschließender 

Bestimmung des DNA- und Triglycerid-Gehaltes, sowie einer erneuten histologischen 

Untersuchung.  

Für die 3D Kulturen wurden die ASCs in Passage 3 in den Hydrogel-Versuchen 

eingesetzt. 

 

Für den Proliferations-Assay der drei ASC-Gewinnungsmethoden wurde pro Methode 

ein DNA-Assay von Tag 0, 1, 2, 5 und 7 in Passage 1 angefertigt. Des Weiteren wurden 

DNA-Assays der Tage 0, 2, 5 und 7 der Passagen 2 und 3 durchgeführt. Pro Tag und 

Gewinnungsart wurden drei biologische Replikate (n=3) erstellt. Die Zellen wurden mit 

einer Dichte von 5000 ASCs/ cm2 pro Well ausgesät. Die ASCs wurden anschließend in 

Basalmedium bei 37 °C und 5 % CO2 im Inkubator kultiviert.   
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An den jeweiligen Tagen wurden die ASCs für den DNA-Assay geerntet und dieser nach 

später beschriebenem Protokoll durchgeführt. Des Weiteren wurden pro Gruppe und 

Evaluationstag 2 - 3 Wells für die histologische Analyse vorbereitet. Dafür wurden die 

ASCs ebenfalls mit PBS gewaschen, mit Formalin 3,7 % für 10 Min. fixiert, anschließend 

mit PBS gewaschen und mit Oil-Red-O (ORO) und Hämatoxylin gefärbt.  
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3.2.4  Herstellung und 3D Zellkultur der Hyaluronsäure-Polyglycidol-Hydrogele 

Die Hyaluronsäure-basierten-Polyglycidol-Gele hatten ein Volumen von 40 µl und 

bestanden aus einem 4:1 Verhältnis Hyaluronsäure (HA) und Polyglycidol-Acrylat  

(PG-ACR). Des Weiteren wurden 800.000 ASCs pro Gel verwendet. 

Die PG-ACR-Suspension wurde von den Kollegen der Arbeitsgruppe Groll des 

Lehrstuhles für Funktionswerkstoffe der Medizin und der Zahnheilkunde der Universität 

Würzburg synthetisiert und uns zur Verfügung gestellt. Sie enthielt zu 20 % mit Acrylat 

funktionalisiertes lineares Polyglycidol (Mn = 4200 Da), in einer Konzentration von  

29,4 mg/ml der Stock-Lösung, sowie den Stabilisator Phenothiazin. Um eine reine PG-

ACR-Lösung aus der PG-ACR-Phenothiazin-Suspension zu gewinnen, wurde die 

Suspension bei 14.000 x g für 10 Minuten zentrifugiert, damit sich das Phenothiazin am 

SafeSeal Reagiergefäß absetzt. Aus dem Überstand wurde die benötigte Menge 

entnommen und steril filtriert.  

Für ein 40 µl Hydrogel benötigte man 1,883 µl PG-ACR-Lösung (55,36 µg/ µl). Diese 

wurde mit PBS auf 8 µl aufgefüllt. Für die Peptid-funktionalisierten Hydrogele wurde 

das Peptid in der benötigten Konzentration der PG-ACR-Lösung zugefügt und für ein bis 

zwei Stunden bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurde die PG-ACR-Lösung, 

entsprechend den zu untersuchenden Gruppen in Reaktionsgefäße aliquotiert. 

Für die Herstellung der Hyaluronsäurekomponente wurde GlycosilÒ verwendet. Dies ist 

eine kommerziell erhältliche thiolmodifizierte Hyaluronsäure. Hierfür wurde 1 ml steriles 

Wasser dem GlycosilÒ-Reaktionsgefäß, welches 1 mg an thiolmodifizierter 

Hyaluronsäure enthielt, zugeführt und für 45 Minuten auf dem Plattformschüttler 

inkubiert. 

Für die Hydrogel-Versuche wurden die ASCs bis Passage drei proliferiert. Anschließend 

wurden die Zellen durch Trypsinierung aus den Kulturflaschen herausgelöst, gezählt, in 

PBS aufgenommen und in der entsprechenden Menge in die zu untersuchenden Gruppen 

aufgeteilt. Danach wurden die Zellsuspensionen erneut bei 311 x g zehn Minuten 

zentrifugiert, der Überstand verworfen und die Zellen in der gruppenspezifischen Menge 

Hyaluronsäure aufgenommen. 

Für die Hydrogelherstellung wurde nun die Zell-HA-Suspension mit der PG-ACR-

Lösung im Verhältnis 4:1 vermischt. Anschließend wurden jeweils 40 µl des Gemisches 
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in Glasringe mit einem Innendurchmesser von 5 mm pipettiert. Zur Aushärtung der Gele 

wurden diese für 30 Minuten bei 37 °C und 5 % CO2 in den Inkubator gestellt und danach 

mit Wachstumsmedium bedeckt. Die Glasschablonen wurden nach 24 Stunden entfernt. 

Als Kontrollgruppen zu den PG-ACR-Hydrogelen verwendeten wir Fibringele. Für die 

Herstellung eines 40 µl Fibringel wurden das TissuCol® Kit 1.0 Immuno verwendet. Das 

TissuCol-Fibrinogen sowie die Thrombin-L Lösung wurde in einem Verhältnis von 1:1 

vermischt und 800.000 Zellen pro Gel hinzugefügt. Die Suspension wurde ebenfalls in 

Glasringe mit einem Innendurchmesser von 5 mm pipettiert. Die Gele wurden auf gleiche 

Weise zum Polymerisieren für 45 Minuten bei 37 °C und 5 % CO2 in den Inkubator 

gestellt und danach mit 2 ml Wachstumsmedium bedeckt. Die Glasschablonen konnten 

nach einer Stunde entfernt werden. 

 

3.2.5 Adipogene Differenzierung  

Für die 2D Kulturen des ASC-Gewinnungsmethoden-Vergleichs sowie für die 3D HA-

PG-Kulturen erfolgte die adipogene Differenzierung nach der dritten Passage der ASC-

Kultivierung. Die 2D und 3D Kulturen wurden dazu initial für zwei Tage in 

Wachstumsmedium präkultiviert. Danach wurden die Konstrukte/Zellen adipogen 

induziert. Der Tag zwei der Präkultivierung wurde damit zu Tag null der adipogenen 

Induktion (d0). Die 2D und 3D Kulturen wurden kontinuierlich für 21 Tage mit 

Induktionsmedium bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert (d21).  

 

Für die 2D Kultur-Versuche wurden pro Gewinnungsmethode, Analyseart und 

Analysetag je 3 biologische Replikate (n=3) geplant. Jedes n bestand aus zwei Wells einer 

24-Well-Platte. Pro Well wurden 25.000 ASC/cm2 ausgesät. Jeden zweiten Tag erfolgte 

der Wechsel des Induktionsmediums. Zusätzlich wurde eine nicht-induzierte 

Kontrollgruppe mitgeführt. Es erfolgte die Ernte und anschließende Analyse (DNA-, 

Triglycerid-Assay und histologische Untersuchung) an Tag 0, Tag 14 und Tag 21 der 

Induktion. 

 

Für die 3D Kulturen wurden ebenfalls 3 biologische Replikate (n=3) pro 

Untersuchungsgruppe, Analysetag und Analyseart hergestellt. Jedes n bestand aus einem 

Hydrogel. Des Weiteren wurden 3D Kontroll-Kulturen hergestellt. Alle Gruppen wurden 
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während der Präkultivierungszeit in Wachstumsmedium kultiviert und anschließend für 

21 Tage mit adipogenem Induktionsmedium induziert. 

Der Mediumwechsel erfolgte ebenfalls alle zwei Tage. An Tag 0 sowie Tag 21 wurden 

die entsprechenden 3D Kulturen geerntet und den anschließenden Analysen 

(Bestimmung der Größe und makroskopische Beschreibung, Live/Dead-, DNA-, 

Triglycerid-Assay, histologische Untersuchung) zugeführt. Bei einigen funktionalisierten 

HA-PG-Gelen wurden zusätzlich noch eine quantitative Real-time qRT-PCR adipogene 

Transkriptionsfaktoren angefertigt.  

 

3.2.6 Bestimmung der Größe, makroskopische Beschreibung und 

Fotodokumentation 

Nachdem die Hydrogele an Tag null und Tag 21 geerntet wurden, wurden sie mit der 

Schiebelehre gemessen und fotografiert. Des Weiteren wurden ihr makroskopisches 

Erscheinungsbild durch subjektive Beschreibung der Form (ihre runde Ausgangsform 

beibehaltend), Konsistenz (weich/fest), makroskopischen Homogenität und 

Reproduzierbarkeit (morphologische Gleichmäßigkeit der Replikate) dokumentiert. 

 

Danach wurden die Hydrogele den einzelnen Analysemethoden (Live/Dead-Assay, 

DNA-Assay, Triglycerid-Assay, Triglycerid-Färbung von histologischen Schnitten) 

zugeführt.  

 

3.2.7 Zellvitalität der 3D Zellkultur mit dem Live/Dead-Assay 

Der Live/Dead-Assay wurde zur Darstellung von lebenden und toten Zellen in den 3D-

Kulturen herangezogen. Die 3D-Kulturen wurden dazu mit PBS zweimalig auf dem 

Schüttler gewaschen. Danach wurde das Live/Dead Färbekit von PromoKine verwendet 

und je ein Gel in 1 ml der Ethidiumbromid-Calcein-Lösung (2 µM Calcein-

acetoxymethalester, 4 µM Ethidiumbromid Homodimer III (EthD-III) in 4 ml PBS) 

eingebettet und für 30 Minuten auf dem Schüttler unter Lichtausschluss inkubiert. 

Nach der Inkubation wurde je ein Gel auf einen Objektträger gelegt und unter dem 

Fluoreszenz-Mikroskop BX51 (Olympus) betrachtet. Die toten Zellen konnten durch die 

Interkalation von Ethidiumbromid in die DNA durch UV-Licht einer 
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Exzitationswellenlänge von 510-550 nm angeregt und mit einem Filter einer 

Emissionswellenlänge von 590 nm leuchtend rotfarben dargestellt werden. In den 

lebenden Zellen band Calcein nach der Spaltung durch intrazelluläre Esterasen an 

Kalziumionen und fluoreszierte daraufhin grünfarben (Exzitationswellenlänge 460 -  

490 nm, Emissionswellenlänge 520 nm). 

Die Darstellung der 3D Kulturen unter dem Fluoreszenz-Mikroskop wurde durch eine 

Fotodokumentation mit der an das Mikroskop angeschlossenen DP71 Digitalkamera und 

dem Programm CellSens (beides Olympus) durchgeführt. 

 

3.2.8 Quantitative Bestimmung des DNA-Gehaltes 

Der DNA-Assay diente der quantitativen Bestimmung des DNA-Gehaltes der 2D und 3D 

Kulturen inklusive der Kontroll-Gruppen. Die Bestimmung erfolgte in den 2D Kulturen 

an Tag 0, Tag 14 und Tag 21 der Induktion und in den 3D Kulturen an Tag 0 und Tag 21. 

 

In den 2D Kulturen wurden die ASCs an den jeweiligen Tagen geerntet. Dafür wurde das 

Basalmedium vorsichtig abgesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen. Danach erfolgt 

das Lösen der ASCs mit Trypsin über fünf Minuten. Die Reaktion wurde in der doppelten 

Menge serumhaltigem Basalmedium gestoppt. Anschließend wurde der Inhalt zweier 

Wells für 1 n zusammengeführt und in 2 ml Reagiergefäße überführt. Die Zellen wurden 

daraufhin für sieben Minuten bei 14.000 x g zentrifugiert, der Überstand vorsichtig 

abgenommen und das Zellpellet in 250 µl Phosphat-Saline-Puffer aufgenommen. Bis zur 

Weiterverarbeitung im Rahmen des DNA-Assay wurden die Proben bei -80 °C 

kryokonserviert.  

 

Die 3D Kulturen wurden ebenfalls zweimal auf dem Schüttler mit PBS gespült. Jedes Gel 

wurde daraufhin in 500 µl sterilem PBE/L-Cystein-Puffer (500 µl PBE +  

425 µg L-Cystein) für den Papainase - Verdau aufgenommen, mit einer Stahlkugel 

versetzt und mit dem TissueLyser (Quaigen) zerkleinert (5 Minuten bei 25 Hz). Danach 

wurden die Proben mit dem Papainase-PBE-Puffer-Gemisch versetzt. Dafür wurde zu 

jedem HA-PG-Hydrogel/L-Cystein-Puffer-Gemisch je 500 µl steriler PBE/L-Cystein-
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Puffer (500 µl PBE + 425 µg L-Cystein) + 3 U Papain-Stocklösung zugeführt. Danach 

wurden die Proben für 16 Stunden bei 60 °C im Thermomixer (Ditabis) verdaut. 

 

Alle 2D und 3D Kultur-Proben wurden anschließend mit dem Ultraschall - 

Homogenisator (Bandelin) 3 x 3 Zyklen von 3 Sekunden sonifiziert. Für den Assay 

wurden von jeder Probe zwei technische Replikate erstellt. Für die Bestimmung des 

DNA-Gehaltes wurde der interkalierende Fluoreszenz-Farbstoff Hoechst 33258 genutzt. 

Die Fluoreszenzintensität wurde mit dem Fluoreszenzspektrometer Tecan GENios 

(Tecan) bei einer Exzitationswellenlänge von 365 nm und eine Emissionswellenlänge 

von 458 nm gemessen. Die DNA-Werte wurden mit Hilfe einer Standardgeraden (aus 

doppelsträngiger DNA, Kälberthymus) errechnet. 

 

3.2.9 Quantitative Bestimmung des Triglycerid-Gehaltes 

In den 2D Kulturen wurden die ASCs an den jeweiligen Tagen geerntet. Dafür wurde das 

Medium vorsichtig abgesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen. Anschließend wurden 

die Zellen in 125 µl 1x Thesit (0,5 %) aufgenommen und mit einem Zellschaber 

vorsichtig von der Platte gelöst. Es wurden daraufhin 2 Wells zu einem n (2 Wells = 1 n) 

zusammengeführt und in 2 ml Reagiergefäße überführt. 

 

Die 3D Hydrogel-Kulturen wurden zweimal auf dem Schüttler mit PBS gewaschen. Jedes 

Gel wurde daraufhin in 250 µl Thesit-Lösung (0,5 %) aufgenommen und mit einer 

Stahlkugel versetzt und mit dem TissueLyser (Qaigen) zerkleinert (5 Minuten bei 25 Hz).  

 

Alle 2D- und 3D-Kultur-Proben wurden anschließend mit dem Ultraschall - 

Homogenisator (Bandelin) mit 3 x 3 Zyklen von 3 Sekunden Länge sonifiziert. Für den 

Assay wurden von jeder Probe zwei technische Replikate erstellt. Der Assay wurde nach 

der Herstelleranleitung durchgeführt.  

 

Für die Bestimmung des Triglycerid-Gehaltes der 2D und 3D Kulturen wurde das Serum 

Triglyceride Bestimmungskit der Firma Sigma-Aldrich verwendet. Dabei wurden durch 

eine Lipase die Triglyceride in Glycerol und freie Fettsäuren gespalten. Das so 
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entstandene Glycerol wurde durch eine gekoppelte enzymatische Reaktion des 

Quinoneimine Farbstoffes sichtbar gemacht. Das Absorptionsmaximum des Farbstoffes 

liegt bei 540 nm und wurde mit dem spektrofotometrischen MRX Microplate Reader 

(Dynatech Laboratories) gemessen. Dabei ist die Höhe der Absorption direkt proportional 

zu der Menge des enthaltenen Glycerols. Die berechnete Glycerolmenge wurde auf den 

DNA-Gehalt einer Probe normalisiert. 

 

3.2.10 Histologische Untersuchung der Adipogenese  

Um die Fettvakuolen der differenzierten Adipozyten darzustellen, wurden die 

Triglyceride der 2D und 3D Hydrogel-Kulturen mit einer Oil-Red-O-Lösung (ORO) 

gefärbt. 

 

Zur Färbung der Triglyceride der 2D Kulturen wurden diese in den Well-Platten mit PBS 

gewaschen. Danach erfolgte die Fixierung mit Formalin 3,7 % für 20 Minuten bei 4 °C. 

Anschließend wurden die Zellen erneut 3 x mit PBS gewaschen. Nach einem weiteren 

Waschschritt mit destilliertem Wasser erfolgte die Färbung mit ORO für 7 Minuten, 

gefolgt von 3 x Waschen mit destilliertem Wasser. Die Zellkerne wurden daraufhin für  

3 Minuten mit Hämatoxylin gefärbt und anschließend unter kaltem Leitungswasser der 

Farbstoff entwickelt. Um die gefärbten Präparate vor Austrocknung und Rissen zu 

schützen, wurden sie mit PBS bedeckt und bei 4 °C gelagert. Die Phasenkontrastbilder 

wurden mit dem inversen Mikroskop IX51 von Olympus und der XC30 Digitalkamera 

(Olympus) aufgenommen. 

Die Färbung der 3D Kulturen erfolgte an Kryoschnitten. Für die Herstellung der 

Kryoschnitte wurden die 3D Kulturen zweimalig mit PBS gewaschen und anschließend 

über Nacht in 3,7 % Formalin fixiert. Danach wurden die 3D Kulturen in Tissue-TekÒ 

inkubiert und bei 4 °C über Nacht dehydratisiert. Am Folgetag wurde die 3D Kulturen 

erneut in 2,5 ml Probenbehälter in Tissue-TekÒ eingebettet und in flüssigem Stickstoff 

schockgefrostet. Anschließend wurden die Gele für mind. 24 h bei -80 °C aufbewahrt um 

das vollständige Durchfrosten der Proben zu garantieren. 

Für die histologische Triglyceridfärbung wurden Kryoschnitte von 8 - 10 µm Dicke mit 

dem Kryotom Kryostat CM 3050 S (Leica) bei einer Kammertemperatur von -23 bis  

-25 °C der gefrosteten 3D Hydrogel-Kulturen angefertigt. Es wurden von jedem Hydrogel 



 Material und Methoden 
____________________________________________________________________________ 

 37 

mehrere Schnitte angefertigt und in konsekutiver Reihenfolge auf Objektträger 

aufgebracht. Die Schnitte wurden daraufhin bis zur ORO-Färbung bei -20 °C gelagert. 

Für die ORO-Färbung wurden die Kryoschnitte zuerst für 2 Minuten in PBS gewaschen 

um das Tissue-TekÒ zu entfernen. Danach erfolgte die Überführung in die ORO-Lösung 

für  

7 Minuten. Anschließend wurden die Kryoschnitte 3 x für 2 Minuten in PBS gewaschen. 

Um die Zellkerne darzustellen, erfolgte daraufhin die Färbung mit Hämatoxylin für  

3 Minuten. Nach der Entwicklung des Farbstoffes für zehn Minuten unter fließendem 

Leitungswasser, wurden die gefärbten Schnitte mit Glycergel Mounting Medium bedeckt. 

Die Bilder wurden mit dem Hellfeldmikroskop BX51 und der dazugehörigen 

Digitalkamera DP71 beides von Olympus aufgenommen. 

 

3.2.11 Real-time quantitative reverse transcription PCR (Real-time qRT-PCR)  

Um die Genexpression der Transkriptionsfaktoren PPARγ, CEBPa und des späten 

Markers der Adipogenese aP2 auf mRNA-Ebene darzustellen, wurde von den 

modifizierten (mit den Peptidsequenzen IKVAV, YIGSR und RGD einer Konzentration 

von 0,5 mM) sowie der unmodifizierten 3D HA-PG-Kulturen (w/o) an Tag 0 sowie Tag 

21 der Induktion eine Realtime qRT-PCR angefertigt. Dazu wurden die 3D Kulturen nach 

der Ernte und 2 x Waschen mit PBS wie in der Produktanleitung beschrieben in TRIzol® 

Reagent aufgenommen. Die Konzentration der isolierten RNA wurde mit dem NanoDrop 

2000c Spektrofotometer (Thermo Fisher Scientific) fotometrisch bestimmt. 

Der absolute RNA-Gehalt wurde von 3 biologischen Replikaten (n=3) jeder Gruppe 

ermittelt. Initial wurde die cDNA-Strang-Synthese mit dem ImProm-IITM Reverse 

Transcription System der Firma Promega durchgeführt. Danach erfolgte die Real-Time 

qRT-PCR. Dafür wurde die MESA GREEN qPCRTM MasterMix Plus MeteorTaq 

Polymerase (Eurogentec) sowie das CFX96TM Real-Time System der Firma Bio-Rad 

genutzt. Für die Amplifikation wurde die spezifischen Primer für PPARg , C/EPBa und 

aP2 (QuantiTecÒ Primer Assay, Quaigen) unter den folgenden Zyklusbedingungen 

genutzt: 15 Minuten bei 95 °C gefolgt von 40 Zyklen: 95 °C für 15 Sekunden, danach für 

30 Sekunden bei 55 °C und für 30 Sekunden bei 72 °C. Anschließend wurde noch eine 

Schmelzkurvenanalyse durchgeführt. Die mRNA konnte daraufhin auf das Housekeeping 
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Gen EF1a normalisiert werden.  Um den Anstieg der Expressionslevel zu bestimmen 

wurde die 2-∆∆CT Methode genutzt. Danach wurden die Expressionsniveaus der einzelnen 

Proben im relativen Verhältnis zu den Tag 0 Proben bestimmt.  

 

3.2.12 Statistische Untersuchungen 

Alle quantitativen Ergebnisse wurden als Mittelwerte ± Standardabweichung aufgeführt. 

Die statistische Signifikanz wurde durch die Analyse der Varianz (two-way analysis of 

variance (ANOVA)) mit anschließendem Tukey-Vergleichs- Test errechnet. Der p-Wert 

< 0.05 wurde als statistisch signifikant gewertet. Die statistischen Berechnungen wurden 

mit der Software GraphPad Prism 6 durchgeführt.
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4. Ergebnisse 

4.1 Vergleich der Effizienz unterschiedlicher ASC-Gewinnungsmethoden 

Um subkutanes Fettgewebe für die Isolation von ASCs zu gewinnen, stehen verschiedene 

Verfahren zur Verfügung, zum einen die Resektion und manuelle, mechanische 

Zerkleinerung, zum anderen die Liposuktion. Um die Effizienz der Verfahren bezüglich 

der gewonnenen Zellzahl und Funktionalität der Zellen zu vergleichen, wurden drei 

Verfahren an subkutanem Fettgewebe von 4 Spendern (n = 4) gegeneinander getestet. 

Dabei wurden zum einen die Gewinnung durch Resektion und manuelle mechanische 

Zerkleinerung (MZ) des Fettgewebes und zum anderen zwei verschiedenen 

Liposuktionsarten (Liposuktion bei 0,6 bar mit dem chirurgischen Sauger ATMOS 

Record 55 (ML) und die Liposuktion mittels Spritze (SL)) gegeneinander geprüft. Die 

Gewinnung und Weiterverarbeitung sowie die laborchemischen Analysen erfolgten 

standardisiert durch eine Person. 

 

4.2 Zellzahl SVF/ASC 

Die Ermittlung der Zellzahl der stromal-vaskulären Fraktion (SVF) jeder 

Gewinnungsmethode erfolgte am Tag der Gewinnung und Isolation nach Erylyse und 

Auszählung in der Neubauerkammer. Durchschnittlich konnten bei der maschinellen 

Liposuktion durch den chirurgischen Sauger ATMOS record 55 0,06 Mio. Zellen/ml,  

0,08 Mio. Zellen/ ml durch Spritzenliposuktion und 0,02 Mio. Zellen/ml SVF aus dem 

resezierten Fettgewebe isoliert werden. 
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Abb. 5: A: SVF-Zellen pro Milliliter (Mio/ml) Fett je Gewinnungs-methode nach Isolation (d0) 
von 4 Spendern; B: DNA-Masse in µg pro 250 µl je Gewinnungsmethode nach Isolation (d0) 
beispielhaft an einem Spender (n=3). Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen sind mit 
* gekennzeichnet. 
 

Anschließend wurde je die gleiche Anzahl SVF-Zellen in 175 ml Kulturflaschen ausgesät 

und kultiviert. Zusätzlich erfolgten Proliferationsassays von Passage 0 bis 3, bei denen 

nach einem, zwei, fünf und sieben Tagen die Zellen geerntet und ein DNA-Assay 

durchgeführt wurde. Bei allen Gewinnungsmethoden zeigte sich ein Abfall der DNA-

Masse (in µg pro 250 µl) vom Tag der Isolation (d0) zu Tag 1 (d1). Dieser war signifikant 

bei der maschinellen und Spritzenliposuktion (siehe Abb. 6). 

 

 

Abb. 6: Proliferation anhand der DNA-Masse in µg pro 250 µl von Zellen aus unterschiedlichen 
Gewinnungsmethoden, Passage 0, n = 3. d0 – d7 entsprachen dem Tag der Isolation bis zum 
siebten Tag nach Isolation. Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen sind mit * 
gekennzeichnet. 

 

B A 
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Im Einzelnen fiel die DNA-Masse (µg pro 250 µl) von Tag 0 auf Tag 1 bei der 

maschinellen Liposuktion von 1,16 µg auf 0,03 µg (2,6 %), bei der Spritzenliposuktion 

von 1,34 µg auf 0,16 µg (11,2 %)und bei der mechanischen Zerkleinerung von 0,12 µg 

auf 0,02 µg (16,7 %). Der DNA-Abfall war in den Gruppen der Liposuktion signifikant. 

Die DNA-Masse-Werte von d1 repräsentieren die Menge an plastikadhärenten ASCs aus 

der isolierten SVF. Anschließend kam es in allen Gruppen zu einer Zunahme der DNA-

Masse im Sinne einer Proliferation der ASCs. Der Anstieg der DNA-Masse von d1 auf 

d5 war in allen Gruppen am größten und erreichte einen signifikanten Zellzuwachs von 

d1 auf d7 bei den beiden Liposuktionsmethoden mit einem Anstieg der DNA-Masse von 

0,03 µg auf 0,67 µg bei der ML und 0,16 µg auf 0,78 µg bei der SL. Des Weiteren zeigte 

sich ein signifikanter Unterschied der DNA-Masse nach 7 Tagen Proliferation zwischen 

den Gewinnungsmethoden (siehe Abb. 6). Tendenziell zeigte sich bei allen  

4 Spenderproben ein ähnlicher Verlauf der Proliferation der Zellen wir zuvor beispielhaft 

an einer Spenderprobe dargestellt. 

Anschließend erfolgte von zwei Spenderproben ein Proliferationsassay (n = 3). In den 

folgenden Passagen (P 1 – 3) zeigte sich ein homogenes Bild zwischen den 

Gewinnungsmethoden. Es zeigte sich eine signifikante Zunahme der DNA-Masse von d0 

zu d7 in allen Gewinnungsgruppen sowie allen drei Passagen (Abb. 7 A – C). Tendenziell 

zeigte sich bei der Spritzenliposuktion der größte Anstieg der DNA-Masse in allen drei 

Passagen. Aufgeschlüsselt kam es durchschnittlich zu einem Anstieg der DNA-Masse 

von d0 bis d7 in Passage 1 in der Gruppe der maschinellen Liposuktion von 2,44 µg auf 

3,17 µg (+ 30 %), in der Gruppe der Liposuktion durch die Spritze von 1,4 µg auf 3,66 

µg (+ 161 %) und in der Gruppe der mechanischen Zerkleinerung von 1,79 µg auf 2,66 

µg (+ 48 %). In Passage 2 zeigte sich ein ähnliches Bild, in der Gruppe der maschinellen 

Liposuktion stieg die DNA-Masse von 1,26 µg auf 2,94 µg (+ 133 %), in der Gruppe der 

Liposuktion durch die Spritze von 1,57 µg auf 4,02 µg (+ 156 %) und in der Gruppe der 

mechanischen Zerkleinerung von 1,87 µg auf 3,33 µg (+ 78 %). Der Anstieg des DNA-

Masse in Passage 3 verhielt sich ähnlich zu den beiden Passagen zuvor mit Werten von 

1,67 µg auf 4,02 µg (+ 141 %) in der Gruppe der maschinellen Liposuktion, von 1,61 µg 

auf 5,81 µg (+ 260 %) in der Gruppe der Liposuktion durch die Spritze und von 1,76 µg 

auf 4,42 µg (+ 151 %) in der Gruppe der mechanischen Zerkleinerung. Des Weiteren 
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zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen den Gewinnungsmethoden an Tag 7. 

Hier zeigte sich die SL in allen Passagen am proliferativsten (siehe Abb. 7). 

 

   

 

 

Abb. 7: Proliferation der ASCs an Hand der DNA-Masse in µg pro 250 µl der unterschiedlichen 
Gewinnungsmethoden über drei Passagen (A - C) eines beispielhaften Spenders (n = 3). 
Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen sind mit * gekennzeichnet. 

 

4.3 Adipogene Differenzierung der 2D-Kulturen 

Um die Funktionalität der Zellen aus den verschiedenen Gewinnungsgruppen zu 

überprüfen, wurden in Passage 3 die ASC in 2D-Kulturen für 14 und 21 Tage von jeweils 

zwei Spenderproben (n = 3) adipogen induziert und differenziert. Zusätzlich zu den DNA-

Assays erfolgten der quantitative Nachweis von Triglyceriden (TG) mittels Triglycerid-

Assay sowie eine histologische Triglycerid-Färbung (Oil-Red-O).  

 

Passage 1 Passage 2 

Passage 3 

A B 

C 
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Bezüglich der absoluten TG-Masse (in µg) nach 14 und 21 Tagen Induktion zeigte sich 

in allen Gruppen der Gewinnungsmethoden ein ähnliches Bild. Es kam bei allen 

Methoden zu einem Anstieg der TG-Masse. Signifikante Unterschiede ergaben sich 

zwischen der TG-Masse der d0-Gruppen und den induzierten d14- und d21-Gruppen 

innerhalb der SL-Methode nach 14 und 21 Tagen und der ML-Methode nach 21 Tagen 

(siehe Abb. 8 A und B). Nach 14 Tagen Induktion stieg der TG-Gehalt von 9,9 µg auf 

40,7 µg in der ML-Gruppe, 4,5 µg auf 46,7 µg in der SL-Gruppe und 6,2 µg auf 41,7 µg 

in der MZ-Gruppe. Nach 21 Tagen Induktion stieg die TG-Masse noch einmal erheblich 

an von 12,6 µg auf 151,0 µg in der ML-Gruppe, 12,8 µg auf 131,6 µg in der SL-Gruppe 

und 11,2 µg auf 77,7 µg in der MZ-Gruppe. Des Weiteren konnte ein signifikanter 

Unterschied zwischen den induzierten und nicht induzierten Gruppen nach 21 Tagen in 

den Gruppen der maschinellen und Spritzenliposuktion gesehen werden (siehe Abb. 8 B). 

Zwischen den Gewinnungsmethoden ergab sich weder in den induzierten noch in den 

nicht-induzierten Gruppen ein signifikanter Unterschied (siehe Abb. 8).  

 

 
 

Abb. 8: Absoluter Triglycerid-Gehalt (in µg/ml) nach 14 (A) und 21 (B) Tagen Induktion der 
ASCs aus verschiedenen Gewinnungsmethoden (n = 3). Signifikante Unterschiede zwischen den 
Gruppen sind mit * gekennzeichnet.  

 

Bezüglich der relativen TG-Masse bezogen auf die DNA-Masse der Probe zeigte sich 

kein signifikanter, jedoch ein tendenzieller Anstieg der TG-Werte der induzierten 

Gruppen aller Gewinnungsmethoden von d0 zu d14 und d21. Dabei erhöhte sich die TG-

Masse nach 14 Tagen Induktion signifikant in der ML-Gruppe auf 24,4 µg TG/ µg DNA, 

in der SL-Gruppe auf 20,3 µg TG/ µg DNA sowie in der MZ-Gruppe auf 33,9 µg TG/ µg 

DNA (Abb. 9 A). Nach 21 Tagen Induktion zeigte sich ein ganz ähnliches Bild. Auch 

A B 
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hier kam es zu einem Anstieg der TG-Masse pro DNA in allen Gewinnungsgruppen mit 

(Abb. 9 B). 

 

 

Abb. 9: Triglycerid-Masse pro µg DNA nach 14 (A) und 21 (B) Tagen Induktion der ASCs aus 
verschiedenen Gewinnungsmethoden (n = 3). Es zeigten sich tendenziell in allen induzierten 
Gruppen Erhöhungen der relativen TG-Masse. Es kam jedoch in keiner Gruppe zu einem 
signifikanten Anstieg.  

  

  

A B 
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Histologisch konnten diese Ergebnisse mittels Oil-Red-O-Färbung (ORO) der 2D-

Kulturen verifiziert werden. In allen Gewinnungsgruppen sah man eine deutliche 

Zunahme der orange-roten intrazellulären Triglycerid - Tropfen nach 14 und 21 Tagen 

adipogener Induktion (Abb. 10 C, F, I). Im Gegensatz dazu zeigten die histologischen 

Bilder der nicht induzierten Gruppen meist keine oder nur sehr wenige Triglycerid – 

Tropfen (siehe Abb. 10 B, E, H). 

 

 
 

Abb. 10: Histologische Darstellung der 2D-Kulturen aller Gewinnungsmethoden an Tag 0 (d0) 
der Induktion, nach 21 Tagen Kultivierung mit Basalmedium ohne Induktion (d21 non) und nach 
21 Tagen adipogener Induktion (d21 ind) von ASCs eines beispielhaften Spenders. Es zeigte sich 
in allen Gruppen die Bildung von intrazellulären Triglyceridtropfen nach adipogener Induktion 
(C, F, I), in den Liposuktionsgruppen jedoch tendenziell ausgeprägter (C und F). 
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4.4 Hyaluronsäure-Polyglycidol-Hydrogele 

Für das Tissue Engineering von Fettgewebe bieten Hyaluronsäure (HA)-basierte 

Scaffolds eine gute Grundlage, da HA positiv zur Adipogenese beitragen kann. Um die 

adhäsiven Eigenschaften von HA-Scaffolds für Zellen zu verbessern, sollte ein 

Crosslinker zur Herstellung von Hydrogelen verwendet werden, der multiple freie 

Bindungsstellen besitzt, um daran biofunktionelle Gruppen zu binden. Diese 

Eigenschaften besitzt das verwendete Polyglycidol-Acrylat (PG). Es wurden HA-PG-

Hydrogele hergestellt und diese auf ihre Biokompatibilität getestet. Des Weiteren 

konnten erste Versuche mit eingebundenen funktionellen Gruppen der ECM des 

Fettgewebes erfolgen. Diese biofunktionalisierten Hydrogele wurden ebenfalls auf ihre 

Biokompatibilität und Eignung zur Fettgewebsherstellung untersucht. Zur 

Biofunktionalisierung der Hydrogele konnten im Rahmen dieser Arbeit die 

Peptidsequenzen Ile-Lys-Val-Ala-Val (IKVAV) und Tyr-Ile-Gly-Ser-Arg (YIGSR), 

beide aus dem Laminin stammend, sowie Arg-Gly-Asp (RGD), eine Sequenz des 

Fibronektins eingebunden werden. Dies erfolgte zum Teil in unterschiedlichen 

Konzentrationen der Peptidsequenzen. Für jede Peptidsequenz erfolgte eine 

Versuchsreihe mit ASCs von einem Spender. Als Kontrollgruppe wurden Fibringele 

herangezogen und diese gleichfalls mit ASCs besiedelt und deren Funktionalität und 

adipogene Differenzierung untersucht. 

 

4.5 Makroskopische Erscheinung 

Das makroskopische Erscheinungsbild der HA-PG-Hydrogele während der Versuchszeit 

wurde am Tag 0 (d0) der Induktion sowie nach 21 Tagen (d21) durch fotographische 

Aufnahmen, Größenbestimmung und eine subjektive Beschreibung der Form (ihre runde 

Ausgangsform beibehaltend), Konsistenz (weich/fest), makroskopischen Homogenität 

und Reproduzierbarkeit (morphologische Gleichmäßigkeit der Replikate) dokumentiert. 

Alle Beurteilungen erfolgten durch denselben Untersucher um die Vergleichbarkeit zu 

behalten.  

Der überwiegende Anteil der HA-PG-Hydrogele zeigte sich formstabil, reproduzierbar 

und homogen im Erscheinungsbild. Im Allgemeinen stellten sich die mit 
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Induktionsmedium behandelten HA-PG-Gele eher weich in ihrer Konsistenz dar, 

wohingegen die Hydrogele der Kontrollgruppen an d0 und nach 21 Tagen in 

Basalmedium tendenziell eine festere Konsistenz aufwiesen. Zum größten Teil zeigten 

sich alle HA-PG-Gele homogen in ihrem Aussehen, außer die nicht-induzierten mit 

YIGSR modifizierten Kontrollgruppen der Konzentrationen 1 mM und 2 mM, welche 

makroskopisch einen kompakten Kern mit umsäumenden Gelhof nach Tag 21 aufwiesen. 

Die Fibrin-Kontrollgele zeigten ebenfalls reproduzierbar mit einem homogenen 

Erscheinungsbild (Tab. 4). 

  



  Ergebnisse 
____________________________________________________________________________ 

 48 

Tab. 4: Tabellarische Aufgliederung der makroskopischen Charakteristika der mit den 
Peptidsequenzen IKVAV, YIGSR und RGD modifizierten und unmodifizierten HA-PG-
Hydrogele. 

    

 
Makroskopische Charakteristika 

 
          Konsistenz 

    
Formstabil 

 
Homogen 

 
Reproduzierbarkeit 

 
Weich 

 
Fest 

 
 
HA-PG  d0 (n=2)   x x   x 
w/o d21 non (n=3) x x x   x 

 
d21 ind (n=3) 
 

x 
 

x 
 

x 
 

x 
   

 
RGD  d0 (n=2)           
0,5 mM d21 non (n=3) x         
  d21 ind (n=3) x x x x   
RGD  d0 (n=2)   x       
1 mM d21 non (n=3) x x x x   

  
d21 ind (n=3) 
 

x 
 

x 
 

x 
 

x 
   

 
IKVAV  d0 (n=2)   x x   x 
0,5 mM d21 non (n=2) x x x   x 
  d21 ind (n=4) x x x x   
IKVAV d0            
1 mM d21 non (n=1) x x x   x 
  d21 ind (n=1)   x x x   
IKVAV  d0            
2 mM d21 non (n=1)   x x   x 

  
d21 ind (n=2) 
 

x 
 

x 
 

x 
 

x 
   

 
YIGSR  d0 (n=2)   x x   x 
0,5 mM d21 non (n=3) x x x   x 
  d21 ind (n=6) x x x x   
YIGSR  d0            
1 mM d21 non (n=3)     x   x 
  d21 ind (n=3) x x x x   
YIGSR  d0           
2 mM d21 non (n=3)     x   x 

  
d21 ind (n=3) 
 

x 
   

x 
 

x 
   

 
Fibrin d0           
  d21 non (n=3)   x x   x 
  d21 ind (n=3) x x x   x 
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Alle Hydrogele wurden in präformierten Glasringen mit einem Innendurchmesser von 5 

mm hergestellt und zwei Tage präkultiviert. Die Größenbestimmung erfolgte erstmalig 

am Tag 0 der Induktion. Hier zeigte sich generell eine Reduktion des Durchmessers auf  

ca. 4,4 – 4,6 mm. Die unmodifizierten mit ASCs besiedelten HA-PG-Hydrogele hatten 

einen durchschnittlichen Durchmesser von 4,6 mm an Tag 0 der Induktion. Sie 

vergrößerten sich durchschnittlich während 21 Tagen Induktion auf 5,2 mm sowie in der 

nicht-induzierten Gruppe über 21 Tage auf 4,8 mm. In den mit Peptidsequenzen 

modifizierten Gruppen stieg die Größe nach 21 Tagen Induktion ebenfalls auf 5,1 mm an. 

Die nicht-induzierten Gruppen zeigten dagegen eher ein inhomogenes Bild. In den mit 

den Peptidsequenzen RGD und YIGSR der Konzentration 0,5 mM modifizierten HA-

PG-Hydrogel-Gruppen stieg die Größe ebenfalls an. In allen anderen Gruppen 

schrumpften die nicht induzierten Konstrukte über 21 Tage (Abb. 11).  

 

 

Abb. 11: Größe (in mm) der modifizierten und unmodifizierten HA-PG-Hydrogele an Tag 0 und  
Tag 21. 

 

Nachfolgend werden exemplarische Beispielbilder der Hydrogele gezeigt. Die HA-PG-

Hydrogele zeigten sich formstabil, makroskopisch homogen und reproduzierbar  

(Abb. 12 A – C). In ihrer Konsistenz wurden sie nach Induktion tendenziell weicher. Im 

Gegensatz dazu zeigten die mit YIGSR 2mM modifizierten Hydrogele nach 21 Tagen 
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Basalmedium makroskopisch einen kompakten Kern und einen Gelhof (Abb. 12 H). 

Außerdem zeigten sich die induzierten mit YIGSR modifizierten Gele nach 21 Tagen 

vergleichsweise weich (Abb. 12 F und I).  

 

 

 

Abb. 12: Makroskopische Images der unmodifizierten HA-PG-Hydrogele und der mit YIGSR 
modifizierten HA-PG-Hydrogele an Tag 0, Tag 21 der Induktion und nach 21 Tagen 
Basalmedium. Es zeigten sich die homogenen und formstabilen Gele der HA-PG w/o Gruppe  
(A – C). Des Weiteren zeigt sich in der YIGSR 2mM in der nichtinduzierten Gruppe (d21 non) 
die Ausbildung eines kompakten Kernes und eines Gelhofes (H) sowie in beiden Konzentrationen 
(0,5mM und 2mM) in den induzierten Gruppen (d21 ind) ein eher weiches Gel (F und I). 

  

A B C 

D E F 

G H I 

5 mm 
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4.6 Zellzahl und Vitalität der ASCs in der 3D-HA-PG-Hydrogelkultur 

Die Möglichkeit die HA-PG-Gele auf Grund der zusätzlichen freien Bindungsstellen zu 

modifizieren, könnte den Vorteil bringen, verschiedenste Peptide der Extrazellulärmatrix 

einzubinden und somit den Zellen als adhäsiven und funktionellen Reiz anzubieten. Im 

Rahmen dieser Arbeit inkorporierten wir die Peptidsequenzen Ile-Lys-Val-Ala-Val 

(IKVAV) und Tyr-Ile-Gly-Ser-Arg (YIGSR), beide aus dem Laminin stammend, sowie 

Arg-Gly-Asp (RGD), eine Sequenz des Fibronektins, um erste Versuche bezüglich der 

Auswirkung auf die Hydrogele an sich und die 3D-Kultur mit ASCs zu unternehmen. 

Dies erfolgte zum Teil in unterschiedlichen Konzentrationen der Peptidsequenzen. Auf 

Grund der enormen Größe der einzelnen Versuche erfolgte für jede Peptidsequenz eine 

Versuchsreihe mit ASCs von einem Spender. Insgesamt wurden ASCs von 3 Spendern 

verwendet. Zusätzlich erfolgte die Kontrolle der Viabilität der Zelle durch eine 

Fibrinkontrollgruppe. 

Nach der Besiedlung der HA-PG-Gele mit ca. 800.000 Zellen/ 40 µl HA-PG wurden, 

nach zwei Tagen Kultivierung in Basalmedium, die induzierten und nicht-induzierten 

Gruppen an d0 sowie d21 der Induktion geerntet und anschließend den Analysemethoden 

zugeführt. 

 

In den nicht-modifizierten HA-PG-Hydrogelen betrug die durchschnittliche DNA-Masse 

an d0 der Induktion 11,1 µg pro Hydrogel. Zwischen den modifizierten Gruppen und den 

nicht-modifizierten Gruppen bestand an Tag null kein signifikanter Unterschied in der 

DNA-Masse.  

Über die folgenden 21 Tage Kultivierung kam es in fast allen nicht-induzierten Gruppen, 

außer der IKVAV 1 mM - Gruppe, zu einer signifikanten Reduktion der absoluten DNA-

Masse pro Hydrogel (Abb. 13 A – C). Innerhalb der nicht-induzierten Gruppen der 

unterschiedlichen Peptid-Konzentration sowie der nicht-modifizierten HA-PG-Gruppen 

kam es zu keinen signifikanten Unterschieden der DNA-Masse (Abb. 13 A - C). 

Nach 21 Tagen adipogener Induktion reduzierte sich die DNA-Masse pro Hydrogel 

verglichen mit d0 ebenfalls in fast allen Gruppen, jedoch zu meist nicht signifikant. Die 

Ausnahme bildeten die Gruppen IKVAV 1 mM und RGD 0,5 mM. Deren DNA-Masse 

stieg nach 21 Tagen Induktion an. Im Konzentrationsvergleich innerhalb der einzelnen 
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peptidmodifizierten Gruppen zeigte sich jedoch nur ein signifikanter Unterschied der 

DNA-Masse zwischen IKVAV 1 mM und 2 mM nach 21 Tagen Induktion (Abb. 13 A 

und C). Außerdem zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen den induzierten 

Gruppen IKVAV 1mM und 2mM, den unmodifizierten HA-PG und RGD 0,5mM sowie 

den unmodifizierten HA-PG und RGD 1mM. Zusätzlich erfolgte die 

Vitalitätsuntersuchung der ASCs in Fibrinkonstrukten. Hier zeigte sich ein signifikanter 

Abfall der DNA-Masse nach 21 Tagen in den induzierten wie auch nicht-induzierten 

Hydrogelen. 

 

  

 
      

Abb. 13: DNA-Masse (in µg pro 250 µl) der ASCs in modifizierten HA-PG-Hydrogelen 
verglichen mit unmodifizierten HA-PG-Hydrogelen und Fibrin-Konstrukten an Tag 0 und Tag 
21 der Induktion sowie nach 21 Tagen Basalmedium mit ASCs (n = 3). Signifikante Unterschiede 
zwischen den Gruppen sind mit * gekennzeichnet. 

  

C 
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Um Rückschlüsse auf die Vitalität der Zellen in den 3D-Kulturen ziehen zu können, 

wurde ein Live/Dead-Assay durchgeführt. Grundsätzlich zeigte sich eine gleichmäßige 

Verteilung lebender Zellen in allen Gruppen an Tag 0 sowie nach 21 Tagen, welche durch 

die grün fluoreszierende Calcein-Färbung dargestellt wird. Die Anzahl der toten Zellen, 

durch Ethidiumbromid rot fluoreszierend, stellte sich im Vergleich dazu in allen Gruppen 

geringer dar, jedoch ebenfalls gleichmäßig verteilt. In den nicht-induzierten mit IKVAV 

0,5 mM und 1 mM modifizierten Hydrogelen scheint die Verteilung der Zellen 

straßenartig  

(Abb. 14 E und H). Noch ausgeprägter zeigte sich die Agglomeration der Zellen in den 

nicht-induzierten mit YIGSR modifizierten Hydrogelen der Konzentrationen 1 mM und 

2 mM (Abb. 14 R und U). Dies konnte bereits makroskopisch als kernförmige Struktur 

der Gele gesehen werden (Abb. 14 H). In den Fibrin-Kontrollgruppen zeigten sich 

ebenfalls größtenteils lebende, gleichmäßig verteilte Zellen. 
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Abb. 14: Vitalitätsuntersuchung mittels Live/Dead-Assay der 3D-Kulturen aller getesteten 
Gruppen an Tag 0 und 21 Tagen Induktion sowie Kultur in Basalmedium. Grünfarben werden die 
mit Calcein gefärbten lebenden Zellen dargestellt. Rotfarben zeigt sich der die DNA-
interkalierenden Farbstoff Ethidiumbromid der toten Zellen.  
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4.7 Adipogene Differenzierung der ASCs in der 3D-HA-PG-Hydrogelkultur 

Um die adipogene Differenzierung der ASCs nach 21 Tagen darzustellen, wurde an d0 

und d21 der Induktion eine quantitative Analyse der Triglycerid-Masse (TG) durch einen 

Triglycerid-Assays, eine histologische Darstellung der intrazellulären Triglyceride an 

Kryoschnitten der HA-PG-Hydrogele mittels einer Oil-Red-O-Färbung (ORO-Färbung) 

angefertigt und die adipogene Differenzierung auf mRNA - Ebene durch die Veränderung 

der Expression der Transkriptionsfaktoren C/EBPa und PPARγ und dem adipogenen 

Spätmarker aP2 überprüft. 

Auch hier erfolgte auf Grund der enormen Größe der einzelnen Versuche für jede 

Peptidsequenz eine Versuchsreihe mit ASCs von einem Spender. Insgesamt wurden 

ASCs von 3 Spendern verwendet. Im Rahmen des Versuches mit der Peptidsequenz RGD 

konnten zusätzlich die Peptide IKVAV und YIGSR, jedoch nur in der Konzentration von 

0,5 mM, hinzugenommen werden. 

 

Im Vergleich der TG-Masse mit dem TG-Assay zeigte sich ein signifikanter Anstieg der 

TG-Masse von d0 auf d21 unter adipogener Induktion in allen Peptid-modifizierten 

Gruppen (Abb. 15 A – D). Bei den unmodifizierten HA-PG-Hydrogelen (PG w/o) 

hingegen zeigte sich ein heterogenes Bild nach 21 Tagen Induktion. Während es in einem 

Versuch ebenfalls zu einem signifikanten Unterschied kam, konnte das in einen zweiten 

Versuch nicht bestätigt werden (Abb. 15 A und C). Weitere zu erwartende signifikante 

Unterschiede zeigte der Vergleich zwischen den induzierten und nicht-induzierten 

Gruppen nach 21 Tagen unabhängig von der Modifikation (Abb. 15 A, B und D). Ein 

ähnliches Bild zeigte sich in den Gruppen IKVAV 0,5 mM und YIGSR 0,5 mM. Auch 

hier kam es in einem Versuch zu einem signifikanten Unterschied zwischen Tag 0 und 

Tag 21, in einem zweiten Versuch konnte dies nicht erneut gezeigt werden (Abb. 15 A, 

B und C). Außerdem kam es in einem Versuch zu signifikanten Unterschieden zwischen 

den Konzentrationen der modifizierten Gruppen. Zum Beispiel konnten signifikante 

Unterschiende zwischen der induzierten Gruppe IKVAV 0,5 mM und allen weiteren 

induzierten Gruppen dieses Versuches gezeigt werden (Abb. 15 A). Ähnliches galt für 

den Konzentrationsversuch mit RGD. Hier kam es zu einem signifikanten Unterschied 

zwischen der induzierten HA-PG w/o und beiden induzierten RGD-
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Konzentrationsgruppen (0,5 mM und 1 mM). Jedoch kam es zu keinem signifikantem 

Unterschied nach 21 Tagen Induktion zwischen den RGD-Konzentrationen 0,5 mM und 

xs1 mM (Abb. 15 D). Im Konzentrationsvergleich der Peptidsequenz YIGSR zeigte sich 

kein signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen Konzentrationen an Tag 21 

der Induktion. Tendenziell lag die absolute TG-Masse nach 21 Tagen Induktion in allen 

YIGSR Konzentration auf gleichem Niveau wie die IKVAV 0,5 mM Gruppe.  

In der Fibrin-Kontrollgruppe konnte ebenfalls ein signifikanter Anstieg der TG-Masse 

nach 21 Tagen Induktion gezeigt werden. Jedoch war dieser im Vergleich zu den weiteren 

induzierten Gruppen des Versuches signifikant geringer (Abb. 15 B). 

 

       

   
  

Abb. 15: TG-Masse (in µg/ml) in modifizierten HA-PG-Hydrogelen verglichen mit 
unmodifizierten HA-PG-Hydrogelen und Fibrin-Konstrukten an Tag 0 und Tag 21 der Induktion 
sowie nach 21 Tagen Basalmedium mit ASCs (n = 3). Signifikante Unterschiede zwischen den 
Gruppen sind mit * gekennzeichnet. 
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Bezüglich der quantitativen Triglycerid-Masse normalisiert auf die DNA-Masse 

(TG/DNA) zeigte sich bei den HA-PG-Hydrogelen ein signifikanter Anstieg des 

TG/DNA nach 21 Tagen adipogener Induktion. Im Unterschied zu den absoluten TG-

Werten kam es bei beiden Versuchen der adipogenen Differenzierung der ASCs in den 

unmodifizierten HA-PG-Hydrogelen zu einem signifikanten Anstieg der TG/DNA (Abb. 

16 A, C und D). Ein ähnliches Bild zeigte sich bei den modifizierten Hydrogelen. Bis auf 

die Gruppe RGD 0,5 mM kam es in allen anderen Gruppen zu einem signifikanten 

Anstieg des TG/DNA nach 21 Tagen Induktion (Abb. 16 A - D).  

Die nicht-induzierten Gruppen zeigten in dem TG-Assay nach 21 Tagen Kultivierung ein 

heterogenes Bild. Ein signifikanter Unterschied zu den induzierten Gruppen konnte nur 

bei einigen Gruppen, wie zum Beispiel IKVAV 0,5 mM und 2 mM oder YIGSR 1 mM, 

nachgewiesen werden (Abb. 16 A, B und D).  

Im Vergleich der unmodifizierten HA-PG-Hydrogele zu den modifizierten Hydrogelen 

nach Differenzierung wies nur die IKVAV 0,5 mM Gruppe einen signifikant höheren 

TG/DNA Anstieg auf (Abb. 16 A). Jedoch konnte dieses Ergebnis nur an einem Spender 

nachgewiesen werden. An einem weiteren zeigten die unmodifizierten HA-PG-

Hydrogele signifikante höhere TG/DNA-Werte zu allen modifizierten Gruppen nach 

adipogener Induktion. 

Im Konzentrationsvergleich der modifizierten Gruppen nach Induktion zeigte sich ein 

signifikanter Unterschied der IKVAV 0,5 mM Gruppe mit deutlich höherem TG/DNA zu 

den weiteren IKVAV-Konzentrationen (Abb. 16 A). Im Gegensatz dazu kam es innerhalb 

der YIGSR- und RGD-Gruppen zu keinem signifikanten Unterschied des TG/DNA nach 

Induktion (Abb. 16 B und D).  

In der Fibrin-Kontrollgruppe zeigte sich ebenfalls eine deutliche Adipogenese nach 21 

Tagen Induktion der Zellen. 
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Abb. 16: TG-Masse (in µg) pro µg DNA in modifizierten HA-PG-Hydrogele in unterschiedlichen 
Konzentrationen verglichen mit unmodifizierten HA-PG-Hydrogelen und Fibrin-Konstrukten an 
Tag 0 und Tag 21 der Induktion sowie nach 21 Tagen Basalmedium mit ASCs (n = 3). 
Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen sind mit * gekennzeichnet. 

C D 

A B 
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Bildmorphologisch konnten diese Ergebnisse durch die ORO-Färbung von Kryoschnitten 

der Hydrogele bestätigt werden. Um die Viabilität der Spenderzellen zu prüfen, wurde 

eine Kontrollgruppe in Fibrin-Gelen angefertigt. Hier zeigten sich in allen Gelen die 

Zellen gleichmäßig verteilt und nach 21 Tagen adipogener Induktion mit Lipidtropfen in 

den meisten Zellen (Abb. 18 D - F). In den nicht-modifizierten HA-PG-Hydrogelen zeigte 

sich in allen drei Gruppen (Tag 0 der Induktion, Tag 21 der Induktion und Tag 21 unter 

Basalmedium) eine gleichmäßige Verteilung der Zellen. Zusätzlich kam es tendenziell zu 

einer Verringerung der Gesamtzahl der Zellen. In der nicht-induzierten Gruppe sah man 

nach  

21 Tagen Kultivierung mit Basalmedium kaum eine bis keine Zelle mit enthaltenen 

Lipidtropfen. In der induzierten Gruppe jedoch enthielt ein großer Anteil der Zellen 

orangefarbene Lipidtropfen (Abb. 18 A - C). 

Die modifizierten Hydrogele zeigten ein eher polymorphes Bild. In den mit IKVAV 

modifizierten Gruppen gestaltete sich das Schneiden der Gele der 2 mM Gruppe 

schwierig, da diese Hydrogele möglicherweise beim Dehydratisieren und/ oder Frosten 

rissen  

(Abb. 18 M – O). Damit ergab sich kein einziges Schnittbild, das einen intakten Schnitt 

eines Hydrogels enthielt. Des Weiteren zeigte sich bei den nicht-induzierten Hydrogelen 

nach 21 Tagen v. a. in den Konzentrationen 0,5 mM und 1 mM der mit IKVAV-

modifizierten Hydrogelen eine Tendenz zur Zellagglomeratbildung. Im Gegensatz dazu 

wiesen alle Gruppen an Tag 0 sowie alle induzierten Hydrogele nach 21 Tagen eine 

weitestgehend gleichmäßige Verteilung der Zellen auf. Bezüglich der Lipidbildung nach 

21 Tagen zeigten sich auch in den mit IKVAV-modifizierten Gruppen nach 21 Tagen 

Kultivierung mit Basalmedium wenige bis keine Zellen mit enthaltenen Lipidtropfen, 

jedoch multiple intrazelluläre Lipidanreicherungen in der Gruppe der induzierten Zellen. 

Die Schnittbilder der mit YIGSR modifizierten Hydrogele wiesen zum einen ebenfalls 

Risse in den Schnitten der 2 mM Gruppe auf. Zum anderen kam es in den nicht-

induzierten Gelen nach 21 Tagen Basalmedium zu ausgeprägter Zusammenrottung der 

Zellen mit Ausbildung eines kompakten Zellagglomerates in der Mitte der Gele. Diese 

Agglomeratbildung konnte bereits makroskopische als Kern mit Gelhof registriert 

werden und konnte mikroskopisch verifiziert werden (Abb. 17). Des Weiteren zeigten 
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sich die Zellen eher kleiner als in allen anderen Hydrogelgruppen. Lipidtropfenbildung 

konnten auch hier in den meisten Zellen nach 21 adipogener Induktion gesehen werden.  

 

 
 
Abb.17: Zellagglomeratbildung in der Hydrogelmitte in den mit 1mM und 2mM YIGSR 
modifizierten Hydrogelen nach 21 Tagen Kultur in Basalmedium. 

 

In den mit RGD modifizierten Hydrogelen zeigten sich eine gleichmäßige Verteilung der 

Zellen sowie eine Abnahme der Zellzahl nach 21 Tagen in allen Gruppen. Auch hier kam 

es v. a. nach 21 Tagen Induktion zur Ausbildung von Lipidtropfen in einem Großteil der 

Zellen. 
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Abb. 18: Adipogenese von ASCs in modifizierten und nicht-modifizierten HA-PG-Hydrogelen 
nach Kryoschnittherstellung. Orangefarben zeigen sich die intrazellulären Triglyceride nach 
ORO-Färbung. Blaufarben bilden sich die mit Hämatoxylin gefärbten Zellkerne ab. In allen 
induzierten Gruppen konnte die stattgefundene Adipogenese durch die orangefarbenen 
Triglyceridtropfen aufgezeigt werden.  
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Auf mRNA Ebene konnte die Adipogenese nach 21 Tagen Induktion zusätzlich durch die 

Hochregulation der Transkriptionsfaktoren C/EBPa und PPARγ und dem adipogenen 

Spätmarker aP2 verifiziert werden. Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied in der 

relativen Expression zwischen d0 und d21 der Induktion in den nicht-modifizierten und 

modifizierten HA-PG-Hydrogelgruppen, jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen 

den einzelnen HA-PG- Hydrogelgruppen. Ebenfalls konnte kein signifikanter 

Unterschied der relativen Expression zwischen d0 und d21 ohne Induktion nachgewiesen 

werden.  

 

   

 

 

Abb. 19: Expression der Transkriptionsfaktoren C/EBPa und PPARγ und des adipogenen 
Spätmarkers aP2 in modifizierten HA-PG-Hydrogelen in unterschiedlichen Konzentrationen 
verglichen mit unmodifizierten HA-PG-Hydrogelen und Fibrin-Konstrukten an Tag 0 und Tag 
21 der Induktion sowie nach 21 Tagen Basalmedium mit ASCs (n = 3). Signifikante Unterschiede 
zwischen den Gruppen sind mit * gekennzeichnet. 
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5. Diskussion 

Das Tissue Engineering von Weichgewebe zur Rekonstruktion von komplexen 

Weichteildefekten ist ein langwährendes Anliegen und von vielseitigen 

Herausforderungen geprägt. In dieser Arbeit wurden zwei Einflussfaktoren betrachtet. 

Zum einen wurde die Effizienz unterschiedlicher Gewinnungsmethoden von ASCs 

untersucht, zum anderen ein biofunktionalisierbares Hydrogel auf seine Eignung als 

Zellträgermatrix zur Herstellung von Fettgewebe getestet.  

 

5.1 Effizienz unterschiedlicher Gewinnungsmethoden 

Im Rahmen der Gewinnung und Isolation von ASCs wurden drei unterschiedliche 

Gewinnungsmethoden untersucht und miteinander verglichen. Bezogen auf die SVF 

zeigten sich hier die Liposuktionstechniken am ergiebigsten. Nummerisch war die 

Liposuktion mit der Spritze am effizientesten, jedoch bestand zur maschinellen 

Liposuktion kein signifikanter Unterschied. Im Gegensatz dazu konnten aus dem 

resezierten Fettgewebe nur weniger als die Hälfte an SVF-Zellen isoliert werden. In der 

Literatur sind die Daten der gewonnenen Zellzahlen unterschiedlicher 

Gewinnungsmethoden tendenziell ähnlich, jedoch variieren die Gewinnungs- und 

Isolationsmethoden und damit die Resultatdaten. In den Arbeitsgruppen von Schreml et 

al. 121 und Heimburg et al. 67 konnten ebenfalls mehr Zellen durch die Liposuktion 

nachgewiesen werden. Jedoch sind die absoluten Zellzahlen nicht direkt miteinander 

vergleichbar, da die Bezugsgrößen variieren. Beispielsweise beziehen sich die Zellzahlen 

in der vorliegenden Arbeit auf das entnommene Volumen an Fett und in der Arbeit von 

Heimburg et al. auf die Masse. Des Weiteren wurden bei der Liposuktion unterschiedlich 

große Spritzen verwendet, was zu unterschiedlich großen Negativkräften durch den 

erzeugten Unterdruck auf das Gewebe und die Zellen geführt haben könnte. Auch bei der 

maschinellen Liposuktion variieren die Ausgangsbedingungen. Beispielsweise wurden in 

der Arbeitsgruppe um Mojallal et al. unterschiedliche Unterdrücke in Rahmen der 

maschinellen Liposuktion untersucht. Hier zeigte sich die Spritzenliposuktion in der 

Gewinnung von SVF der maschinellen Liposuktion unterlegen. Die höchsten Zellzahlen 

wurden bei einem Unterdruck von 350 mmHG ermittelt 122. In der vorliegenden Arbeit 
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verwendeten wir Unterdrücke von 600 mmHG. Zusätzlich variieren die 

Isolationsprotokolle, sodass auch dies die Zellzahl beeinflusst haben könnte.   

 

5.2 Vitalität und Adipogenese der ASC aus unterschiedlichen 

 Gewinnungsmethoden 

In den anschließend durchgeführten Vitalitätsprüfungen zeigte sich an Tag 1 in Passage 

0 ein erwartungsgemäß drastischer Abfall der DNA-Masse. Dies kann auf die 

Plastikadhärenz der ASCs zurückgeführt werden und wird zur Separierung aus der SVF 

genutzt. Alle weiteren Zellentitäten der SVF besitzen diese Eigenschaft nicht und werden 

beim ersten Mediumwechsel ausgewaschen. Beispielhaft an Ergebnissen eines Versuches 

mit Zellen eines Spenders zeigte sich an Tag 1 die Spritzenliposuktion (SL) mit 0,16 µg 

(pro Probe von 250 µl) die höchsten Absolutwerte der DNA-Masse. Die maschinelle 

Liposuktion (ML) sowie die mechanische Zerkleinerung (MZ) von reseziertem 

Fettgewebe zeigten deutlich geringere Absolutwerte der DNA-Masse mit 0,02 µg der MZ 

und 0,03 µg der ML. Betrachtet man jedoch den relativen Anteil, der am Tag 1 

verbliebenen DNA-Masse der ASCs bezogen auf die DNA-Masse des jeweils isolierten 

SVF-Volumens, biete sich ein anderes Bild. Hier zeigte sich die mechanische 

Zerkleinerung von reseziertem Fettgewebe mit einem Anteil an ASCs von 16,7 % der 

isolierten SVF am ergiebigsten. Bei den Liposuktionstechniken konnte durch die 

Spritzenliposuktion ein Anteil an ASCs von 11,2 % der SVF und bei der maschinellen 

Liposuktion ein Anteil von 2,6 % der SVF ermittelt werden. Dementsprechend bestand 

eine deutliche Diskrepanz zwischen den isolierten SVF-Volumen und dem darin 

befindlichen ASC-Anteil. Andere Ergebnisse wurden in der Vergangenheit berichtet. 

Fraser et al. konnte weder zwischen verschiedenen Spenderregionen noch durch 

unterschiedliche Gewinnungsmethoden Differenzen in der gewonnen Zellzahl der ASCs 

sehen 123. 

Die in dieser Arbeit variierenden Zellzahlen zeigen die Komplexität der Beurteilung der 

Effizienz verschiedener Gewinnungsmethoden. Trotz des hohen Anteils an ASCs an 

isolierter SVF bei der MZ ist diese Methode im Rahmen klinischer 

Anwendungsmöglichkeiten von ASCs wie zum Beispiel dem Lipotransfer eher 

impraktikabel, da es nicht nur der Notwendigkeit der labortechnischen Aufbereitung 

bedarf, sondern auch ein größeres Stück Fettgewebe reseziert werden muss. Im Gegensatz 
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dazu ist die Liposuktion im Allgemeinen die minimalinvasivere Methode der ASC-

Gewinnung. Auch die Aufbereitung kann automatisiert im OP erfolgen. Doi et al. konnten 

zeigen, dass die automatisierte Aufbereitung und Isolation von SVF vergleichbare 

Zellzahlen und -funktion der SVF gegenüber der manuellen Isolation im Rahmen einer 

labortechnischen Aufbereitung ergibt 124. Werden die ASCs nicht für klinische 

Anwendungen benötigt und können, wie in dieser Arbeit, aus bereits resezierten 

subkutanen Fettgewebslappen extrahiert werden, bieten sich die Liposuktion und MZ 

gleichermaßen an. Es scheint durchaus sinnvoll die Effizienz der ML mit negativen 

Drücken von 350 mmHg, wie in der Arbeit von Mojallal et al. 122 gegenüber der MZ zu 

vergleichen, um gegebenenfalls die Effizienz der ASC Gewinnung noch zu steigern. Es 

sollte jedoch nicht außer Acht gelassen werden, dass die Menge an isolierter SVF, 

respektive ASCs, nicht allein von der Gewinnungsmethode, sondern auch von 

spenderspezifischen Faktoren wie zum Beispiel dem Alter des Spenders abhängig sein 

kann 5, 6, 68, 35.  

Im weiteren Verlauf zeigten alle Gewinnungsmethoden einen Anstieg der DNA-Masse 

über die ersten 7 Tage, welcher bei beiden Liposuktionsmethoden signifikant war (Abb. 

8). In den folgenden Passagen (P1-3) proliferierten die ASC aller drei 

Gewinnungsmethoden tendenziell gleich stark, wobei bei der Spritzenliposuktion 

bezogen auf die absoluten DNA-Werte der stärkste Anstieg zu verzeichnen war (Abb. 7). 

Ähnliche Ergebnisse konnte auch Schneider et al. aufzeigen, wobei es zu keinem 

Unterschied in der Proliferation von ASCs aus resezierten Gewebe und durch Liposuktion 

gewonnenen ASCs kam 126. Es konnte sogar bei beiden Gewinnungsmethoden eine 

Steigerung der Proliferationsfähigkeit in den zunehmenden Passagen registriert werden. 

ASCs aus allen drei Gewinnungsmethoden konnten adipogen differenziert werden und 

zeigten in der quantitativen Analyse mittels Triglycerid-Assay einen Anstieg der 

absoluten Triglycerid-Masse nach 14 und 21 Tagen Induktion zu Tag 0. Signifikant war 

dieser vor allem in den Gruppen der Liposuktion nach 21 Tagen (Abb. 8 B). Dies konnte 

histologisch durch die Färbung von intrazellulären Lipidtropfen mittels Oil-Red-O 

Färbung bestätigt werden. Zwischen den Gewinnungsmethoden zeigte sich tendenziell 

ein Unterschied zwischen der Liposuktion und der MZ. Nach 21 Tagen adipogener 

Induktion konnten im quantitativen sowie histologischen Nachweis mehr Triglycerid 

nach Liposuktion gezeigt werden (Abb. 10 Bild C, F und I). Dies korreliert mit Daten aus 
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der Literatur. Iyyanki et al. konnte ebenfalls zeigen, dass ASCs gewonnen aus 

verschiedene Gewinnungsmethoden, adipogen differenzierbar sind 127.  

In den letzten Jahren wurden auch andere Liposuktionstechniken neben der in dieser 

Arbeit verwendeten klassischen Liposuktion, die auf einem extern erzeugten Unterdruck 

basiert und maschinell wie auch über eine Spritze 128 erfolgen kann, bezüglich ASC-

Ausbeute und -Funktionalität untersucht. Vor allem die Ultraschall- , Wasserstrahl- aber 

auch die Laser-unterstürzte Liposuktion zeigten keine signifikanten Unterschiede zur 

klassischen Liposuktion an gewonnenen ASCs, sowie eine gleichwertig gut 

Funktion 129–132. 

Außerdem werden in der aktuellen Literatur Möglichkeiten untersucht, die Menge an 

isolierten ASCs aus dem Lipoaspirat zu erhöhen. So konnte Chen et al. die doppelte 

Menge an SVF bei einem Unterdruck von -30 kP verglichen zu einem Unterdruck von -

55 kP bei der Liposuktion erzielen. Zusätzlich zeigten die ASC eine bessere Vitalität 133. 

Weitere Ertragssteigerungen konnten mit Variationen der Isolationsprotokolle, zum 

Beispiel durch den Einsatz von orbitalen Schüttlern 134, mechanischer Distorsion 135 oder 

der Optimierung der Füllmenge der Zentrifugenröhrchen 136 erzielt werden.  

 

5.3 Hyaluronsäure-basierte-Polyglycidol-Hydrogele 

Um die Rekonstruktion von Weichgewebsdefekten zu ermöglichen, könnten sich in 

Zukunft Trägermaterialien, sogenannte Scaffolds, anbieten, die mit hMSZ besiedelt 

werden, die Wiederrum in die benötigten Zellarten induziert werden. Dafür wäre ein 

Scaffold hilfreich, welches leicht produzierbar, volumenstabil, porös sowie 

biokompatibel wäre und dem physiologischen Umgebungsmilieu entspricht. In der 

Vergangenheit konnte gezeigt werden, dass Hyaluronsäure eine sehr gute Grundlage im 

Tissue Engineering von Fettgewebe darstellt. Neben der ausgesprochenen Hydrophilie 

sowie der Einbindung von Wassermolekülen und der daraus resultierenden strukturellen 

Ähnlichkeit zur Extrazellulärmatrix konnte der positive Einfluss von HA auf die 

Proliferation und Differenzierung von ASCs gezeigte werden 108. 

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten HA-PG-Hydrogele basieren auf dem im 

menschlichen Körper ubiquitär vorhandenem Hyaluron, dass mit dem synthetischen 

Polymer Polyglycidol verlinkt wurde. Polyglycidol ist ein strukturelles und 
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multifunktionales Analogon des PEG 119. PEG-HA-Hydrogele sind viskoelastische, 

dreidimensionale Polymere mit einem über 90 prozentigen Wasseranteil 109. Sie 

simulieren eine dem Weichgewebe entsprechende Umgebung, die eine Diffusion von 

Nährstoffen und Abfallprodukten zulässt 110. Ein Nachteil von PEG-Hydrogelen ist, dass 

es keine Möglichkeit der Adhäsion für Zellen bietet 111 und nur wenige Bindungsstellen 

um funktionelle Gruppen einzubinden. Der Crosslinker Polyglycidol besitzt die 

herausragende Eigenschaft multiple Bindungsstellen zu haben, welche mit funktionellen 

Gruppen besetzt werden können. Dadurch könnten Zelladhäsion-verbessernde 

funktionelle Gruppe eingebunden und das Scaffold dem extrazellulären Raum des 

gewünschten Gewebes angepasst werden. Es könnte damit den Zellen eine natürlichere 

Umgebung bieten.  

Für diese Arbeit wurden HA-PG-Hydrogele verwendet, um sie für die Eignung als 

Scaffolds für ASCs und deren adipogene Differenzierung zu untersuchen. Zusätzlich 

wurden sie mit funktionellen Gruppen, adipogenen Peptidsequenzen, modifiziert und 

ebenfalls auf ihre Eignung zur Inkorporation von ASCs und deren adipogene 

Differenzierung untersucht.  

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich das Polyglycidol durchaus geeignet um 

reproduzierbar Hydrogele auf Hyaluronsäurebasis herzustellen. Es polymerisierte zu 

weichen bis festeren aber formstabilen und makroskopisch homogenen Konstrukten. Des 

Weiteren ließen sich die Hydrogele mit ASCs besiedeln, welche sich auch nach dem 

Vernetzen des Geles gleichmäßig im Gel verteilten (Tab. 4, Abb. 12 A - C und Abb. 14 

A - C).  

Zusätzlich wurden die HA-PG-Hydrogele mit funktionellen, die Zelladhäsion fördernden 

Gruppen der Extrazellulärmatrix des Fettgewebes (den Peptidsequenzen IKVAV, YIGSR 

und RGD) modifiziert. Auch hierunter vernetzten die meisten Hydrogele reproduzierbar 

zu weichen bis festeren, formstabilen Konstrukten. Bis auf die mit YIGSR-modifizierten 

Gele in den Peptidkonzentrationen 1 mM und 2 mM zeigten sich die Gele ebenfalls 

makroskopisch homogen und nach Besiedelung mit gleichmäßig verteilten Zellen. Bei 

den beiden oben genannten Gruppen wiesen die Gele nach 21 Tagen makroskopisch 

teilweise kompakte Kerne mit Gelhof nach Zellbesiedelung auf (Abb. 12 H, Abb. 14 R 

und U, Abb. 17). Möglicherweise deutet dies auf eine verstärkte Interaktion des YIGSR-

Peptides in den höheren Konzentrationen bei der Vernetzung des Hydrogeles hin. 
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Dadurch zeigte sich eine Tendenz zur Kontraktion der Hydrogele und möglicherweise zu 

einer Umstrukturierung der Mikrostruktur. Die physikalische Barriere zur Verhinderung 

der Agglomeration der Zellen könnte hierdurch herabgesetzt worden sein. Des Weiteren 

wäre es möglich, dass das Peptid im Hydrogel nicht gleichmäßig verteilt war und somit 

für die Zellen keine gleichmäßig verteilten Adhäsionsmöglichkeiten bieten konnte. 

Möglicherweise hätte dann das an einer Stelle konzentrierte Peptid einen größeren 

Adhäsionsreiz ergeben, woraufhin sich die Zelle daran hafteten. Allerdings zeigten sich 

die Zellen in den nicht modifizierten Gelen ebenfalls gleichmäßig verteilt, was eher auf 

eine Barriereminderung durch eine Mikrostrukturveränderung des Geles hinweist, als auf 

den Einfluss der Adhäsion durch das Peptid. Bei allen anderen Gruppen zeigten sich über 

die Untersuchungszeit von 21 Tagen makroskopisch keine deutlichen Veränderungen der 

Gele. Tendenziell nahmen die Hydrogele nach adipogener Induktion leicht an Größe zu 

und wurden etwas weicher. Die makroskopische Untersuchung erfolgte jedoch rein 

subjektiv nach Ermessen des Untersuchers und konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht 

objektiviert werden.  
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5.4 Untersuchung der Vitalität und adipogenen Differenzierung von ASCs in der  

 3D HA-PG-Hydrogelkultur 

Die HA-PG-Hydrogele wurden im Rahmen dieser Arbeit auf ihre Biokompatibiliät durch 

die Besiedlung mit ASCs untersucht. Es erfolgten zum einen ein Live/Dead-Assay und 

die Messung der absoluten DNA-Masse mittels DNA-Assay nach 21 Tagen zur 

Bestimmung der Zellvitalität. Zum anderen wurden die ASCs über 21 Tage adipogen 

differenziert und die Adipogenese mittels histologischer Färbung der intrazellulären 

Triglyceride, quantitativ mittels Triglycerid-Assay und auf mRNA-Ebene durch die 

Expression adipogener Transkriptionsfaktoren bestimmt.  

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten HA-PG-Gele zeigten sich durchaus geeignet 

als Trägermatrix für ASCs. Zwei Tage nach Besiedlung der Hydrogele konnte im 

Live/Dead-Assay eine gleichmäßige Verteilung der Zellen in allen Gelen gesehen werden 

(Abb. 14 d0). Des Weiteren zeigte sich der überwiegende Teil der Zellen vital 

(grünfarben). In den korrespondierenden Bestimmungen der DNA-Masse fand sich in 

allen untersuchten Gruppen (unmodifiziert und modifiziert) an Tag 0 die absolute DNA-

Masse auf einem ähnlichen Niveau ohne signifikante Unterschiede zwischen den 

Gruppen (Abb. 13).  

Nach 21 Tagen lag weiterhin im Live/Dead Assay eine gleichmäßige Verteilung der 

überwiegend vitalen Zellen in den unmodifizierten HA-PG-Gelen vor. Die Anzahl der 

vitalen Zellen schien tendenziell reduziert (Abb. 14 d21 non und d21 ind). Ähnliche 

Ergebnisse konnten bereits in der Literatur mit HA-PG-Hydrogelen und hMSZ unter 

chondrogener Differenzierung gezeigt werden 92. Zusätzlich erfolgte ein 

korrespondierenden DNA-Assay. Hier zeigte sich die DNA-Masse vor allem in der nicht-

induzierten Gruppe signifikant reduziert (Abb. 13). In den induzierten Gruppen waren an 

Tag 21 die DNA-Masse-Werte heterogen und tendenziell nicht so stark reduziert wie in 

den nicht-induzierten Gruppen. Die Heterogenität ist am wahrscheinlichsten auf 

spenderspezifische Differenzen zurückzuführen. Nicht nur der Ertrag von ASCs, sondern 

auch die Funktion variiert maßgeblich. Eine Übersichtsarbeit von Varghese et al. 

kristallisiert dabei vor allem das Alter, den BMI und Diabetes mellitus als Komorbidität 

als stark beeinflussende Fakturen heraus 137. Bei der enormen Zellzahl an ASCs, die pro 
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Versuch benötigt wurden, war es im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht möglich, 

genauere Ursachen durch weitere Versuche zu eruieren. 

Betrachtet man die mit Peptidsequenzen funktionalisierten HA-PG-Gele im Live/Dead-

Assay, zeigte sich ein ganz ähnliches Bild zu den unmodifizierten HA-PG-Gelen. Nach 

21 Tagen konnten auch hier überwiegend vitale (grünfarbene) Zellen gesehen werden. 

Tendenziell nahm jedoch der Anteil an toten Zellen (rotfarben) vor allem in den nicht-

induzierten Gruppen zu. Des Weiteren kam es zu Veränderungen des Verteilungsmusters 

der Zellen. In den induzierten Gruppen zeigte sich eine relativ gleichmäßige Verteilung 

mit stellenweiser Zellhaufenbildung, vor allem in der Konzentration 1 mM der mit 

IKVAV modifizierten Gele. Im Gegensatz dazu kam es in den nicht-induzierten 

funktionalisierten Gelen zu einer Agglomeration der Zellen mit Zellstraßenbildung bis 

hin zur Ausbildung eines kompakten Zellagglomerates in den mit YIGSR modifizierten 

Gelen. Diese Agglomeratbildung konnte bereits makroskopische als Kern mit Gelhof 

registriert werden (Abb. 14 R und U). Wie zuvor bereits erwähnt, könnte dies 

möglicherweise auf eine verstärkte Interaktion der Peptide mit dem Hydrogel und eine 

darauf basierende Tendenz zur Kontraktion und Umstrukturierung der Mikrostruktur der 

Hydrogele hinweisen. Betrachtet man die korrespondierenden Untersuchungen auf DNA-

Ebene, sank die DNA-Masse in den nicht-induzierten Gruppen signifikant. Trotz der 

Modifikation der Gele mit Peptidsequenzen, die die Adhärenz der Zellen zum Gel 

erhöhen sollten, scheint vor allen die adipogene Induktion der ASCs die Bedingungen für 

die Zellen verbessert und ihr Überleben gefördert zu haben. Die Kultur der Zellen in 

Basismedium führte in den modifizierten Gelen über 21 Tage zu einer signifikanten 

Reduktion der DNA-Masse. Im Vergleich zu den unmodifizierten HA-PG-Gelen zeigte 

sich kein relevanter Unterschied in der DNA-Masse und somit der Zellvitalität weder in 

den induzierten noch nicht-induzierten Gruppen (Abb. 13). Die Modifikation der HA-

PG-Gele mit Zelladhärenz-steigernden Peptiden brachte in dieser Arbeit keine 

stabilisierende Regulierung der Zellvitalität. In der Literatur wurden unterschiedliche 

Tendenzen beschrieben. In der Arbeit von Molitor konnte die Einbindung von IKVAV in 

PEG-verlinkte Hyaluronsäure-basierte Hydrogele keine signifikante Verbesserung des 

Zellüberlebens zeigten 138. Im Gegensatz dazu zeigte eine Arbeit von Jongpaiboonkit et 

al. höhere Vitalitätsraten vom hMSZs unter Einbindung von IKVAV und RGDSP in 

PEG-Hydrogele 139.  
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Um die adipogene Differenzierung der inkorporierten ASCs in den Hydrogelen zu 

untersuchen, wurden diese über 21 Tage adipogen differenziert. Die Überprüfung der 

Adipogenese erfolgte histologisch an Kryoschnitten der Hydrogele mittels Triglycerid-

Färbung, quantitativ mit einem Triglycerid-Assay und zusätzlich auf mRNA-Ebene 

mittels quantitativer RT-PCR. In den unmodifizierten HA-PG-Gelen zeigte sich nach 21 

Tagen adipogener Induktion im Gegensatz zu der nicht-induzierten Gruppe eine deutliche 

TG-Bildung. In den histologischen Schnitten (Abb. 18 C) sind in dem Großteil der Zellen 

intrazelluläre Triglyceridtropfen (orange-rotfarben) zu erkennen. Dies konnte durch das 

korrespondierende TG-Assay bestätigt werden. Hier zeigte sich nicht nur eine 

signifikante Zunahme der absoluten TG-Werte von Tag null, sondern ebenfalls ein 

signifikant höherer absoluter TG-Wert zur nicht-induzierten Gruppe (Abb. 15 A und C). 

Auch nach Normalisierung der absoluten TG-Masse auf die DNA-Masse der Probe zeigte 

sich eine signifikante Steigerung der Triglyceride nach 21 Tagen Induktion (Abb. 16 A 

und C).  

In den peptidmodifizierten Gruppen zeigte sich nach 21 Tagen Induktion histologisch ein 

sehr ähnliches und gleichmäßiges Bild. In allen Gruppen konnte im Großteil der Zellen 

orange-rotfarbene Triglyceridtropfen nach Induktion gesehen werden (Abb. 18 d21 ind). 

Dabei stach keine Gruppe mit einem besonders hohen TG-Anteil hervor. Im Vergleich 

zu den unmodifizierten Gelen konnte ebenfalls kein deutlicher Unterschied in der Menge 

der Lipidtropfen gesehen werden. Auf Grundlage der histologischen Bilder sind die ASCs 

in den HA-PG-Hydrogelen gut adipogen differenzierbar mit deutlich sichtbarer 

Lipidtropfenbildung. Auch in den modifizierten Gelen war dies gut möglich. Eine 

augenscheinliche Zunahme der Adipogenese durch die Modifikation der Hydrogele mit 

funktionellen Gruppen ergab sich jedoch in dieser Arbeit nicht. Im Gegensatz dazu 

konnte in der Literatur bereits eine Zunahme der Adipogenese durch Einbindung von 

YIGSR in PEG-Hydrogele gezeigt werden 140. Jedoch wurden in der Studie von Brandl 

et al. reine PEG-Hydrogele verwendet, die ohne die Einbindung eines 

Adhäsionsmoleküls, wie dem YIGSR, keine Möglichkeit der Adhäsion für Zellen bieten 

würden. 

Betrachtet man die absoluten TG-Werte des korrespondierenden Assays zeigte sich ein 

heterogenes Bild. In der mit 0,5 mM IKVAV sowie aller mit YIGSR modifizierten 

Gruppen stellt sich ein größerer Anstieg der absoluten TG-Masse im Vergleich zu allen 
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weiteren modifizierten sowie den unmodifizierten Gruppen dar. Im Gegensatz dazu 

zeigten die mit RGD modifizierten Gruppe eher niedrigere absolute TG-Werte. Trotz 

dessen zeigte sich in allen untersuchten Gruppen ein signifikanter Anstieg der absoluten 

TG-Masse über 21 Tage und ein signifikanter Unterschied zu den nicht-induzierten 

Gruppen (Abb. 15). Die Unterschiede der TG-Werte in den modifizierten Gruppen im 

TG-Assay sind in den histologischen Bildern nur bedingt nachvollziehbar gewesen. Am 

ehesten könnte das an den Differenzen zwischen den Spenderzellen liegen, da auf Grund 

der enormen Menge an benötigen ASCs pro Versuch, jede Peptidgruppe mit Zellen von 

einem Spender untersucht wurde.  

Im Vergleich der Gruppen nach Normalisierung der absoluten TG-Masse auf die DNA-

Masse der Proben zeigten sich außer bei der Fibrin-Kontrollgruppe, in der eine deutlich 

höhere TG-Masse pro Zelle vorzuliegen schien, keine wesentlichen Unterschiede  

(Abb. 16). 

Die in den vorherig beschriebenen Untersuchungen bestätigte Adipogenese der ASCs in 

den unmodifizierten und modifizierten HA-PG-Gelen konnte ebenfalls auf mRNA-Ebene 

durch eine quantitative RT-PCR verifiziert werden (Abb. 19). Hier zeigten sich nach 21 

Tagen adipogener Induktion eine deutlich signifikante Hochregulation der 

Transkriptionsfaktoren C/EBPa und PPARg sowie des adipogenem Spätmarkers aP2. 

Die Hochregulation der zuvor genannten Transkriptionsfaktoren spielt eine 

entscheidende Rolle in der Adipogenese zum reifen Adipozyt 7, 22 und kann somit als 

Nachweis auf genetischer Ebene genutzt werden. Einen signifikanten Unterschied 

zwischen den untersuchten Gruppen an Tag 21 gab es dabei nicht.  

Zusammenfassend konnte die Adipogenese der ASCs in den 3D-HA-PG-Hydrogelkultur 

in allen untersuchten Gruppen bestätigt werden.  
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6. Schlussfolgerung 

Das Tissue Engineering von Fettgewebe könnte einen bedeutenden Baustein in der 

zukünftigen Behandlung von Weichgewebsdefekten darstellen. Besonders die Nutzung 

von hydrogelartigen Scaffolds als Trägermatrizes für Stammzellen wie auch 

differenzierte Zellen bietet eine vielversprechende Grundlage.  

Dafür wurden in der vorliegenden Arbeit drei Gewinnungsmethoden von ASCs aus dem 

subkutanen Fettgewebe untersucht. Es zeigte sich eine deutlich höhere Effizienz der 

Liposuktionstechniken gegenüber der mechanischen Gewinnungsmethode mit 

signifikant höheren Zellzahlen der gewonnenen SVF. Die Viabilitätsuntersuchungen 

zeigten eine ähnliche Tendenz. ASCs aller drei Gewinnungsmethoden proliferierten zwar 

tendenziell gleich gut, jedoch konnte in den histologischen Untersuchungen eine deutlich 

bessere Adipogenese der ASCs nach Liposuktion gezeigt werden. Ein ähnlicher Trend 

zeigte sich in den quantitativen Triglycerid-Assays. Zur Gewinnung von ASCs scheint 

die Liposuktion eine durchaus sinnvolle Methode, da sie ein großes Volumen an Fett 

generiert, welches zur intraoperativen Weiterverarbeitung im Rahmen von klinischen 

Therapieansätzen sowie labortechnisch zur Gewinnung von ASCs genutzt werden kann. 

Als weiterer Gegenstand dieser Arbeit wurde die Biokompatibilität eines Hyaluronsäure-

basierten Hydrogels untersucht. Der Crosslinker Polyglycidol eignete sich in dieser 

Arbeit sehr gut zur Herstellung von Hydrogelen und der 3D Kultur mit ASCs. Auch 

konnten diese erfolgreich adipogen differenziert werden. Ähnliche Ergebnisse konnten 

bereits nach Chondrogenese von hMSZ in Polyglycidol-verlinkten HA-Hydrogelen 

gezeigt werden 92. Durch die Inkorporation der funktionellen Gruppen IKVAV, YIGSR 

und RGD aus der adipogenen Extrazellularmatrix, welche die Adhärenz sowie die 

Adipogenese fördern sollten, konnte in dieser Arbeit jedoch keine Steigerung der 

Viabilität der Zellen gezeigt werden. In Zukunft wäre es sicher sinnvoll weitere 

Untersuchungen bezüglich der in dieser Arbeit verwendeten funktionellen Gruppen, der 

Kombination verschiedener funktioneller Gruppen in einem Hydrogel oder andere, die 

Adhärenz und Adipogenese fördernde Gruppen durchzuführen.  
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7. Zusammenfassung 

In der Plastischen Chirurgie erfordert die Rekonstruktion von ästhetisch anspruchsvollen 

Bereichen in vielen Fällen die Wiederherstellung von subkutanem Fettgewebe. Neben 

chirurgischen Rekonstruktionen könnte das Tissue Engineering von Fettgewebe einen 

wertvollen Beitrag leisten. Jedoch bringt es vielschichtige Herausforderungen mit sich 

und ist zum aktuellen Zeitpunkt nur limitiert möglich. Ein Ansatz ist die Schaffung einer 

Trägermatrix zur Besiedelung und Differenzierung von Stammzellen. Auf dieser Basis 

sollten in der vorliegenden Arbeit zwei Teilbereiche untersucht werden. In dem ersten 

Teilbereich erfolgten Untersuchungen verschiedener Gewinnungsmethoden von ASCs 

aus dem subkutanen Fettgewebe bezogen auf ihr Effizienz. Die untersuchten 

Liposuktionstechniken zeigten eine deutlich höhere Effizienz gegenüber der 

mechanischen Gewinnungsmethode bezogen auf die gewonnene Zellzahl. In den 

Viabilitätsuntersuchungen zeigte sich eine ähnliche Tendenz. ASCs aller drei 

Gewinnungsmethoden proliferierten durchaus gleich gut, jedoch zeigten die 

histologischen und quantitativen Adipogeneseuntersuchungen tendenziell mehr 

Lipidbildung bei den Liposuktionstechniken. 

Das übergeordnete Ziel des zweiten Abschnittes dieser Arbeit war es eine Trägermatrix 

auf Hyaluronsäure-Basis mit dem vielseitig modifizierbarem Crosslinker Polyglycidol zu 

untersuchen, sie mit mesenchymalen Stammzellen aus dem Fettgewebe zu besiedeln und 

diese adipogen zu differenzieren. Des Weiteren erfolgten erste Versuche die Hydrogele 

mit funktionellen Gruppen zu modifizieren um eine Verbesserung der Adhäsion der 

Zellen im Hydrogel zu erreichen. Die unmodifizierten Hydrogele waren zu jeder Zeit 

stabil in ihrer Form und zeigten nach Besiedelung mit ASCs eine gleichmäßige 

Verteilung der Zellen im Gel. Auch ließ sich die Adipogenese histologisch visualisieren 

und biochemisch bestätigen. Die inkorporierten Peptide brachten eine peptidabhängige 

und konzentrationsabhängige Veränderung der Zellverteilung im Hydrogel. Eine 

Steigerung der Funktionalität der Zellen bezogen auf das Überleben und die Adipogenese 

konnte in diesen ersten Versuchen noch nicht gezeigt werden. 

Generell zeigt sich eine Eignung der hyaluronsäurebasierten mit Polyglycidol-verlinkten 

Hydrogele für das Tissue Engineering von Fettgewebe. Weitere Untersuchungen 

bezüglich der Modifikation der Hydrogele mit adhäsiven und adipogenen funktionellen 
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Gruppen bietet sich daher an und könnte ein fettgewebsähnliches Umgebungsmilieu 

hervorbringen. 
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