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1. Einleitung 

 

1.1. Tissue Engineering und Regenerative Medizin 

Das sogenannte „Tissue Engineering“, also die gezielte Konstruktion und 

Züchtung eines natürlichen biologischen Gewebes durch geeignete Methoden 

der Zellentnahme und Vermehrung, ist ein interdisziplinäres Feld, das die 

Methoden und Prinzipien von Ingenieurswissenschaften, Naturwissenschaften 

und Medizin kombiniert, um menschliches Gewebe in Form und Funktion 

wiederherstellen zu können [1, 2, 3, 4]. Dieses Fachgebiet wurde u. a. durch die 

Arbeiten von Robert Langer, eines Chemie-Ingenieurs am Massachusetts 

Institute of Technology (MIT) und Dr. Joseph Vacanti vom Boston’s Children 

Hospital bekannt [5, 6]. Im Wesentlichen geht es bei dieser Methodik um die 

Erzeugung von biologisch aktivem Gewebe, indem aus einer Patientenbiopsie 

autologe Zellen isoliert, kultiviert, die vermehrten Zellen dann gegebenenfalls 

unter Einsatz eines Zellträgers („Scaffold“) in eine dreidimensionale Form 

gebracht werden und mittels Wachstumsfaktoren und mechanischer Reize 

letztlich ein klinisch nutzbares Implantat resultiert (Abb. 1). 

 

Abb. 1: Prozessablauf des Tissue Engineerings [7], Erlaubnis für Bildnutzung von Verlag 

Springer Nature erteilt 
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Das Arbeitsfeld des Tissue Engineerings gelangte insbesondere in das 

Bewusstsein der breiten Öffentlichkeit durch das Bild einer Maus mit einem 

implantierten „menschlichen Ohr“ auf ihrem Rücken („Vacanti-Maus, [8]). 

Wegen ihres Potenzials zur Erzeugung von menschlichem Gewebe zur Heilung 

von Gewebedefekten ist diese neue Fachdisziplin wohl eine der 

aussichtsreichsten medizinischen Technologien des 21. Jahrhunderts. 

Dies ist möglich geworden, da in vielen Fachrichtungen innovative Verfahren 

und Prozesse, wie neue bildgebende Technologien [9], Mikrochirurgie oder 

Nanotechnologie [10, 11] oder auch Methoden des 3D Druckens [12, 13, 14, 

15] entwickelt und eingesetzt werden. Der Einsatz derartiger neuer 

Technologien in der Geweberegeneration kann diesem Gebiet einen 

erheblichen Innovationsschub geben und bisherige Probleme beim 

Gewebeersatz in der wiederherstellenden Chirurgie vermeiden. 

Diese Fachdisziplin in der Medizin, bei der es um die Rekonstruktion von 

verlorenem Gewebe geht, auch Regenerative Medizin genannt, ist weniger 

exakt definiert als das Tissue Engineering. Meist wird unter diesem Begriff der 

Einsatz von Stammzellen zur Züchtung von neuem Gewebe verstanden [17]. In 

einer statistischen Auswertung der wissenschaftlichen Veröffentlichungen zu 

den Gebieten Tissue Engineering und Regenerative Medizin nach klinischer 

Anwendung und verwendeter Gewebetypen zeigt sich das stark steigende 

Interesse in der Wissenschaft an diesen Fachdisziplinen [18]. 

 

1.2. Fettgewebe als Weichgewebeersatz 

1.2.1. Indikationen für die Nutzung von Weichgewebe in der Gewebe-

Rekonstruktion 

Eine ganze Reihe von erworbenen oder angeborenen Gewebedefekten gehen 

einher mit dem Verlust oder Fehlen von “Füllstrukturen“ an Weichgewebe, wie 

beispielsweise bei Tumor-Operationen [16]. Aber nicht nur in Tumor-

Resektionen, sondern auch im Falle von Brust-Rekonstruktionen, bei 

komplexen Unfallverletzungen und traumatischen Wunden, beispielsweise nach 

Verbrennungen, oder zur Behandlung von chronischen Wunden und zur 
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Behebung von angeborenen Fehlbildungen, besteht ein zunehmender Bedarf 

an körpereigenem Weichteilersatz [20]. 

 

1.2.2. Heutige Behandlungsmethoden zur Behebung von Weichteil-

defekten 

Bereits in frühen Arbeiten der neuzeitlichen Chirurgie wurden Versuche zur 

Heilung von Gewebedefekten beschrieben. Erste Versuche Weichteilgewebe 

(körpereigenes Fettgewebe) zu verpflanzen wurden bereits gegen Ende des 19. 

Jahrhunderts unternommen. 1893 stellte Neuber bei dem Versuch der 

Transplantation von Fettgewebe fest, dass die Überlebensrate des 

Transplantats von dessen Größe abhängt [21]. Nur kleine Transplantate 

überlebten die Verpflanzung. Insgesamt zeigten auch spätere Versuche, dass 

die Gewebe meist abgebaut und durch fibröses Gewebe ersetzt wurden, da die 

Fettzellen an der neuen Position nicht ausreichend versorgt werden konnten 

[22]. 

Aktuelle Therapien zur Heilung von Weichteildefekten sowie das Auffüllen von 

Gewebevolumen zur Behebung von funktionellen oder ästhetischen äußeren 

Defiziten basieren meist auf körpereigenen Transplantationen von Fettgewebe 

um Abstoßungs- oder Immunreaktionen zu minimieren [23]. Die verwendeten 

Gewebe sind meist lokale, freie Lappenplastiken, dermales Fettgewebe oder 

freie adipöse Gewebetransplantate [24]. 

Die Möglichkeiten der Entnahme von patienteneigenem Fettgewebe und der 

Transplantation an die Defektstelle sind allerdings auch heute noch nur 

eingeschränkt möglich. Dies ist einerseits begründet in den mit der 

Gewebeentnahme oft verbunden Hebedefekten, wobei an der Entnahmestelle 

funktionelle Defizite resultieren können, die dann zu Folgeoperationen führen 

können [25]. Bei der Verwendung autogener Lappenplastiken besteht stets das 

Risiko einer Komplikation an der Gefäßanastomose, von Hämatomen oder 

Infektionen und in der Folge dann eben von weiteren Operationen und von 

ästhetischen Beeinträchtigungen [20]. 
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Eine weitere Methode unter Einsatz von autogenem Gewebe ist die 

Fettgewebsaugmentation, bei der das Gewebe durch Fettabsaugung gewonnen 

wird. Auch hier zeigt sich in klinischen Studien, dass die mechanische 

Schädigung der Zellen bei der Entnahme danach in der Folge einen Verlust von 

Gewebemasse nach sich zieht [26], so dass in der Konsequenz wiederholte 

Injektionen notwendig werden können, um zufriedenstellende Resultate zu 

ermöglichen [22, 27]. Die Komplikationen verstärken sich zudem, wenn größere 

Gewebedefekte durch autologes Material gefüllt werden müssen, da durch die 

ungenügende Re-Vaskularisierung des neuen Gewebes im Laufe der Zeit eine 

Gewebe-Resorption stattfindet [28, 26]. Daher nutzen moderne Methoden 

Fettgewebe mit mikrochirurgisch angebundenen Blutgefäßen. Insgesamt sind 

allerdings alle bislang eingesetzten Verfahren zur Heilung von Gewebedefekten 

aufwändig und somit kostspielig [29, 30, 31]. Insgesamt besteht daher ein 

bedeutender klinischer Bedarf hinsichtlich verbesserter chirurgischer 

Möglichkeiten Weichteilgewebe ersetzen zu können [32, 33, 34].  

 

1.2.3. Einsatz von Methoden des Tissue Engineerings für die Züchtung 

von Fettgewebe 

Die vielfältigen Nachteile, die ein Einsatz von autologem Gewebe zur Heilung 

von Weichgewebedefekten mit sich bringt, könnten vermieden werden, wenn 

mit den Methoden des Tissue Engineerings neue klinisch einsetzbare 

Konstrukte erzeugt werden könnten [35]. Analog des oben beschriebenen 

Prozesses der Gewebezüchtung aus Patientenzellen werden auch bei der 

Erzeugung von Fettgewebe Spenderzellen aus einer Biopsie isoliert, auf einem 

Scaffold vermehrt und schließlich als fertiges 3D Konstrukt in den Patienten 

implantiert [36, 37, 38, 39, 40, 41]. 

Während in der medizinischen Forschung zur Entwicklung der Prozessabläufe 

und Trägermaterialien [42] Adipozyten aus Zelllinien von Mäusen eingesetzt 

werden [43, 44], werden für den klinischen Einsatz vorzugsweise autologe 

Zellen in ausreichender Anzahl benötigt [45, 46]. 
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Basis dieser Züchtung von Gewebe-Konstrukten zum Einsatz in der Medizin 

sind neben ausdifferenzierten Zelltypen meist adulte mesenchymale 

Stammzellen, die die Fähigkeit besitzen, sich nach Vermehrung in vitro in 

unterschiedliche Zelltypen differenzieren zu können [19] (Abb. 2). 

 

 

Abb. 2: Möglichkeiten der Ausdifferenzierung mesenchymaler Stammzellen, vereinfachte 

tabellarische Darstellung nach [19], Erlaubnis zur Bildnutzung von Verlag Elsevier erteilt 

 

Sie können dem Patienten aus verschiedenen Geweben entnommen werden, 

wie beispielsweise dem Knochenmark [47, 48] aus dem Fettgewebe [49], aus 

dem Muskelgewebe [50], oder der Haut [51]. Für die Erzeugung von 

Fettgewebe haben sich mittlerweile adulte Stammzellen, gewonnen aus dem 

Fettgewebe von Patienten, als sehr nützliche Quelle erwiesen [52, 53]. Sie 

zeigen ein ähnliches Differenzierungspotenzial wie Stammzellen aus dem 

Knochenmark [54], können aber in einer besseren Anzahl gewonnen werden 

[55]. In den meisten Fällen sind kosmetische Operationen wie Fettabsaugungen 

oder Brust-Verkleinerungen eine gute Quelle für Stammzellen aus dem 

Fettgewebe, bei denen die Zellen durch enzymatischen Abbau, beispielsweise 
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mittels Collagenasen, isoliert werden können [56]. In neueren Untersuchungen 

zeigt sich, dass die genaue Herkunft der Zellen den späteren 

Behandlungserfolg entscheidend beeinflussen kann [57]. 

Zur Erzeugung eines klinisch einsetzbaren Gewebes werden die gewonnenen 

Zellen entsprechend des in Abb. 1 beschriebenen Prozessablaufs des Tissue 

Engineerings auf eine dreidimensionale Trägermatrix, dem sogenannten 

„Scaffold“, aufgebracht und vermehrt [58], wobei die Matrix sowohl die 

Zellvermehrung als auch die Entwicklung einer dreidimensionalen 

Gewebestruktur fördert [59, 60]. Bei der Auswahl geeigneter Scaffolds wird 

dabei darauf geachtet, dass die eingesetzten Materialien eine ausreichende 

mechanische Stabilität aufweisen, biokompatibel und bioabbaubar sind, ohne 

dass die Materialien zu einer Immunreaktion im Gewebe führen, und die Zellen 

gut an der Oberfläche anhaften und sich vermehren können [61, 62, 63, 64, 65]. 

Dabei ist es von Vorteil, wenn die eingesetzten Trägermaterialien Poren mit 

einer angepassten Porengröße aufweisen, wobei eine offenporige Struktur zur 

Diffusion von Nährstoffen und Metaboliten zu bevorzugen ist [66, 67]. Daher 

werden insbesondere offenporig geschäumte Scaffolds und neuerdings auch 

gezielt dreidimensional hergestellte Trägermaterialien aus Biopolymeren durch 

Verfahren des 3D Drucks oder mittels Elektro-Spinning eingesetzt [68, 69, 70, 

71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78]. 

Neben biologischen Materialien, wie beispielsweise Kollagen oder Chitosan [79, 

80], gewinnen vermehrt auch synthetisch erzeugte polymere Substrate an 

Bedeutung, da deren Eigenschaften spezifisch an die erforderlichen 

Eigenschaftsprofile am Implantationsort eingestellt werden können [82]. Neben 

Materialien auf Basis von Copolymeren (PLGA, Poly(glycolic lactic acid) der 

Polyglycolsäure mit Polymilchsäure/Polylactid [83,84], finden mechanisch gut 

an das Zielgewebe anpassbare Materialien eine steigende Bedeutung. Ein 

solches polymeres Substrat ist Polyurethan [85, 86, 87, 88], das durch die 

Reaktion von Polyolen mit mehrfunktionellen Isocyanaten entsteht. Durch die 

Wahl geeigneter Ausgangskomponenten können die Eigenschaften der 

resultierenden Polyurethane gezielt modifiziert werden. Diese Trägermatrix 

wurde bereits in mehreren Arbeiten mit Erfolg verwendet [95, 96, 97]. 
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1.2.4. Entstehung und Struktur des Fettgewebes 

Fettgewebe ist im menschlichen Organismus an unterschiedlichen Stellen zu 

finden, wie beispielsweise subkutan oder intra-abdominal [98, 99, 100, 101] und 

erfüllt dabei verschiedene Aufgaben, wie z. B. den mechanischen Schutz 

innerer Organe oder auch der Temperaturregulierung [102]. Im menschlichen 

Gewebe kommen dabei zwei unterschiedliche Typen an Fettgewebe vor. Es 

wird unterschieden zwischen dem braunen Fettgewebe, das in erster Linie bei 

der Geburt vorhanden ist und seine Funktion primär in der Thermoregulation 

des Körpers hat, und dem weißen Fettgewebe, das vor allem eine 

Energiespeicherfunktion sowie eine Isolationswirkung besitzt [20], aber 

mittlerweile auch als ein wichtiges Organ des Organismus in der Endokrinologie 

eingeschätzt wird [81]. 

Bei der Bildung von Fettgewebe im Organismus ist die erste Zell-

Differenzierung zur Bildung von Adipozyten aus mesenchymalen Stammzellen 

die Entstehung von Adipoblasten. Adipoblasten beinhalten noch keine 

Fettvakuolen. Diese entstehen erst auf der Stufe der Präadipozyten und 

entwickeln sich bei der Bildung der Adipozyten dann vollständig aus [20]. Um 

Fettgewebe aufzubauen sind neben den Adipozyten aber noch eine Reihe 

weiterer Faktoren notwendig, um eine funktionale, biologisch suffiziente Struktur 

bilden zu können. 

Neben den Blutgefäßen zur Versorgung der Zellen mit Nährstoffen bildet die 

extrazelluläre Matrix EZM das wesentliche Merkmal zur Ausbildung einer 

funktionalen Stützstruktur für das entstehende Gewebe. In der EZM sorgen eine 

ganze Reihe von Makromolekülen für die Funktionalität des Gewebes, wie 

beispielsweise Mucopolysaccharide und Proteoglykane für den notwendigen 

Wasserhaushalt, oder Kollagene für die Formgebung und die Elastizität dieses 

Gewebes [103]. In der EZM eingebettet befinden sich im Fettgewebe die 

Adipozyten mit Zellkern, ebenso wie die Präadipozyten und die das Gewebe 

versorgenden Blutgefäße. Sowohl die Basalmembranen der Adipozyten als 

auch der benachbarten Blutgefäße bestehen im Wesentlichen aus fibrillären 
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und faserartigen Kollagen-Einheiten [104], insbesondere den Kollagenen I, IV 

und VI, sowie aus Laminin, das mit der Epithelzellmembran vernetzt ist.  

Nachfolgende Grafik (Abb. 3) zeigt schematisch den Aufbau eines Fettgewebes 

[eigene Grafik]. 

  

 

 

Abb. 3: schematischer Aufbau des Fettgewebes [eigene Grafik] aus Adipozyten, Präadipozyten 

sowie der extrazellulären Matrix (EZM), bestehend u.a. aus Kollagenen und Laminin 

 

Die Adipogenese in vivo oder in vitro startet mit der Differenzierung von 

Adipozyten aus Präadipozyten. In Studien verschiedener Präadipozyten Zell-

Linien konnte gezeigt werden, dass der Aufbau von Proteinen und auch der 

nachfolgende Abbau einem bestimmten Muster folgt [82]. Relevant sind dabei 

unter anderem das Kollagen I, das fibrilläre Strukturen bildet, das Kollagen IV, 

das ein Netzwerk ausbildet und das Kollagen VI, das Perlenschnur-förmige 

Filamente formt [89]. Ein weiteres in der Ausbildung der extrazellulären Matrix 

relevantes Protein ist das Laminin. Dieses Glycoprotein besteht aus einem 

Komplex aus drei kreuzförmig angeordneten Peptidketten. Das Laminin verfügt 

über mehrere, funktionell unterschiedliche Domänen, wobei eine dieser 

Domänen selektiv an das Kollagen IV binden kann [90, 91, 92, 93, 94]. 
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1.2.5. Entwicklung der extrazellulären Matrix bei der Adipogenese 

Eine ganze Zeit lang war vermutet worden, dass die extrazellulare Matrix 

lediglich eine Gerüstfunktion beim Aufbau von Gewebe- und Organstrukturen 

besitzt. Erst in jüngerer Zeit wurde erkannt, dass über die Gerüstfunktion hinaus 

die EZM eine funktionale Rolle z.B. bei der Zellvermehrung, der 

Zelldifferenzierung und auch beim Gewebeaufbau besitzt. [112, 113]. Während 

der Ausbildung der EZM und des Aufbaus von neuem Gewebe bringen die 

Zellen sehr viel Energie auf, um die EZM auszubilden und umzubauen [108, 

114, 118]. 

Hauptbestandteil der EZM sind Kollagene. Diese Proteinfamilie umfasst nach 

heutiger Kenntnis 27 verschiedene Typen, die im Körper an unterschiedlichen 

Stellen zu finden sind und unterschiedliche Funktionen ausführen [116]. Das 

häufigste Kollagen ist der Typ I, ein fibrilläres Kollagen, das in der Haut, in 

Sehnen, Faszien, Knochen, Gefäßen, inneren Organen und im Dentin zu finden 

ist [103]. Kollagen II bildet als Strukturprotein hyalinen und elastischen Knorpel, 

während Kollagen III u.a. in Gefäßwänden, Haut und Hornhaut zu finden ist. Die 

Kollagene IV und V sind Bestandteile der Basalmembran, beispielsweise von 

Blutgefäßen oder Adipozyten, ebenso wie Laminin, Entactin und dem 

Proteoglykan Perlecan [116].  

In neueren Arbeiten wird intensiv die Rolle der EZM-Ausbildung bei der 

Adipozyten-Differenzierung untersucht [106]. Mittels Massenspektrometrie 

wurden im Einzelnen die Bildung und der anschließend wieder erfolgende 

Abbau unter anderem von Proteinen der extrazellulären Matrix qualitativ 

untersucht. Danach konnte gezeigt werden, dass während der Adipogenese 

von den Zellen unterschiedliche Proteine zum Aufbau der EZM gebildet werden. 

Zu Beginn lassen sich zunächst zunehmend fibrilläre Kollagene des Typs I und 

III nachweisen, deren Sekretionslevel dann während fortschreitender 

Adipogenese wieder abnimmt, während danach die netzartige Strukturen 

ausbildenden Kollagene der Typen IV, V und das perlenschnurartige Kollagen 

VI sowie Laminin gebildet werden. Anschließend setzt die verstärkte Bildung 

von Adipokinen ein [106]. 
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Auch in anderen Arbeiten wird beschrieben, dass die Adipozyten eine 

stabilisierende extrazelluläre Matrix ausbilden, wobei in der direkt die Zellen 

umgebenden Schichten der Basalmembran insbesondere Kollagen IV als 

Hauptkomponente zu finden ist [107]. Die Ausbildung einer EZM ist analog der 

bei Zellen in Knochen und Knorpeln, die aus den gleichen mesenchymalen 

Stammzellen gebildet werden können [107]. Im Vergleich dazu ist Kollagen VI 

deutlich spezifischer der EZM von Adipozyten zuzuordnen [122] und bindet 

stark an das Kollagen IV. Diese letzteren beiden Kollagene bilden die 

netzartigen Strukturen, die die Basalmembran an die Zellen verankert [108, 

119]. Es wurde zudem gezeigt, dass das Kollagen IV nicht nur eine wichtige 

Funktion als netzbildendes Strukturprotein spielt, sondern auch den Prozess 

der adipogenen Differenzierung direkt beeinflusst. Damit bewirkt die Bildung 

von Kollagen IV nicht nur eine mechanische Stabilisierung der EZM zur 

Ausbildung von Fettgewebe, sondern es wäre sogar einer der auslösenden 

Faktoren zur Adipogenese [110, 111]. Die nachfolgende Tabelle zeigt eine 

Übersicht der verschiedenen, bekannten Kollagene. 

 

Tab. 1: Die verschiedenen fibrillären und nicht-fibrillären Kollagene [115, 116, 121] 

Fibrilläre Kollagene Nicht-fibrilläre Kollagene 

Fibrillen ausbildende Kollagene: 

I, II, III, V, XI, XXIV, XXXVII 

Netzwerk-formende Kollagene 

IV, VI, VIII, X 

Verankernde Fibrillen ausbildende 

Kollagene: 

VII 

Fibrillen-assoziierende Kollagene 

IX, XII, XIV, XVI, XIX, XX, XXI, XXII, 

XXVI 

 
Membran-übergreifende Kollagene 

XIII, XVII, XXIII, XXV 

 
Endostatin-Vorläufer Kollagene 

XV, XVIII 
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Neben den Kollagenen spielen weitere Gerüst-bildende Proteine im Aufbau und 

der Stabilisierung des Zellverbundes eine wichtige Rolle. Eine dieser 

Komponenten ist Laminin, an das die Adipozyten u.a. mittels ihrer Integrin-

Rezeptoren binden und das damit ebenfalls den Zellverbund mechanisch fixiert 

[109, 120].  

Die Fachliteratur beschreibt ausführlich die Adipogenese von Fettzellen, bisher 

wenig betrachtet ist dagegen die Entwicklung der EZM in Tissue Engineering 

Konstrukten, ausgehend von Vorläuferzellen der Adipozyten. Unbekannt war 

zudem bislang, inwieweit die Sekretion von Bestandteilen der EZM in Tissue 

Engineering Konstrukten durch geeignete Methoden der Vorkultivierung der 

Präadipozyten in vitro bereits vor der Implantation gezielt beeinflusst werden 

kann und dann eine Adipogenese in vivo fördert. Hierfür müssen 

Gewebeproben nach unterschiedlichen Kultivierungsbedingungen in vitro und 

nach der Adipogenese in vivo sowohl hinsichtlich des Status der Bildung der 

einzelnen charakteristischen Bestandteile der EZM im Detail immuno-

histochemisch und histologisch untersucht als auch die Güte des entstandenen 

Fettgewebes anhand einer histomorphometrischen Untersuchung der 

beobachtbaren Zellzahlen sowie der resultierenden Zellgrößen geprüft werden. 

 

1.2.6. Relevanz einer geeigneten Vorkultivierung für eine erfolgreiche 

Zellvermehrung und Gewebezüchtung, Beschreibung der Vorarbeiten 

In einer Vorgängerarbeit von H. Mayer [105] wurden humane Präadipozyten 

aus dem Fettgewebe der Brust und aus dem Abdomen von Patienten isoliert, 

mit Einwilligung der Patientinnen vermehrt, und in eine polymere Matrix, einem 

Polyurethan, eingebracht. Anschließend wurden die erhaltenen hybriden 

Konstrukte, bestehend aus Präadipozyten und dem Polymer, unterschiedlich 

vorkultiviert und danach in athymische Nacktmäuse (Deletion im FOXN-1 Gen) 

der Firma Charles River (Sulzfels, Deutschland) subkutan implantiert 

(Genehmigung des Tierversuchs durch die Regierung von Oberbayern, Gz.: 

55.2-1-54-2532-130-11). Nach einem Zeitraum von 1, 5, 12 und 24 Wochen 
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wurden die Implantate dann wieder explantiert und Dünnschnitte der 

neugebildeten Gewebe in Paraffin erstellt. 

Der entscheidende Unterschied in der Vorbehandlung der Konstrukte bestand 

sowohl in der Art als auch der Zeitdauer der Vorkultivierung. Während die 

Konstrukte der Gruppe 1 vor der Implantierung 2 Tage in vitro im Brutschrank 

bei 37°C zur Zellvermehrung vorkultiviert wurden, wurde bei den Konstrukten 

aus Gruppe 2 eine Induktion zum Stopp der Proliferation und zur Einleitung der 

Reifung der Präadipozyten zu Adipozyten durchgeführt und danach diese 

Konstrukte zwei weitere Tage im Brutschrank inkubiert. Die Konstrukte der 

Gruppe 3 verblieben nach einer analogen Vorbehandlung wie in Gruppe 2 noch 

weitere sieben Tage in vitro im Brutschrank bei 37°C und die Konstrukte der 

Gruppe 4, statt diese sieben Tage, 33 Tage, jeweils um die Adipogenese der 

Präadipozyten anzuregen. 

In der Vorgängerarbeit wurde insgesamt festgestellt [105], dass eine 

längerdauernde Vorkultivierung und insbesondere der in vitro Stimulans der 

Präadipozyten durch die Differenzierungsmedien zu einer deutlich verbesserten 

Adipogenese führt. Nach insgesamt 24 Wochen in vivo konnte bei den 

Implantaten aus Gruppe 4 die höchste Adipozytenzahl registriert werden. 

Was nach den bis dato vorliegenden Ergebnissen der Adipogenese in den 

Gewebeproben allerdings nicht untersucht wurde, war die Qualität des 

entstandenen Fettgewebes, einerseits im Hinblick auf die Größenverteilung der 

resultierenden Adipozyten, sowie parallel hierzu die Verfolgung der Ausbildung 

einer extrazellulären Matrix (EZM) anhand der Untersuchung entstandener 

Proteinmoleküle, wie beispielsweise der typisch im Fettgewebe vorkommenden 

Kollagen-Typen, sowie Laminin. Die Ausbildung einer EZM sowie einer 

genügenden Anzahl an reifen Adipozyten ist aber entscheidend für die spätere 

klinische Nutzbarkeit von Weichgewebs-Implantaten. 

 

1.3.  Zielsetzung der Arbeit 

Basis der vorliegenden Arbeit waren die 1.2.6 beschriebenen Gewebe-

Konstrukte der Vorgängerarbeit von Frau H. Mayer [105], bei der die 
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Adipogenese in einem Mausmodell in Scaffolds aus Polyurethan untersucht 

wurde. Hauptfokus war dort die Entwicklung der Adipozyten und die Klärung, ob 

die gefundenen Adipozyten humanen oder murinen Ursprungs waren. Dabei 

wurde weder die Genese der extrazellulären Matrix an sich betrachtet, noch die 

Bildung von Fettgewebe anhand unterschiedlicher Differenzierungsstadien der 

Zellen. 

In der vorliegenden Arbeit wurden daher die Gewebeproben histologisch und 

immunohistochemisch analysiert. Dabei war es nun das Ziel, eine detaillierte, 

histomorphometrische Analyse hinsichtlich der Größe und der Anzahl der 

entstandenen Adipozyten sowie eine immunohistochemische Analyse 

spezifischer Bestandteile der EZM in den explantierten 3D Gewebe-Konstrukten 

durchzuführen, um retrospektiv den Verlauf der Fettgewebeentwicklung in 

solchen Konstrukten in vivo besser beurteilen zu können. 

Im Einzelnen waren die Ziele der vorliegenden, weiterführenden Arbeit daher: 

 

• Die histomorphometrische Analyse hinsichtlich der Größe und Anzahl der 

entstandenen Adipozyten in den 3D Fettgewebe-Konstrukten über die Zeit in 

vivo zur Beurteilung der Fettgewebeentwicklung 

• Eine umfangreiche immunohistochemische Analyse der Bildung von 

Kollagen I, IV und VI, sowie Laminin in den 3D Fettgewebe-Konstrukten in vivo 

über die Zeit zur qualitativen Beurteilung der Art und des Umfanges der 

entstandenen extrazellulären Matrix während der Fettgewebe-Entwicklung. 
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2. Geräte, Instrumente, Materialien und Methoden 

2.1. Geräte, Instrumente und Materialien 

Die für diese Arbeit verwendeten Apparate und Materialien sind im folgenden 

Teil tabellarisch zusammengestellt 

 

2.1.1. Geräte und Instrumente 

 

Tab. 2: Übersicht der verwendeten Geräte und Instrumente 

Kühlschrank 5°C Liebherr, Biberach, D 

Gefrierschrank -20°C Liebherr, Biberach, D 

Vortexer IKA MS 3 basic Hartenstein 

Mikroskop BX51 Olympus, Hamburg, D 

Mikroskop-Kamera DP71 Olympus, Hamburg, D 

Inkubator  IBS integra biosciences, 

Fernwald, D 

Fluoreszenzlampe (Burner) U-RFL-T Olympus, Hamburg, D 

 

 

2.1.2. Verbrauchsmaterialien 

 

Tab. 3: Übersicht der verwendeten Verbrauchsmaterialien 

Pipettenspitzen  Gilson Eppendorf 

Pipetten 01-10µl; 100-1000µl Eppendorf, Hamburg, D 

Mikroskopdeck   

Eppendorf Tubes Microtubes 2ml Sarstedt Nümbrecht 
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2.1.3. Chemikalien und Pufferlösungen 

 

Tab. 4: Übersicht der eingesetzten Chemikalien und Pufferlösungen 

Ethanol  Sigma-Aldrich, München, D 

Destilliertes Wasser Aqua ad iniectabilia Braun, D 

Antibody Diluent Dako REAL™ Dako 

Xylol  Sigma-Aldrich, München, D 

DAPI ImmunoSelect® antifading 

mounting medium 

Dianova 

BSA Bovine Serum Albumin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

PBS Tabletten Phosphate buffered saline 

(Dulbecco A) 

Oxoid 

Eosinlösung mit Phloxin Eosin  Sigma-Aldrich, St. Louis 

Hämalaun Mayers Hämatoxylin Sigma-Aldrich, St. Louis 

 

 

2.1.4. Antikörper und Enzyme 

 

Tab. 5: Übersicht der verwendeten Antikörper zur Fluoreszenz-Markierung spezifischer 

Komponenten der EZM 

Anti-collagen I Polyclonal IgG rabbit Abcam 34710 

Anti-collagen IV Polyclonal IgG rabbit Abcam 6586 

Anti-collagen VI Polyclonal IgG rabbit Abcam 6588 

Anti-Laminin Polyclonal IgG rabbit Abcam 11575 
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2.1.5. Software und Bearbeitungsprogramme 

 

Tab. 6: eingesetzte Software und Bearbeitungsprogramme 

 cellSens Dimension Olympus, Hamburg, D 

 Microscope imaging 

software 

Olympus, Hamburg, D 

Auswertung, grafische 

Darstellung, Texte 

Microsoft Office Microsoft, Redmond, USA 

 

2.1.6. Verwendete Gewebeproben 

2.1.6.1. Herkunft der Proben 

Die zur histologischen, histomorphometrischen und immunohistochemischen 

Auswertung verwendeten Proben stammten aus Tierversuchen (Gz.: 55.2-1-54-

2532-130-11), die an der Hals-Nasen-Ohren Klinik und Poliklinik des Klinikums 

„Rechts-der-Isar“ der Technischen Universität München im Rahmen der 

Dissertation von Frau Judith Helena Mayer [105] durchgeführt wurden. Das 

zugrunde liegende Fettgewebe entstammte aus Mamma-Reduktionsplastiken 

weiblicher Patienten im Alter zwischen 20 und 32 Jahren. Die entnommenen 

Gewebeproben wurden nach vorheriger Einwilligung der Patientinnen in 

mehreren Stufen aufgearbeitet und schließlich die in den Geweben enthaltenen 

Präadipozyten isoliert.  

Nach Einbringung der Zellen in eine Polyurethan-Matrix als Trägergerüst 

wurden die resultierenden Konstrukte in verschiedene Gruppen eingeteilt und 

jede Gruppe einer unterschiedlichen Vorkultivierung unterzogen, bevor sie in 

die Versuchstiere implantiert wurden. Als Versuchstiere wurden athymische 

Nacktmäuse (Deletion im FOXN-1 Gen) der Firma Charles River aus Sulzfels 

verwendet. Da diese immunsupprimierten Tiere keine Immunreaktion gegen 

humanes Gewebe zeigen, ist eine Abstoßungsreaktion der Mäuse gegen 

allogenes Gewebe somit unterdrückt. Über einen gelegten Gefäßanschluss 

wurden die Konstrukte in vivo versorgt, so dass eine Gewebe-Neubildung 

gewährleistet werden konnte. 
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Die Proben wurden in die Nacktmäuse implantiert und nach einem Zeitraum 

von 1, 5, 12 und 24 Wochen diese Implantate aus den jeweils vier Gruppen a´ 3 

Mäusen gebildeten Populationen wieder explantiert und Dünnschnitte der 

neugebildeten Gewebe in Paraffin erstellt. Hierfür wurden die frisch 

explantierten Konstrukte in Formalin konserviert und nach Entwässerung in 

Paraffin eingebettet. Die Probenpräparation erfolgte mittels Mikrotom in 7 µm 

dicken Schnitten auf einen Objektträger mit nachfolgender Trocknung und 

Aufbewahrung der Proben bei Raumtemperatur. 

Zur weiteren histologischen und immunohistochemischen Untersuchung 

wurden aus den 4 Gruppen mit jeweils 3 Mausmodellen xy-Slides mit darauf 

befindlichen Schnitten genutzt. Von den Mikrotom-Schnitten der Gewebeproben 

wurden zur Auswertung die mittleren Segmente verwendet, um eventuelle 

„Randeffekte“, also Verfälschungen und Fehlinterpretationen durch die 

Gewebezusammensetzung aus den Rändern der Gewebeproben, die in 

Kontakt mit Mausgewebe standen, ausschließen zu können. 

 

2.1.6.2. Vorkultivierung der Proben 

Charakteristisch für das Versuchsdesign des in vivo Versuchs in den 

Nacktmäusen aus der Dissertation von Frau Mayer [105] war die 

unterschiedliche Vorkultivierung der Konstrukte. Die mit den ASC besiedelten 

Konstrukte wurden in Gruppen aufgeteilt und jeweils nach dem folgenden 

Schema vor der Implantation behandelt:  

 

Tab. 7: Auflistung der verschieden vorkultivierten Konstrukte der Gruppe 1 - 4 

Gruppe 
2 Tage 

Inkubation1 

Induktion2 

2 Tage 

Induktion 2Tage 

+ 7 Tage3 

Induktion 2Tage 

+ 33 Tage4 

1 X    

2 X X   

3 X X X  

4 X X  X 
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1: zweitägige Zellvermehrung der besiedelten Konstrukte im Brutschrank bei 

37°C in vitro 

2: Induktion der besiedelten Konstrukte zum Stopp der Proliferation und 

Einleitung der Reifung zu Adipozyten durch Verbleib zweier Tage im 

Brutschrank 

3: Induktion der besiedelten Konstrukte zum Stopp der Proliferation und 

Einleitung der Reifung zu Adipozyten für zwei Tage, Verbleib zusätzlicher 

sieben weiterer Tage in Differenzierungsmedium im Brutschrank zur Anregung 

der Adipogenese 

4: Induktion der besiedelten Konstrukte zum Stopp der Proliferation und 

Einleitung der Reifung zu Adipozyten für zwei Tage, Verbleib zusätzlicher 33 

weiterer Tage im Brutschrank in Differenzierungsmedium zur Anregung der 

Adipogenese. 

 

Die Induktion der Zellen zum Stopp der Proliferation erfolgte in der 

Vorgängerarbeit [105] mittels eines Induktionsmediums bestehend aus 500 ml 

α-MEM (Minimum Essential Medium Eagle), 5% FKS (Fetales Kälber-Serum), 

12 ml AA (Antibiotic/Antimykotic), 500 µl Insulin, 10,75 mg Indomethacin, 55,58 

mg IBMX (3-Isobutyl-1-methylxanthin) und 0,02 mg Hydrocortison. Das 

Differenzierungsmedium zur Anregung der Adipogenese bestand aus 500 ml α-

MEM, 5% FKS, 12 ml AA und 500 µl Insulin. 

Im Anschluss an die Implantierung und Kultivierung in vivo wurden die 

Konstrukte nach 1, 5, 12 und 24 Wochen aus den Mäusen explantiert und in der 

vorliegenden Arbeit nun histomorphometrisch und immunohistochemisch 

analysiert. 

 

 

 

 



Geräte, Instrumente, Materialien und Methoden 

19 

 

2.2. Methoden 

2.2.1. Histologische Untersuchung der Proben 

2.2.1.1. Hämalaun-Eosin (HE) Färbung auf Paraffinschnitten 

Die Hämalaun-Eosin Färbung wird analytisch verwendet, um verschiedene 

Gewebestrukturen einer Probe im mikroskopischen Bild durch zwei 

unterschiedlich selektiv wirkende Farbstoffe darstellen zu können. Während 

„Hämalaun“ alle basisch zugänglichen Strukturen anfärbt, wie z.B. Zellkerne mit 

den darin enthaltenden Desoxyribonukleinsäuren, bindet das Eosin 

vorzugsweise an sauer zugängliche Zellkomponenten, wie z.B. den Kollagenen 

[117]. 

Bei dieser Färbung wurden die bereits aus der Vorgängerarbeit [105] 

vorliegenden xy-Slides verwendet. Die gefärbten Gewebe-Dünnschnitte dienten 

anschließend als Basis für eine quantitative Auswertung mittels 

Histomorphometrie der Proben hinsichtlich der Adipogenese in den Konstrukten 

nach den verschiedenen Arten der Vorkultivierung und den jeweiligen 

Zeiträumen in vivo. 

Die für die Hämalaun-Eosin-Färbung verwendeten Schnitte stammten aus der 

Probenmitte des jeweiligen von einer Maus entnommenen Gewebes um 

bessere Ergebnisse zu erhalten und Verfälschungen durch Randschnitte 

möglichst gering zu halten. So wurde beispielsweise von der Gruppe 3 aus 

Woche 24 der von 1-20 nummerierten Objektträgern mit Gewebeproben der 

Maus 1 eine in der Mitte befindliche Probe (Nummer 14) für die HE-Färbung 

verwendet. 

Da die Gewebeproben nach der Explantation zur Konservierung in Paraffin 

eingebettet wurden, musste dieses zunächst durch ein „Entparaffinisierungs-

Protokoll“ entfernt werden. Dabei wurde das Paraffin durch ein organisches 

Lösungsmittel gelöst und anschließend in einer absteigenden Ethanol-

Konzentration in Wasser die Probe wieder hydrophil eingestellt, um sie der 

späteren Einfärbe-Prozedur zugänglich zu machen: 
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Tab. 8: Protokoll zur Entparaffinisierung mittels absteigender Alkoholreihe: 

Schritt Flüssigkeit Konzentration (%) Einwirkzeit 

1 Xylol 100 10 min 

2 EtOH 100 3 min 

3 EtOH/H20 80/20 3 min 

4 EtOH/H20 70/30 3 min 

5 EtOH/H20 50/50 3 min 

6 Wasser (aqua ad 

iniectabilia) 

100 3 min 

 

Nach dieser Probenvorbereitung erfolgte die zweistufige Gewebefärbung mit 

Hämalaun und Eosin. Diese Färbung wurde nach dem folgenden Protokoll 

durchgeführt: 

 

Tab. 9: Protokoll zur zweistufigen HE-Anfärbung 

Schritt  Flüssigkeit Einwirkzeit 

1 Färbung Zellkerne Hämalaun 3-5 min 

2 Bläuen der Zellstrukturen Kaltes Wasser 10 min 

3 Färbung Zellkomponenten Eosin 2 min 

4 Entfernen Farblösung Dest. Wasser 1 min 

 

Nach dem Einfärben wurden die Proben zur weiteren Untersuchung wieder 

„entwässert“, indem in einer aufsteigenden Alkoholkonzentration und 

darauffolgender Spülung mit Xylol die Probe hydrophobisiert und anschließend 

abgedeckt wurde, um eine Konservierung zu erreichen. 

Zum Entwässern und Konservieren wurden die Proben nach dem folgenden 

Protokoll behandelt: 
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Tab. 10: Protokoll zur Entwässerung und zum Konservieren der Proben 

Schritt Flüssigkeit Konzentration (%) Einwirkzeit 

1 EtOH/H20 50/50 3 min 

2 EtOH/H20 70/30 3 min 

3 EtOH/H20 80/20 3 min 

4 EtOH/H20 100 3 min 

5 Xylol 100 15 min 

6 Entellan/Deckglas   

 

Die Dünnschnitte wurden zum Ende des Protokolls kurz getrocknet und 

daraufhin im letzten Schritt (6) mit Entellan und einem Deckglas eingedeckt. 

 

2.2.2 Immunohistochemische Auswertung wichtiger Bestandteile der 

extrazellulären Matrix 

2.2.2.1 EZM-Antikörperfärbung auf Paraffinschnitten mit Pepsin-Verdau 

Mittels der verwendeten Antikörperfärbung können spezifisch die zu 

untersuchenden Zellbestandteile sichtbar gemacht werden. Die in dieser Arbeit 

verwendeten Antikörper binden jeweils an die unterschiedlichen Kollagen-

Typen I, IV und VI der extrazellulären Matrix sowie an Laminin an. Somit kann 

der unterschiedliche Gehalt dieser Zellkomponenten in den verschiedenen 

Konstrukten optisch sichtbar gemacht werden.  

Die Proben auf den xy-Slides pro Maus einer bestimmten Gruppe und den 

entsprechenden Wochen in vivo bestanden zumeist aus 6 Einzeldünnschnitten 

des explantierten Gewebes. Diese Proben wurden dann zur 

immunohistochemischen Anfärbung in zwei Hälften aufgeteilt, so dass jeweils 3 

Schnitte eines Slides spezifisch mit dem jeweiligen Antikörper behandelt 

wurden, somit z.B. die linke Seite auf Laminin und die rechte Seite auf Kollagen 

IV markiert wurden. Um eine möglichst wenig durch Vorüberlegungen 

beeinflusste Vorgehensweise und Auswertung gewährleisten zu können, 
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wurden die Slides in einer völlig zufälligen Reihenfolge der Mäuse, jeweiligen 

Gruppe und in vivo Zeiten genommen und mit der jeweiligen Antikörperlösung 

behandelt. In der Abfolge der Slides einer spezifischen Maus wurden, nachdem 

zunächst auf Kollagen IV und Laminin getestet wurde, die unmittelbar 

darauffolgenden, nummerierten Objektträger dann links auf Kollagen VI und 

rechts auf Kollagen I getestet, so dass die Resultate immer aus dem jeweils 

gleichen Gewebeabschnitt ermittelt werden konnten. 

Zur immunohistochemischen Analyse der Extrazellulär-Matrix mittels 

spezifischer Färbung unter Einsatz von Antikörpern wurde nach dem Protokoll 

der Hämalaun-Färbung (Tab. 8) in mehreren Prozessschritten gefärbt (Prozess 

1). Der Prozess 2 ist das Antigen-Retrieval mit Pepsin-Verdau. Dazu wurden 

die Schnitte (jeweils 3 Schnitte pro Slide) mit einem Fettstift umrandet, damit 

während des Bearbeitungs- bzw. Färbeprozesses die exakte, applizierte Menge 

der jeweiligen Lösung auf der Probe konzentriert blieb. 

Zunächst wurde jeweils 500µl Digest All 3 auf jeden Dünnschnitt pipettiert. Es 

folgte eine 10-minütige Inkubation der Slides in einer Klimakammer unter 

Luftfeuchte bei 37°C. Anschließend wurden die Proben zweimal für jeweils 3 

min mit PBS gewaschen. Zur Antikörperfärbung erfolgte zunächst ein 20-

minütiges Blockieren der Schnitte in einer 1%igen BSA-PBS Lösung, welche 

zuvor frisch aus PBS und dem exakt abgemessenen, bovinen Albumin-Pulver 

hergestellt wurde. Dann wurde der Primärantikörper, entweder Anti-Kollagen I, 

Anti-Kollagen IV, Anti-Kollagen VI oder Anti-Laminin, welcher vorher mit 

Antibody Diluent angesetzt und verdünnt wurde, auf die Proben aufgebracht. 

Insgesamt wurde jeder Probenschnitt mit 100µl der Antikörperlösung benetzt. 

Das Mischungsverhältnis der Antikörper-Lösung im Verhältnis des jeweiligen 

Antikörpers zu der zu detektierenden EZM-Komponenten variierte dabei je nach 

Antikörpertyp. Dabei lag die Verdünnung der Antikörperlösung mit Antibody 

Diluent bei Kollagen IV sowie Laminin bei 1:400. Das Mischungsverhältnis der 

Antikörperlösung mit Antibody Diluent entsprach bei Kollagen I 1:800 und bei 

Kollagen VI 1:1250. Danach erfolgte die Inkubation der Schnitte über Nacht in 

einer Klimakammer unter Luftfeuchte bei Raumtemperatur. 
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Am darauffolgenden Tag wurden die Slides dann jeweils zunächst dreimal für je 

2 Minuten in PBS gewaschen. Daraufhin fand die Benetzung mit jeweils 200µl 

der zuvor hergestellten Sekundär-Antikörperlösung mit Sekundär-Antikörper 

Typ Cy3 pro Probenschnitt statt. Der Sekundär-Antikörper wurde dabei, wie 

zuvor die Primär-Antikörper, mit Antibody Diluent in einem Mischungsverhältnis 

1:400 verdünnt. Dann wurden die Proben für etwa 60 Minuten bei 

Raumtemperatur im Dunkeln gelagert. Bevor die Schnitte mit der 

fluoreszierenden Substanz „DAPI Mounting Medium“ eingedeckt werden 

konnten, mussten diese noch in einem abgedunkelten Gefäß dreimal für je 2 

Minuten in PBS gewaschen werden. Nach dem Aufbringen des DAPI auf die 

Objektträger wurden diese im direkten Anschluss unter Lichtausschluss unter 

dem Mikroskop begutachtet und zur weiteren histologischen Auswertung 

fotografiert. 

 

2.2.2.2. Fluoreszenz-Mikroskopie 

Zur Analyse und der Dokumentation wurde ein Olympus Typ BX51 

Lichtmikroskop und eine daran angeschlossene DP71 Digitalkamera (Olympus, 

Hamburg) zur fotografischen Darstellung verwendet. Für die fluoreszierende 

Darstellung musste zusätzlich noch eine Fluoreszenzlampe, der sogenannte 

„Brenner“ vom Typ Olympus U-RFL-T, eine Xenon-Quecksilber Dampflampe, 

zugeschaltet werden. 

Die Belichtungszeit wurde dabei möglichst niedrig gehalten. Mit einem 

geeigneten Bilddarstellungs- und Bildbearbeitungsprogramm, der „cellSens 

Dimension Software“, wurden bei 10- und 20-facher Vergrößerung mit einem 

selektiven Fluoreszenzfilter für DAPI die gefärbten Schnitte untersucht. Die 

Bildaufnahme erfolgte in 2 Kanälen, wovon der erste Kanal das DAPI mit einer 

Emissionswellenlänge von 455nm und die zweite Ebene (TRITC) den 

Sekundär-Antikörper Cy3 bei einer Emissionswellenlänge von 580nm darstellt. 

Zum Abfotografieren der Proben wurde bei 10-facher Vergrößerung die 

Belichtungszeit im ersten Kanal auf 50ms und im zweiten Kanal auf 800,4ms 
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eingestellt. Bei 20-facher Vergrößerung fand die Analyse im Kanal 1 bei 100ms 

und im Kanal 2 wieder bei 800,4ms statt. 

Damit die Darstellung der untersuchten extrazellulären Bestandteile des 

gebildeten Fettgewebes durch am Probenrand befindliches Mausfettgewebe 

möglichst unverfälscht blieb, wurde beim Fotografieren und Abspeichern der 

Bilder, das Konstrukt in vier Bereiche geteilt, wovon jeder Bereich mit einer 1 

als „Randbereich“ und mit einer 2 als „Konstrukt-Mitte“ nummeriert wurde. So 

konnte eine relativ exakte Zuordnung der fluoreszierenden Gebiete im 

Schnittgewebe gewährleistet werden. 

 

2.2.3. Mikroskopische Untersuchung der HE-gefärbten Probenschnitte 

Zur Zelldarstellung und Zelldokumentation wurde wieder die cellSens Software 

und das BX51 Lichtmikroskop, sowie die am Mikroskop angeschlossene 

Digitalkamera DP71 verwendet. Fotografiert wurde dabei in 4-,10- und 20-

facher Vergrößerung nach dem gleichen Einteilungsschema wie zuvor bei den 

Fluoreszenzaufnahmen. 

Des Weiteren wurden zur übersichtlicheren Darstellung sogenannte „MIAs“ 

erstellt. MIA steht für „Multiple Image Alignment“, das dazu dient, einzelne 

Bildausschnitte einer Mikroskop-Aufnahme zu einer „Panorama“-Aufnahme 

zusammenzufügen und auswerten zu können. In dieser Arbeit wurde durch 

Fotografieren und anschließender Zusammensetzung von Einzelbildern bei 4-

facher Vergrößerung das gesamte Konstrukt dargestellt. Die erhaltenen Bilder 

wurden im Anschluss noch mit einem speziellen Programm in Kontrast und 

Helligkeit bearbeitet. Im sogenannten „Makromanager“ wurden dabei die 

Helligkeit auf 45 und der Kontrast auf 55 eingestellt. 

Die zuvor in 4- und 10-facher Vergrößerung aufgenommenen Einzelbilder 

wurden ebenfalls mit derselben Software bearbeitet, wobei die Helligkeit bei 

beiden Vergrößerungen auf 45 gestellt wurde, der Kontrast allerdings bei 10-

facher Vergrößerung auf 65 und bei 4-facher Vergrößerung auf 55 festgelegt 

wurde. In dieser Weise wurden alle Fotografien identisch bearbeitet. Insgesamt 
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wurde für alle Bilder zum Schluss noch eine Schärfe von 25 eingestellt und 

diese dann zur Verwendung in einer png-Datei abgespeichert. 

 

2.2.4. Histomorphometrie 

In der Vorgängerarbeit von Frau H. Mayer [105] erfolgte eine quantitative 

Auswertung der Adipogenese in den verschiedenen Gruppen und nach den 

unterschiedlichen Zeitpunkten der Explantation aus dem Mausmodell. Zur 

Differenzierung der sich bildenden bzw. der gebildeten Adipozyten nach reifen 

und unreifen Zellen wurde daher nun in dieser Arbeit die Größe der 

vorhandenen Adipozyten analysiert und das Verhältnis zwischen den größeren, 

reifen und den kleineren, unreifen Zellen in den verschiedenen Gruppen nach 

den jeweiligen Verbleibszeiten in den Mäusen untersucht, da die unreifen 

Adipozyten in der Vorgängerarbeit nicht erfasst wurden. Dazu wurde der 

Größenunterschied zwischen den sich erst entwickelnden, noch unreifen 

Adipozyten (Durchmesser < 20µm) und den reifen Adipozyten (Durchmesser > 

20 µm) zur Analyse genutzt, um die jeweilige Zahl an Zellen pro Fläche 

bestimmen zu können. 

Um eine statistische Auswertung der gezählten Adipozyten im Verhältnis zur 

Konstrukt-Fläche erstellen zu können, musste zunächst die Probengröße 

ermittelt und berechnet werden. Die Messung erfolgte wieder mit der cellSens 

Software und einem sogenannten Polygon-Tool. Dabei wurde mit den zuvor 

angefertigten MIA-Aufnahmen der HE-gefärbten Proben die auszuwertende 

Fläche unter dem Mikroskop mittels einer umgebenden Linien-Kontur des 

Polygon-Tools so exakt wie möglich eingegrenzt. In der nachfolgenden Abb. 4 

wird exemplarisch für einen Gewebe-Dünnschnitt die Vorgehensweise gezeigt. 

Es ist außen die dünne, braune Umrandung der Probe zu erkennen, die mit 

dem Polygon-Tool erzeugt wurde, um die betrachtete Fläche festlegen zu 

können. 
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Abb. 4: Exemplarische Darstellung der Ermittlung der Probenfläche unter Nutzung des Polygon-

Tools. Die Gesamtfläche resultiert nach Eingrenzung der Probe mittels aneinander gefügter 

Linien 

 

Damit die tatsächliche Zahl der Adipozyten ermittelt und so eine Verfälschung 

durch am Rand der Probenschnitte befindliches Fettgewebe, das aus 

eingewanderten Fettzellen der Versuchstiere bestehen könnte, ausgeschlossen 

werden konnte, wurde das Konstrukt entlang des deutlich zu erkennenden 

Polyurethan-Gerüsts begrenzt und randständiges Fettgewebe händisch aus der 

Auswertung ausgeschlossen. Abb. 5 zeigt in Vergrößerung exemplarisch das 

Resultat der Vorgehensweise, bei der randständige Adipozyten entsprechend 

der markierten Fläche aus der Auswertung ausgeschlossen wurden. 
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Abb. 5: Ausschluss von randständigem Fettgewebe (rechter Bildrand) aus der Auswertung zur 

Vermeidung einer Ergebnisverfälschung durch Fettzellen der Versuchstiere außerhalb der 

betrachteten Gewebeprobe 

 

Für jedes MIA ergab sich somit eine durch das Programm berechnete 

Pixelfläche, die dann noch in Bezug zum Maßstab in eine mm² Fläche 

umgerechnet werden musste. So ergab sich, dass 100µm 158pixel entsprachen 

(0,4mm² = 1.000.000p). Im nächsten Schritt wurden dann die einzelnen 

Adipozyten im Konstrukt ermittelt. 

Dazu wurden für jedes Konstrukt zunächst in einem Rasterschema in 10-facher 

Vergrößerung einzelne HE-Bilder aufgenommen. Mit einem speziellen 

Programm, dem sogenannten „Image J“, wurden dann alle Bilder geöffnet und 
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alle sichtbaren Adipozyten markiert, gezählt sowie ihr Durchmesser bestimmt. 

Hierzu wurde eine Gerade durch den größten Durchmesser der jeweiligen Zelle 

gezogen und über ein „measure“-Tool im Programm die zugehörige Pixelzahl 

ermittelt. Zunächst wurde dabei für jede Gruppe und jede Woche die gesamte 

detektierbare Zahl an Zellen ermittelt, wobei sowohl unreife als auch reife 

Adipozyten mit einbezogen wurden, um einen gesamten Überblick zu erhalten. 

Des Weiteren wurde dann eine Größe in Pixel ermittelt, die nur die „reifen 

Adipozyten“, welche größer als 20µm definiert wurden, erfasste. Damit wurden 

dann „unreife Adipozyten“ (<20µm) nicht mehr berücksichtigt. Aus den 

ermittelten Zellzahlen der beiden verschiedenen Größenklassen kleiner und 

größer 20µm sowie der hierzu herangezogenen Fläche konnten die Zellzahlen 

pro Fläche für die beiden Zellgrößen ermittelt werden. 

 

2.2.5. Statistische Auswertung 

Alle quantitativen Resultate sind in den Grafiken als Mittelwerte mit den 

errechneten Standardabweichungen aus den jeweiligen Einzelwerten 

dargestellt. Die statistische Signifikanz wurde mittels statistischer Analyse (two-

way ANOVA, analysis of variance) untersucht, gefolgt von einem Bonferroni-

Test zur Ermittlung der statistischen Aussagekraft der Messreihen 

untereinander.  

Mittels eines definierten Signifikanz-Niveaus p wurde analysiert, ob der 

ermittelte Unterschied statistisch signifikant ist oder nicht. Das statistische 

Signifikanzniveau wurde in der Auswertung auf einen Wert p < 0,05 festgelegt. 

Die statistische Analyse erfolgte unter Nutzung der GraphPad Prism 6 Statistik 

Software, die im Internet als Freeware Programm genutzt werden kann.  
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3. Ergebnisse 

 

Die Analyse und Auswertung der zur Verfügung stehenden Paraffin-

Dünnschnitte erfolgte in drei Schritten. Zunächst wurde mittels einer Hämalaun-

Eosin Färbung eine bildgebende Darstellung des sich entwickelnden 

Fettgewebes erzeugt und unter dem Mikroskop der zeitliche Verlauf der 

zunehmenden Bildung von reifen Adipozyten aus den unreifen Adipozyten 

untersucht. Auf Basis der Resultate konnten in Schritt zwei durch 

Histomorphometrie an den Gewebeproben die jeweiligen Zellzahlen extrahiert 

und quantitativ erfasst werden, wobei mittels Größendifferenzierung nach Zellen 

mit Durchmessern kleiner 20µm und Zellen mit größeren Durchmessern 

zwischen unreifen und reifenden bzw. ausgereiften Adipozyten unterschieden 

wurde.  

Die Auswertung erfolgte durch Darstellung der Zellzahlen der jeweiligen 

Spezies in Anzahl an Zellen pro Fläche sowohl als Gesamtzellzahl als auch 

spezifisch für die jeweiligen Zellgrößen pro Gruppe nach den unterschiedlichen 

Reifungszeiten in vivo. In Schritt drei wurde durch eine immunohistochemische 

Analyse mittels Fluoreszenzmarkierung die Exprimierung von verschiedenen 

Bestandteilen der extrazellulären Matrix untersucht. Die dabei eingesetzten 

Antikörper mit Fluoreszenzmarker waren spezifisch zur Markierung von 

Kollagen I, Kollagen IV, Kollagen VI und Laminin ausgewählt worden. Dadurch 

sollte die Entwicklung der Extrazellulärmatrix in den sich entwickelnden 

Geweben dargestellt und dabei untersucht werden, inwieweit sich die 

Ausbildung fettspezifischer Komponenten der EZM mit der Entwicklung reifer 

Adipozyten korrelieren lässt. 
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3.1. Ergebnisse der Hämalaun-Eosin (HE) Färbung 

Die Entwicklung des Fettgewebes stellte sich dabei in einer unterschiedlichen 

Intensität dar, je nachdem welche Vorkultivierung die auf einer Trägermatrix aus 

Polyurethan (PU) aufgebrachten Präadipozyten vor ihrer Implantierung in das 

Mausmodell erfahren hatten. Dazu dienten die von Frau H. Mayer in ihrer 

Dissertation hergestellten Gewebeproben [105] auf den Objektträgern. 

Auf den nach dem Standard-Protokoll gefärbten HE-Bildern stellen sich 

folgende Strukturen typischerweise dar. Angeschnittene Gefäßstrukturen, wie 

beispielsweise die im Mausmodell zwischen den mit Präadipozyten beimpften 

PU-Konstrukten angeschlossene V. oder A. femoralis, lassen sich deutlich 

durch die gröberen Strukturen und den im großen Lumen befindlichen 

Erythrozyten erkennen, die in der Mikroskop-Aufnahme rötlich und ohne blau 

gefärbte Zellkerne erscheinen. Daneben sieht man insbesondere in den 

gefärbten Proben aus Woche 12 bzw. Woche 24 ein faserartig ausgebildetes 

Bindegewebe, welches sich zwischen den anderen Gewebsstrukturen gebildet 

hat. Ebenso lassen sich kleinere durch Neoangiogenese neugebildete 

Gefäßstrukturen unterscheiden. Wichtig war es, in den verschiedenen Gruppen 

entsprechend ihrer Vorkultivierung und den zu unterschiedlichen Wochen aus 

den Mäusen explantierten Proben, die Entwicklung und Lokalisation der reifen 

Adipozyten anhand von HE-Bildern festzustellen. 

Unreife lassen sich von reifen Adipozyten dabei durch ein weitaus kleineres 

Lumen sowie einer eher kugelförmigen Struktur mit einem in der Mitte 

befindlichen und durch die Eosin-Behandlung blaugefärbten Zellkern 

unterscheiden, während Fettgewebe aus reifen Adipozyten vor allem durch die 

typische, Vakuolen-reiche Struktur erkennbar ist. Durch das lipidreiche 

Zytoplasma, welches nicht an die farbgebenden Moleküle bindet, erscheinen 

die Fettzellen wie eine große leere Vakuole siegelringförmig, mit einem typisch 

an die Zellmembranseite gedrückten, bläulichen Zellkern.  
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Abb. 6: HE-Anfärbungen von Gewebe-Dünnschnitten exemplarisch anhand von Konstrukten 

der Gruppe 2 nach 5, 12 und 24 Wochen. Es ist auch in der Vergrößerung vorwiegend faser- 

und netzartiges Bindegewebe zu erkennen. Dagegen liegen wenige, vereinzelte Adipozyten 

vor. Für eine erfolgreiche Adipogenese ist allerdings kein Anhaltspunkt vorhanden.  

 

Auf den Bildern in Abb. 6 wurden exemplarisch in verschiedenen Bild-

Vergrößerungen die Entwicklung von Bindegewebe durch Neovaskularisation 

vor allem im zentralen Teil des Konstrukts, hier beispielhaft anhand der Gruppe 

2 in Woche 5, 12 sowie 24, dargestellt, um eine eventuelle Adipogenese 

sichtbar zu machen. In Woche 5 ist vor allem noch ein Großteil der 

Polyurethan-Struktur sowie die in Fibrin eingebetteten Zellen zu erkennen. In 

Woche 12 hat sich vor allem in den Randbezirken Endothel- und Fibroblasten-

reiches Bindegewebe entwickelt. Im mittleren Bereich erkennt man immer mehr 

eine Umwandlung bzw. eine Reduktion der Fibrinkleber-Strukturen hin zu einem 
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Umbau in faserreiches Bindegewebe. Eine deutlich detektierbare Entwicklung 

von unreifen hin zu reifen Adipozyten ist dagegen kaum vorhanden. In Woche 

24 hat im zentralen Bereich des Scaffolds vereinzelt eine Entwicklung von 

unreifen zu reifen Adipozyten stattgefunden. Eine großflächig verteilte Struktur 

eines durch Adipogenese entstandenen Fettgewebes ist jedoch eher an 

Randstellen zu sehen und kommt daher sehr wahrscheinlich vom Versuchstier. 

Analoge mikroskopische Ergebnisse zeigten sich in dieser Art auch in Gruppe 1 

und Gruppe 3. 

Abb. 7 zeigt nun im Unterschied Gruppe 4 nach 1, 5, 12 und 24 Wochen. In 

dieser Gruppe fand vor Implantation der Konstrukte in die jeweiligen 

Nacktmäuse zur Vorkultivierung, neben einer zweitägigen Inkubation und 

Induktion, noch eine anschließende 33-tägige Differenzierung der Proben statt. 

 

Abb. 7: HE-Anfärbungen von Gewebe-Dünnschnitten aus Gruppe 4 nach 1, 5, 12 und 24 

Wochen. Während in den ersten Wochen noch kaum eine Reifung der unreifen zu reifen 

Adipozyten erkennbar ist, ist nach 24 Wochen eine deutliche Adipogenese in den Proben 

sichtbar 
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Anhand Abb. 7 ist in Woche 5, ähnlich wie in den Gruppen 1 bis 3, ein 

allmählicher Umbau des Konstrukts zu erkennen. In Woche 12 nimmt dieser 

noch deutlich hinsichtlich der Bildung von Bindegewebe und einer Angiogenese 

zu. Auch lassen sich bereits einzelne Adipozyten in zentralen Teilen des 

Schnittes feststellen. In Woche 24 kann nun eine deutliche Adipogenese 

beobachtet werden, welche sich homogen im gesamten Konstrukt verteilt. 

Dabei zeigen sich, wie in Abb. 8 dargestellt, sowohl in der von Maus 1, als auch 

der von Maus 2 und Maus 3 entnommenen Probe vergleichbare Ergebnisse, 

womit sich dieses Resultat als charakteristisch für Gruppe 4 darstellt.  

 

Abb. 8: Gewebe-Dünnschnitte nach HE-Anfärbung aus den verschiedenen Mäusen mit 

Konstrukten der Gruppe 4 nach einer Reifung in vivo nach 24 Wochen. Es ist in allen Proben, 

insbesondere aber in denen aus Maus 2 und 3, eine deutliche Adipogenese unter Bildung von 

reifen Adipozyten sichtbar 
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Dies konnte reproduzierbar in allen für die Färbeprozesse herangezogenen 

Paraffin-Dünnschnitte der Gewebeproben aus Gruppe 4 nach einem Verbleib 

von 24 Wochen ermittelt werden. 

 

3.2.  Histomorphometrie der Gewebeproben, Analyse der Bildung von 

Adipozyten 

Ein Ziel dieser Arbeit war mit den gewählten Methoden und Auswertungen 

quantitativ zu ermitteln, inwieweit sich die Zellen innerhalb der verschiedenen 

Gruppen nach den verschiedenen Zeiträumen der Kultivierung in vivo entwickelt 

haben. Anders als in der Vorgängerarbeit von Frau H. Mayer [105] wurden hier 

nun alle adipogenen Zellen in die Auswertung mit einbezogen. Demnach lag ein 

Hauptaugenmerk darauf, ob und wie sich auch unreife Adipozyten in den 

unterschiedlichen Konstrukten in ihrer Anzahl entwickelt haben und ob sich 

demzufolge eine Tendenz hinsichtlich der Bildung von Fettgewebe bzw. reifer 

Adipozyten für die Gruppen 1-3 zu einem noch späteren Zeitpunkt als in Woche 

24 erwarten lässt. 

Dazu wurden für die quantitative Auswertung jeweils die einzelnen HE-

gefärbten Bilder herangezogen. Es wurden dabei neben den typischen reifen 

Adipozyten, die sich durch den an den Rand gedrängten Zellkern gut erkennen 

ließen, auch die unreifen Adipozyten mit einem in der Mitte befindlichen, violett 

gefärbten Zellkern gezählt. Dadurch konnte eine durchschnittliche Zellzahl an 

Adipozyten aller 4 Gruppen nach den entsprechenden Wochen in vivo ermittelt 

und grafisch dargestellt werden. Daneben war aber auch zu analysieren, wie 

viel Anteil an dieser Gesamtzellzahl die schon reifen Adipozyten haben und wie 

das Verhältnis zu unreifen Adipozyten ist. Demzufolge ergaben sich zwei 

weitere Grafiken, welche einerseits die durchschnittliche Zellzahl der Zellen 

kleiner 20µm und andererseits größer 20µm für die jeweiligen Gruppen in den 

Wochen 5, 12 und 24 abbilden.  

Aus den Gewebeproben der Mäuse nach der Kultivierung in einer Zeitdauer von 

5, 12 und 24 Wochen lassen sich mit den zugehörigen Flächenmaßen die 

Zellzahlen der jeweiligen Zellgrößen pro Fläche berechnen. Aus den 
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resultierenden Zellzahlen der einzelnen Mäuse einer Gruppe nach der 

Kultivierungszeit ergibt sich jeweils ein Mittelwert sowie die zugehörige 

Standardabweichung. Diese Werte wurden dann in der Folge zur Erstellung der 

Diagramme für die Zellzahlen pro Zellgröße sowie der gesamten Zellzahl 

herangezogen und die Standardabweichungen als Fehlerbalken in die 

Balkendiagramme eingefügt. Dazu wurden im Diagramm auch die Resultate der 

statistischen Auswertung angegeben. 

 

Abb. 9: Darstellung der durchschnittlichen Gesamtzahl an Adipozyten pro Gruppe, gemittelt 

über alle Gewebeproben der jeweiligen Mäuse nach den verschiedenen Kultivierungszeiten in 

vivo. Die absolut höchste Zellzahl für die jeweilige Anzahl an Wochen haben die Proben aus 

Gruppe 4. * Statistisch signifikanter Unterschied aus der unterschiedlichen Verbleibszeit in vivo 

(Woche 5 bis 24) der Konstrukte für G4 (p<0,05).  statistisch signifikanter Unterschied für 

Woche 24 aus der unterschiedlichen Vorkultivierung der Proben für G4 im Vergleich zu den 

anderen Gruppen (p<0,05). 
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Betrachtet man zunächst die Darstellung aller gezählten, adipogenen Zellen, so 

fällt der Verlauf vor allem für Gruppe 4 auf. Bereits in Woche 5 zeigt sich die 

relativ höchste Zellzahl im Vergleich zu den anderen Proben aus den Gruppen 

1 – 3. Die absolut höchste Zellzahl in der Gruppe 4 ist nach 24 Wochen zu 

erkennen. Während in den Gruppen 2 und 3 die Zellzahl insgesamt stagniert, 

steigt sie in Gruppe 1 etwas an, wobei in Woche 24 die höchste Zellzahl 

resultiert. In Gruppe 1 lag für die Woche 5 leider kein Gewebestück vor, 

weswegen hier kein Wert angegeben werden konnte. Die Zellzahl in Woche 24 

ist für Gruppe 1 aber absolut betrachtet deutlich kleiner als die von Gruppe 4 

nach 24 Wochen. 

In der Varianzanalyse (two-way ANOVA) ergibt sich, dass die Verbleibszeit 

(Wochen 5, 12, 24) für G4 einen signifikanten Unterschied zeigt (p<0,05). Der 

Bonferroni-Test ergibt, dass bei einem Signifikanzniveau p < 0,05 nur die 

Ergebnisse für Woche 24 der Gruppe 4 im Vergleich zu den anderen Gruppen 

statistisch signifikant sind.  

Bei der Quantifizierung der Zellzahl an Adipozyten ist es wichtig, zwischen den 

Zellgrößen zu unterscheiden, da so die Analyse dann differenziert nach den 

deutlich kleineren unreifen Adipozyten (Zelldurchmesser <20µm) und den 

größeren reifen Adipozyten (Zelldurchmesser >20µm) vorgenommen werden 

kann. In der Folge wird zunächst die Zellzahl resultierend aus Zellen mit 

Durchmessern >20µm (reife Adipozyten) und dann die Zellzahl bestehend aus 

Zellen mit Durchmessern <20µm (unreife Adipozyten) dargestellt.  
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Abb. 10: Darstellung der durchschnittlichen Zellzahlen an Adipozyten der Gruppen 1 – 4 nach 5, 

12 und 24 Wochen resultierend aus Zellen mit Größen > 20µm, gemittelt über alle Mäuse pro 

Gruppe. Während in Gruppe 2 die Zellzahl stagniert und in den Gruppen 1 und 3 eventuell ein 

leichter Anstieg der Anzahl an großen Zellen zu erkennen ist, steigt die Zellzahl in Gruppe 4 in 

der Woche 24 deutlich an und erreicht relativ zu allen Proben die absolut höchste Zellzahl. * 

statistisch signifikanter Unterschied aus der unterschiedlichen Verbleibszeit in vivo der 

Konstrukte (p<0,05) für die Gruppen G3 und G4.  statistisch signifikanter Unterschied aus der 

unterschiedlichen Vorkultivierung der Proben in Woche 24 für G4 im Vergleich zu den anderen 

Gruppen (p<0,05). 

 

In Abbildung 10 wird deutlich erkennbar, dass der große Balken von W24 für 

Gruppe 4 der in Abbildung 9 ermittelten Gesamtzellzahl an Adipozyten 

hauptsächlich aus den reifen Adipozyten resultiert. Hier ist der Unterschied im 

Vergleich zu den anderen Gruppen für Woche 24 sehr auffällig. Die Zahl der 

Zellen größer als 20µm steigt im Laufe der Wochen auch bei Gruppe 3 etwas 

an. Gruppe 4 verzeichnet anfänglich in den Wochen 5 und 12 eine 

vergleichsweise geringe Anzahl ausdifferenzierter Adipozyten, was sich dann 
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allerdings in Woche 24 deutlich sichtbar ändert. Dabei ist auch die Differenz von 

Woche 12 zur 24. Woche vergleichsweise zu den übrigen Gruppen am größten. 

Die statistische Analyse (two-way ANOVA, Signifikanz-Niveau p < 0,05, Tabelle 

im Anhang) ergibt, dass es für die Gruppen 3 und 4 Unterschiede durch die 

Verbleibszeit (Wochen 5, 12, 24) der Konstrukte in vivo gibt. Diese 

Unterschiede sind statistisch signifikant, da die resultierenden Werte unter dem 

definierten Signifikanz-Niveau liegen. Dagegen zeigt der Bonferroni-Test, 

ebenfalls mit einem Signifikanzniveau von p < 0,05, dass auch hier nur beim 

Vergleich der Resultate für Woche 24 von Gruppe 4 mit jeweils den anderen 

Gruppen das gesetzte Signifikanz-Niveau erreicht wird. 

In der dritten grafischen Darstellung, welche die Resultate für die Zellzahlen 

kleiner 20µm zeigt, fällt optisch zunächst auf, dass in den Gruppen 2 und 4 - 

Gruppe 1 ist wie erwähnt ausgeschlossen, da in der Vorgängerarbeit die 

Proben der Woche 5 fehlten - der Anteil adipogener Zellen in Woche 5 relativ 

am höchsten ist und dann zurückgeht. 
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Abb. 11: Darstellung der durchschnittlichen Zellzahl an Adipozyten resultierend aus Zellen der 

Größe <20µm und damit von noch nicht ausgereiften Adipozyten. Für Gruppe 1 lag für Woche 5 

keine Probe vor. In den Gruppen 2 und 4 ist in Woche 5 eine vergleichsweise eine hohe Anzahl 

an unreifen Adipozyten erkennbar, während diese Zahl in Gruppe 3 über den 

Betrachtungszeitraum in etwa gleichbleibt. * statistisch signifikanter Unterschied nur aus der 

unterschiedlichen Verbleibszeit (Woche 5 gegenüber Woche 12 und 24) der Proben für G4 

(p<0,05). 

 

Die statistische Analyse (two-way ANOVA, Signifikanz-Niveau p < 0,05) zeigt 

hier allerdings, dass für die Zahl der unreifen Adipozyten der Vergleich der 

Gruppen nach den jeweiligen Wochen das Signifikanz-Niveau nicht erreicht. 

Nur für die Proben aus G4 resultiert für die Verbleibszeiten (Woche 5 

gegenüber den Wochen 12 und 24) in vivo ein Signifikanz-Niveau von p < 0,05. 
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3.3. Immunohistochemische Analyse der entstandenen Bestandteile der 

extrazellulären Matrix EZM bei der Adipogenese 

Ein weiteres Ziel der Arbeit war die qualitative immunohistochemische Analyse 

von typisch im Zuge der Adipogenese vorkommenden EZM-Proteinen, welche 

eine bedeutende Rolle bei der Differenzierung der Vorläuferzellen und Bildung 

von Fettgewebe spielen. Untersucht wurde hierbei der zeitliche und qualitative 

Verlauf der in der EZM vorkommenden Kollagene I, IV, VI sowie von Laminin in 

den einzelnen Gruppen 1-4. 

Der immunofluoreszierende Stoff DAPI bindet selektiv an die DNA-Strukturen 

im Zellkern, die dann im Mikroskop und in den Aufnahmen blau erscheinen. Es 

wurde jeweils wieder für alle Gruppen zu verschiedenen Zeitpunkten (Woche 1, 

Woche 5, Woche 12 und Woche 24) die Antikörper gegen die jeweiligen zu 

untersuchenden Marker (entweder Anti-Col I, Anti-Col VI, Anti-Col IV oder 

Laminin) benutzt, um eine immunfluoreszierende Rotfärbung der in den 

Strukturen befindlichen Proteine des jeweiligen Typs zu erzielen. 

 

3.3.1. Ausbildung von Kollagen I 

Da Kollagen I als Strukturprotein ein wichtiger Bestandteil der EZM u.a. von 

Fettgewebe ist, war die Aufgabe den zeitlichen sowie qualitativen Verlauf 

dessen Konzentration in den Gewebeschnitten zu untersuchen.  
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Abb. 12: Immunohistochemische Darstellung der Kollagen I spezifisch angefärbten 

Gewebeproben der verschiedenen Gruppen nach den unterschiedlichen Kultivierungszeiten in 

vivo. Deutlich ist in allen Gruppen anhand der Fluoreszenz der Anstieg an gebildetem Kollagen 

I bis zur Woche 12 zu erkennen, bevor die Konzentration in den Proben bis Woche 24 wieder 

etwas zurückgeht. Für Woche 5, Gruppe 1 lag keine Probe vor. 

 

Anders als bei den Proteinen, welche vornehmlich in der Basalmembran des 

Fettgewebes zu finden sind, kann bei Col I schon in Woche 1 eine erste rote 

Immunofluoreszenz detektiert werden, obwohl keine eindeutige Struktur zu 

erkennen ist, sondern es sich lediglich um diffus verteilte, einzelne punktförmige 

Signale handelt. In Woche 5 steigt die Fluoreszenz weiter an. Die gefärbten 

Abbildungen aus der nach 12 Wochen explantierten Proben zeigen dann einen 

signifikanten Zuwachs der Kollagen I spezifischen Fluoreszenz, so dass nun in 

allen 4 Gruppen ein Anstieg der Konzentration von Kollagen I sichtbar wird, da 

die Konstrukte jetzt intensiv rotgefärbt sind.  

Die Signalstärke ist dabei in allen Gruppen ähnlich, wobei vorwiegend 

faserartige Strukturen zu erkennen sind. Die immunohistochemisch gefärbten 
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Bilder der 24. Woche zeigen dann wieder einen leichten Abfall des Signals. 

Auffällig ist die hohe Zelldichte in den Konstrukten, die anhand der DAPI-

gefärbten Zellkerne zu erkennen ist. Adipogene Strukturen lassen sich dabei 

lediglich aufgrund der Anordnung der blau gefärbten Zellkerne erahnen. (z.B. 

Abb. Gr. 4, Woche 24).  

 

3.3.2. Ausbildung von Kollagen IV 

Nach der ersten Woche ist in allen gefärbten Schnitten lediglich eine 

immunfluoreszierende Blaufärbung anhand von Zellkernen durch die mit einem 

Fibrinkleber-Zellgemisch besiedelten Proben zu erkennen.  

 

Abb. 13: Immunohistochemische Darstellung der Kollagen IV spezifisch angefärbten 

Gewebeproben der verschiedenen Gruppen nach den unterschiedlichen Kultivierungszeiten in 

vivo. Es ist eine langsame Zunahme der Fluoreszenz in den Gruppen bis zur Woche 24 zu 

erkennen. In Woche 24 liegen dann insbesondere für G3 und G4 netzartige Strukturen vor. Für 

Woche 5, Gruppe 1 lag keine Probe vor. 
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In Abb. 13 (Col IV) erscheinen die zum Zeitpunkt der Woche 1 und 5 

histologisch untersuchten Proben allgemein in allen 4 Gruppen ähnlich 

signalschwach. Zwar kann man in Gruppe 2 im Vergleich zu den anderen 

Gruppen (wobei wie erwähnt die Analyse der Gruppe 1 aufgrund fehlender 

Proben aus Woche 5 ausgeschlossen werden musste) eine tendenziell stärkere 

Rotfärbung einzelner Strukturen verzeichnen, jedoch lässt sich insgesamt, 

verglichen mit den immunfluoreszierenden Darstellungen aus Woche 1, kein 

eindeutiger Signalzuwachs ermitteln. Auch Woche 12 ist hinsichtlich einer 

Zunahme der Signalstärke oder homogenen Verteilung einer Rotfärbung 

unauffällig.  

Erst in Woche 24 ist in den 4 Gruppen eine Zunahme des Signals erkennbar. 

Die Rotfärbung lässt zum Teil (Gruppe 3 und Gruppe 4) den strukturell 

typischen, netzartigen Aufbau für gebildetes Fettgewebe erkennen. 

Hervorzuheben sind hier eindeutig in der Abbildung Gruppe 3 und 4, welche 

durch die intensive rotleuchtende Färbung auffallen. In diesen Gruppen ist der 

zeitliche Verlauf ausgehend von Woche 1 bis hin zu Woche 24 optisch am 

deutlichsten hinsichtlich der Ausbildung einer netzartig strukturierten Verteilung 

von Kollagen IV.  

 

3.3.3. Ausbildung von Kollagen VI 

Bereits auf den gefärbten Abbildungen der nach einer Woche explantierten 

Konstrukten kann man ein vereinzeltes Vorhandensein von Kollagen VI 

erkennen, da sich erste diffus verteilte, rote Strukturen abzeichnen. 
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Abb. 14: Immunohistochemische Darstellung der Kollagen VI spezifisch angefärbten 

Gewebeproben der verschiedenen Gruppen nach den unterschiedlichen Kultivierungszeiten in 

vivo. Es ist deutlich ein zunehmender Anstieg der rot gefärbten Kollagen VI Einheiten zu 

erkennen. Während in Gruppe 2 eher faserartige Strukturen in Woche 24 sichtbar werden, sind 

insbesondere in den Gruppen 3 und 4 die Kollagen-Signale erkennbar netzartig verteilt. Für 

Woche 5, Gruppe 1 lag keine Probe vor. 

 

In Woche 5 wird die Verteilung dagegen homogener und deutlicher. Einzelne 

Bereiche erscheinen intensiv-rotleuchtend.  Besonders in Gruppe 2 und 3 kann 

man clusterartige Strukturen beobachten, also Anhäufungen von faserartigen 

Proteinen der EZM, an denen die Antikörper anbinden. Diese dichten Gebilde 

zeigen die Poren des Polyurethan-Scaffolds. Die Fotografien aus Woche 12 

zeigen (bis auf Gruppe 1) eine ähnliche, homogen verteilte Anordnung solcher 

Cluster. Allen voran sind die Gruppen 2 und 3 auffällig. Die Cluster wirken 

diesmal allerdings nicht mehr vereinzelt wie noch in Woche 5, sondern 

erscheinen faseriger bzw. feiner strukturiert. In Woche 24 fällt nochmals eine 

Steigerung der Immunofluoreszenz auf und es zeichnet sich auf den Bildern 
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eine Struktur der Adipozyten-Areale insbesondere für Gruppe 4, aber auch für 

Gruppe 3 ab. Zusammengefasst kann man also sagen, dass ab Woche 5 

deutlich ein erstes Vorkommen von Kollagen VI zu erkennen ist, welches über 

die weiteren Zeiträume stetig zunimmt.  

 

3.3.4. Bildung von Laminin 

Ein weiterer, zu untersuchender Bestandteil der Extrazellulärmatrix ist Laminin. 

Durch den Einsatz des Antikörpers „Anti-Laminin“, welcher speziell an Laminin 

bindet und dieses markiert, konnte durch eine immunofluoreszierende 

Rotfärbung die Ausbildung dieses Proteins während der Adipogenese unter 

dem Mikroskop detektiert und analysiert werden. 

 

Abb. 15: Immunohistochemische Darstellung der Laminin spezifisch angefärbten 

Gewebeproben der verschiedenen Gruppen nach den unterschiedlichen Kultivierungszeiten in 

vivo. Deutlich zu erkennen ist der Signalanstieg im Verlauf der Wochen 1 – 24 bei allen 

Gruppen. Während in Gruppe 4 und eingeschränkt in Gruppe 3 in Woche 24 eine deutlich 

ausgeprägte netzartige Struktur sichtbar wird, ist in den Gruppen 1 und 2 möglicherweise 
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vorzugsweise eine Anfärbung von Gefäß- oder Bindegewebsoberflächen erkennbar. Für Woche 

5, Gruppe 1 lag keine Probe vor. 

 

In allen 4 Gruppen sind in Abb. 15 die aufgenommenen Bilder aus Woche 1 

signalunauffällig. Man kann vereinzelt rote Punkte erkennen, die allerdings auch 

als zufällige Artefakte erscheinen könnten. Durch die Blaufärbung der Zellkerne, 

muss ein Gemisch an Zellen in allen Gruppen vorhanden sein. Ein leichter 

Anstieg der Immunofluoreszenz von Laminin kann in Woche 5 beobachtet 

werden. Allen voran ist dabei das Ergebnis aus Gruppe 2 am stärksten. Einen 

noch höheren Signalzuwachs verzeichnen die aus Woche 12 gefärbten Bilder. 

In allen 4 Gruppen ist eine deutliche Rotfärbung der Strukturen zu sehen. Hier 

sticht besonders Gruppe 1 hervor, wo Laminin als Bestandteil der EZM 

eindeutig sichtbar wird. Da Laminin als Bestandteil der Basalmembran sowohl 

von Adipozyten aber auch der von Blutgefäßen vorkommt, sind die gefunden 

Anfärbungen allerdings nur schwer einem dieser beiden Zelltypen fundiert 

zuzuordnen. 

Die Aufnahmen aller Gruppen aus Woche 24 zeigen, verglichen zur Woche 12, 

nochmals einen Anstieg der Immunofluoreszenz. Diese Beobachtung lässt sich 

vermutlich daher erklären, dass sich nach 24 Wochen, Bindegewebe und, wenn 

auch bis auf Gruppe 4 nur in vereinzelten Bereichen des jeweiligen Konstrukts 

der Gruppen, sich reife Adipozyten entwickelt und somit Fettgewebsareale 

entstanden sind. Somit ist insgesamt mehr extrazelluläre Matrix mit ihren 

Proteinen vorhanden. Besonders Gruppe 4 ragt hier mit seinem im Konstrukt 

homogen verteilten, adipogenen Gewebe stark hervor. Durch die leuchtende 

Rotfärbung wird die runde, siegelringförmige Struktur der Adipozyten gut 

darstellt.  

 

3.4. Darstellung der Fettgewebeentwicklung exemplarisch an Gruppe 4 

Vergleicht man alle Ergebnisse der immunohistochemischen Untersuchungen 

hinsichtlich des Vorkommens von Kollagen I, VI, IV sowie Laminin als zentrale 

Bestandteile der EZM für Gruppe 4 in Abhängigkeit von der Entwicklung der 
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Zellzahlen bezogen auf unreife (<20µm) und reife Adipozyten (>20µm), so 

können einige Resultate spezifisch für diese Gruppe herausgearbeitet werden. 

In Gruppe 4 war in der histomorphometrischen Auswertung eine Verringerung 

der Zellzahl der Zellen kleiner 20 µm in der Zeit der Kultivierung in vivo 

festzustellen, sowie ein starker Anstieg der Zellzahl resultierend aus reifen 

Adipozyten (Zellgröße > 20µm) in Woche 24. 

 

Abb. 16: Entwicklung der Zellzahlen in den Größenkategorien <20µm (unreife Adipozyten) und 

>20µm (reife Adipozyten) für Gruppe 4 nach verschiedenen Zeiträumen der Kultivierung in vivo. 

Während die Anzahl an unreifen Adipozyten im Laufe der Kultivierung in vivo kontinuierlich 

abnimmt, erreicht die Zahl der reifen Adipozyten, nach einem Minimum in Woche 12, ein 

absolutes Maximum in Woche 24 

 

Aus der histomorphometrischen Analyse der Entwicklung der Zellzahlen an 

Adipozyten für die Gruppe 4 ist zu erkennen, dass über den gesamten 

Betrachtungszeitraum in vivo eine abnehmende Anzahl an unreifen Adipozyten 

gefunden wird. Die Anzahl der gefundenen reifen Adipozyten ist in den Wochen 

5 und 12 zunächst noch niedrig, erreicht aber in Woche 24 einen sehr hohen 

Wert. Die Anzahl der gefundenen reifen Adipozyten in Woche 24 ist die höchste 

aller untersuchten Proben und bestätigt die Ergebnisse der Vorgängerarbeit von 

Frau H. Mayer [105]. 
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Abb. 17: Darstellung der zeitlichen Entwicklung der Komponenten der EZM (Col I, IV, VI und 

Laminin) für Gruppe 4. Zu erkennen ist hier eine Zunahme an Col I mit einem maximalen 

Fluoreszenzsignal in W12 und einem nachfolgenden Rückgang sowie eine Zunahme der 

Signale für Col VI und insbesondere von Laminin bis zur Woche 24. Die netzartigen Strukturen 

im Falle von Laminin und für Col IV sind besonders auffällig in Woche 24  

 

Aus der immunohistochemischen Analyse der Entwicklung von Komponenten 

der EZM über die Zeit der Kultivierung in vivo nimmt auch für Gruppe 4 das 

Faserprotein Col I zu, mit einem Maximum in Woche 12, bevor die 

Signalintensität in Woche 24 wieder zurückgeht. Charakteristisch für Gruppe 4 

ist die deutliche Ausprägung von netzartigen Strukturen im Falle des Laminins 

in Woche 24. Auch für die Kollagene IV und VI werden diese Strukturen 

sichtbar. Die starke Zunahme an reifen Adipozyten in Woche 24 scheint bei 

dieser Gruppe besonders in der Zunahme und der Struktur des sichtbar 

gemachten Laminin-Netzwerks seinen Ausdruck zu finden. 
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3.5.  Zusammenfassung der Ergebnisse für Woche 24 der Gruppen 1 - 4 

Die untersuchten Tissue Engineering Konstrukte aus der Vorgängerarbeit [105] 

verblieben maximal 24 Wochen in den Versuchstieren. Nachdem in den bislang 

dargestellten Ergebnissen der Vergleich nach den jeweiligen Verbleibszeiten in 

den Versuchstieren sowie der Gruppen untereinander dargestellt wurde, wird im 

Folgenden der Fokus auf die Situation am Ende der Kultivierung in vivo gelegt. 

In der Gegenüberstellung der Resultate aus der HE-Färbung und der 

immunohistochemischen Analyse lassen sich gegebenenfalls Rückschlüsse 

ziehen, die eine Prognose über einen weiteren Verlauf der Adipogenese in den 

Versuchstieren nach 24 Wochen ableiten lassen. Demzufolge werden die 

Ergebnisse der jeweiligen Gruppen nun gegenübergestellt. 

Die spezifischen Unterschiede in der Kultivierung der mit Präadipozyten in 

Fibrinkleber beimpften Konstrukte in der Vorgängerarbeit von Frau H. Mayer 

[105] bestanden in der Vorbehandlung der Konstrukte von Implantierung und 

Kultivierung in vivo. Die Präparate der Gruppe 1 wurden vor der Implantierung 

lediglich zwei Tage im Brutschrank kultiviert. 

Tab. 11: Vorbehandlung der Konstrukte aus Gruppe 1 

 Inkubation Induktion Differenzierung In vivo Zeit 

Gruppe 1 2 Tage - - 24 Wochen 
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Abb. 18: Übersichtsdarstellung der Resultate der HE-Anfärbung und der immunohisto-

chemischen Analyse der Komponenten der EZM (Col I, IV, VI und Laminin) für Gruppe 1 nach 

24 Wochen Kultivierung in vivo. 

 

In der Darstellung der Situation nach 24 Wochen der Gewebeproben aus 

Gruppe 1 lässt sich gut erkennen, dass im Wesentlichen faserartiges 

Bindegewebe entstanden ist, durchsetzt mit wenigen und einzelnen Adipozyten. 

Auch die immunohistochemische Analyse der EZM aus den Komponenten 

Kollagen I, IV, VI und aus Laminin zeigt eher faserartige Einheiten, bzw. 

Strukturen, die vermutlich aus gefärbten Oberflächen von nicht-adipogenem 

Gewebe resultieren. 

Die Konstrukte aus Gruppe 2 wurden nach ihrer Beimpfung zunächst zwei Tage 

im Brutschrank in vitro kultiviert, bevor eine Induktion erfolgte und die Proben 
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zum Start der Ausdifferenzierung der Präadipozyten zu Adipozyten dann vor 

Implantierung noch zwei Tage im Brutschrank verblieben. 

Tab. 12: Vorbehandlung der Konstrukte aus Gruppe 2 

 Inkubation Induktion Differenzierung In vivo Zeit 

Gruppe 2 2 Tage 2 Tage - 24 Wochen 

 

Abb. 19: Übersichtsdarstellung der Resultate der HE-Anfärbung und der immunohisto-

chemischen Analyse der Komponenten der EZM (Col I, IV, VI und Laminin) für Gruppe 2 nach 

24 Wochen Kultivierung in vivo. 

 

Auch im Falle von Gruppe 2 stellt sich in Woche 24 keine wesentliche 

Adipogenese dar. Die Strukturen sowohl der HE-Anfärbung als auch die 

Resultate der immunohistochemischen Analyse weisen beide auf das Vorliegen 

von im Wesentlichen faserartigen Bindegewebe hin. Hervorzuheben ist die 

starke Signalausprägung für Col VI, das ein Bestandteil von stromalem, 
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faserartigem Bindegewebe ist, und das in der Aufnahme besonders gut 

dargestellt wird.  

Die Konstrukte von Gruppe 3 wurden zunächst für zwei Tage inkubiert, dann 

erfolgte die Induktion und anschließend ließ man den Zellen noch sieben Tage 

Zeit für den Beginn einer Differenzierung in Richtung Adipogenese, bevor die 

Konstrukte in die Mäuse implantiert wurden.  

Tab. 13: Vorbehandlung der Konstrukte aus Gruppe 3 

 Inkubation Induktion Differenzierung In vivo Zeit 

Gruppe 3 2 Tage 2 Tage 7 Tage 24 Wochen 

 

Abb. 20: Übersichtsdarstellung der Resultate der HE-Anfärbung und der immunohisto-

chemischen Analyse der Komponenten der EZM (Col I, IV, VI und Laminin) für Gruppe 3 nach 

24 Wochen Kultivierung in vivo. 
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In der HE-Anfärbung zeigen sich bei diesen Proben im zentralen Bereich der 

Konstrukte vorwiegend bindegewebsartige Strukturen. In einigen Bereichen 

sind allerdings nach 24 Wochen auch reife Adipozyten zu erkennen.  

Unterschiede zu den Gruppen 1 und 2 zeigt die immunohistochemische 

Analyse der Gewebeproben. 

Während bei den Gruppen 1 und 2 vorwiegend faserartige Strukturen 

erkennbar waren, zeigen die Fluoreszenzaufnahmen von Gruppe 3 netzartige 

Gebilde, insbesondere für die Kollagene IV und VI sowie für Laminin, aber auch 

für das Kollagen I. Hier scheint die andersartige Vorkultivierung der 

Präadipozyten bereits zu einer deutlich besseren Ausbildung einer Struktur der 

EZM kennzeichnend für reife Adipozyten zu führen. Nicht nur dass die 

Konzentration dieser charakteristischen Proteine höher ist als im Vergleich zu 

den Gruppen 1 und 2, ihre räumliche Strukturausprägung unterscheidet sich 

dazu sichtbar.  

Im Vergleich zu Gruppe 3 wurden die Konstrukte der Gruppe 4 nach Inkubation, 

Induktion und Auslösung einer Differenzierung eine noch längere Zeit in vitro 

kultiviert, nämlich 33 Tage, bevor sie in die Mäuse implantiert wurden. 

Tab. 14: Vorbehandlung der Konstrukte aus Gruppe 4 

 Inkubation Induktion Differenzierung In vivo Zeit 

Gruppe 4 2 Tage 2 Tage 33 Tage 24 Wochen 
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Abb. 21: Übersichtsdarstellung der Resultate der HE-Anfärbung und der immuno-

histochemischen Analyse der Komponenten der EZM (Col I, IV, VI und Laminin) für Gruppe 4 

nach 24 Wochen Kultivierung in vivo. 

 

Der Trend, der bereits für Gruppe 3 im Vergleich zu den Gruppen 1 und 2 

erkennbar war, verstärkt sich im Falle von Gruppe 4 weiter. Nach 24 Wochen 

lassen sich in der HE-Färbung zahlreiche reife Adipozyten im gesamten 

Gewebe erkennen. Die Ausbildung einer Adipogenese zeigt sich auch in der 

immunohistochemischen Analyse mittels Fluoreszenzsignal der Kollagene I, IV 

und VI sowie von Laminin. Neben den starken blau-Signalen der Zellkerne 

erscheinen rot erkennbare netzartige Strukturen für die Kollagene IV (etwas 

kontrast-schwächer) und VI sowie eindeutige Netzstrukturen für das Laminin. 

Durch die Vorkultivierung konnte die Entstehung von Fettgewebe-Arealen 

gefördert werden, so dass sich eine fettspezifische EZM ausbilden konnte. 
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4. Diskussion der Ergebnisse 

 

Die Herstellung von klinisch zur rekonstruktiven Chirurgie nutzbarem 

Fettgewebe, beispielsweise aus autologen, mesenchymalen Spenderzellen, ist 

ein Gebiet an dem aktuell eine Reihe wissenschaftlicher Arbeiten ansetzen. Die 

Heilung von Weichteildefekten, bzw. die Angleichung von Körperkonturen, kann 

durch Methoden des Tissue Engineerings, also der Erzeugung von klinisch 

nutzbaren Gewebesegmenten, einen deutlichen Schub erhalten. Bausteine zur 

Herstellung von solchen Konstrukten sind Gerüststrukturen, sogenannte 

Scaffolds, die den Zellen die später notwendige Gewebekontur vorgeben, sowie 

Zellen, bzw. Vorläuferzellen, aus denen das jeweils gewünschte Gewebe 

gebildet wird. 

In einer Vorgängerarbeit von Frau H. Mayer [105] wurde in vivo die Bildung von 

Fettgewebe in mit ASC besiedelten Polyurethan-Scaffolds in einem Mausmodell 

untersucht. Zur Verbesserung der Adipogenese wurden die Zellen nach dem 

Aufbringen auf die Trägermatrix aus Polyurethan unterschiedlich vorkultiviert. 

Die Unterschiede in der Vorkultivierung der mit Präadipozyten beimpften 

Konstrukte lagen in der Induktion der Zellen, um die Proliferation der 

Präadipozyten zu beenden und damit die Reifung zu Adipozyten einzuleiten, 

sowie in der unterschiedlichen Zeitdauer der Differenzierung in vitro vor der 

Implantation in die Versuchstiere.  

Ziel der vorliegenden Arbeit war es nun zu untersuchen, inwieweit die 

Vorkultivierungsbedingungen in vitro die spätere Adipogenese in vivo und die 

Entwicklungsstadien der sich bildenden Adipozyten beeinflussen und wie sich 

der Verlauf der Bildung der EZM in den Konstrukten über die Inkubationszeit 

darstellt. Bei der Adipogenese ist dabei relevant, dass das sich bildende 

Gewebe und damit die das Gewebe aufbauenden Zellen vaskulär integriert und 

somit mit Nährstoffen versorgt werden. Dies wurde durch eine Implantation der 

mit Präadipozyten beimpften Polyurethan-Scaffolds um einen freipräparierten 

Gefäßstiel der A. und V. femoralis von athymischen Nacktmäusen realisiert. 
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In der Vorgängerarbeit [105] konnte gezeigt werden, dass die Gruppe 4 der 

Konstrukte, die sowohl eine Induktion und eine lange Differenzierung in vitro (33 

Tage) erfahren hatten, die vergleichsweise höchste Zelldichte an reifen 

Adipozyten vorweisen konnten. In dieser Arbeit lag nun das Augenmerk auf der 

detaillierten Analyse der gebildeten Gewebe mit Erfassung der Zahlen sowohl 

der reifen als auch der unreifen Adipozyten, um den Verlauf der Adipogenese in 

derartigen Konstrukten in vivo besser beurteilen zu können. Außerdem sollte in 

der vorliegenden Arbeit durch immunohistochemische Analysen die 

Entwicklung der extrazellulären Matrix in den Konstrukten während der 

Gewebeentwicklung in vivo untersucht werden. 

 

4.1.  Diskussion der Methodik 

Die Untersuchung der gestellten Aufgaben im Rahmen der Zielsetzung der 

vorliegenden Arbeit erfolgte in drei Schritten. Zunächst sollten an den aus der 

Vorgängerarbeit [105] zur Verfügung gestellten Gewebeproben durch die 

Methode der Zellfärbungen mittels Hämalaun-Eosin die Art und die Anzahl der 

gebildeten Zellen untersucht werden.  

Die vorliegenden Gewebeproben wurden zunächst mit einer Hämalaun-Eosin 

Färbung gefärbt, um die entstandene Gewebestruktur darzustellen. Die 

Adipozyten lassen sich dabei durch ihre charakteristische Struktur von den 

anderen Zellen unterscheiden, wobei die größeren reifen Adipozyten eine 

Fettvakuole mit randständigem Zellkern aufweisen, während unreife Adipozyten 

noch eine runde Struktur mit mittig liegendem Zellkern aufweisen und deutlich 

kleiner sind, was als Unterscheidungskriterium herangezogen wurde. 

Anschließend wurde dann im zweiten Schritt eine histomorphometrische 

Analyse hinsichtlich der Zellzahl der entstandenen reifen und unreifen 

Adipozyten durchgeführt. 

Die Unterscheidung nach unreifen und bereits reifen Adipozyten erfolgte wie 

beschrieben durch Zuordnung anhand ihrer Größe. Die deutlich kleineren 

unreifen Adipozyten weisen noch keine Lipidvakuole auf und wurden durch die 

Zuordnung zu einer Zellgröße kleiner als 20µm Durchmesser erfasst, während 
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die ausgebildeten reifen Adipozyten mit Lipidvakuole deutlich größer sind und 

über die Zählung von Zellen mit einem Durchmesser größer als 20 µm ermittelt 

wurden. Durch die Festlegung der betrachteten Fläche der jeweiligen 

Konstrukte wurde eine Zellzahl an Adipozyten pro Gewebeprobe errechnet und 

zur Auswertung genutzt. Aus den Daten konnten sowohl die resultierende 

Gesamtzellzahl an Adipozyten, als auch die Zellzahlen für Adipozyten mit 

Durchmessern kleiner und größer 20µm erfasst und ausgewertet werden. Die 

erhaltenen Daten wurden mittels statistischer Analyse hinsichtlich ihrer 

Relevanz geprüft, um fundierte Aussagen über die Adipogenese nach den 

unterschiedlichen Bedingungen der Vorkultivierung und den Verbleibszeiten in 

vivo treffen zu können. 

Neben dieser quantitativen, Zellzahl-bezogenen Untersuchung der 

Adipogenese wurde im dritten Schritt untersucht, wie die Ausbildung der 

extrazellulären Matrix EZM in den verschiedenen Gruppen in Abhängigkeit von 

der Vorkultivierung der jeweiligen Konstrukte verläuft. Hierfür wurden 

immunohistochemische Methoden durch spezifisches Anfärben der 

unterschiedlichen Matrixproteine mit Antikörpern und nachfolgender qualitativer 

Detektion der Fluoreszenz der markierten Antikörper eingesetzt. Als 

Zielproteine wurden die Kollagene I, IV und VI sowie Laminin ausgewählt. 

Hierdurch konnten die Unterschiede im Aufbau der EZM nach den jeweils 

unterschiedlichen Bedingungen der Vorkultivierung der Präadipozyten erfasst 

und zur Ermittlung der Ausbildung einer Fettgewebe-spezifischen EZM genutzt 

werden. 

 

4.2. Diskussion der Ergebnisse der HE-Anfärbungen 

In den betrachteten Konstrukten konnten für die Gruppen 1, 2 und 3 keine oder 

nur vereinzelte reife Adipozyten gefunden werden. In den mikroskopischen 

Vergrößerungen lässt sich in diesen Gewebeschnitten primär faserartiges 

Bindegewebe feststellen. Dagegen konnte in den untersuchten Proben der 

Gruppe vier zwar in den ersten Wochen (1, 5 und 12) ebenfalls nur wenige reife 
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Adipozyten gefunden werden, aber nach 24 Wochen sind eindeutig reife 

Adipozyten in großer Anzahl zu sehen. 

Der Unterschied der Gruppen 1, 2, 3 und vier lag in der jeweils verschiedenen 

Vorkultivierung der mit Zellen beimpften Konstrukte. Während in Gruppe 1 die 

Konstrukte nach Beimpfung mit humanen Präadipozyten zwei Tage in vitro im 

Brutschrank verblieben und dann ohne zweitägige Induktion zum Stoppen der 

Präadipozyten und Einleitung der Adipogenese in die Versuchstiere implantiert 

wurden, wurde diese Induktion bei allen anderen Gruppen durchgeführt. Die 

besiedelten Scaffolds der Gruppe 2 wurden allerdings sofort nach der 

zweitägigen Induktionsperiode in die Tiere implantiert, während die Scaffolds 

aus den Gruppen 3 und 4 noch 7 bzw. 33 Tage in vitro im Brutschrank zur 

weiteren Differenzierung gelagert wurden. In der Vorgängerarbeit [105] wurden 

die gefundenen Unterschiede in der Adipogenese in den Gewebeproben dieser 

unterschiedlichen Vorbehandlung zugeordnet.  

 

4.3. Diskussion der Resultate der histomorphometrischen Analyse 

Bei der histomorphometrischen Analyse der Gewebeproben aus den Gruppen 1 

bis 4 war es das Ziel, die entstandenen unreifen und reifen Adipozyten 

quantitativ hinsichtlich Größe und Anzahl zu erfassen, um eine Beurteilung des 

Verlaufs der Fettgewebeentwicklung in vivo über die Zeit darstellen zu können. 

Aus der jeweiligen Anzahl an unreifen und reifen Adipozyten kann abgeleitet 

werden, inwieweit sowohl die Vorbehandlung der mit Zellen beimpften 

Konstrukte als auch die nachfolgenden Kultivierungsbedingungen die 

Adipogenese beeinflusst. Es könnte ja vermutet werden, dass die Ergebnisse 

der Fettgewebebildung nicht primär durch die Vorkultivierung resultieren, 

sondern vor allem aus der Zeitdauer in vivo, also dass sich mit einer genügend 

langen Zeit im Versuchstier die unterschiedlichen „Startbedingungen“ durch die 

jeweils andere Vorbehandlung der Konstrukte dann letztlich wieder nivellieren 

würden. 

Die quantitative Analyse der Adipogenese in den Konstrukten erfolgte anhand 

erhaltener Zellzahlen, jeweils gemittelt über die Versuchstiere einer Gruppe 
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nach den verschiedenen Zeiten in vivo. Hierfür wurden mittels Software-

gestützter Zellzählung von Zellen der Größenskala „kleiner 20µm“, 

charakteristisch für die deutlich kleineren, unreifen Adipozyten, und „größer 

20µm“, charakteristisch für die deutlich größeren, reifen Adipozyten, die 

jeweiligen Zellzahlen ermittelt. Nach Festlegung der betrachteten 

Gewebefläche, bei der eine Korrektur mittels Ausschlusses von randständigem 

Fettgewebe erfolgte, um eine Verfälschung durch Fettgewebe der 

Versuchstiere außerhalb der Konstrukte möglichst vermeiden zu können, 

konnten die erhaltenen Daten in die jeweiligen Zellzahlen umgerechnet werden. 

Auf Basis dieser Werte erfolgte dann der Vergleich der Resultate unter 

Berücksichtigung der unterschiedlichen Vorkultivierungsbedingungen in vitro. 

Aus den Daten der gefundenen Entwicklung der Gesamtzellzahlen lässt sich 

erkennen, dass eindeutig die Konstrukte der Gruppe 4 die höchsten Werte 

aufweisen. Interessant in dieser Gruppe ist, dass der Wert der 

Gesamtzellzahlen nach 12 Wochen unter dem Startwert nach 5 Wochen liegt, 

und dann aber nach 24 Wochen ein eindeutiges Maximum einnimmt. Betrachtet 

man die Zellzahlen aus den Resultaten für Zellgrößen > 20 µm, so ist bei allen 

Proben der Gruppen 1 bis 4 ein maximaler Wert nach 24 Wochen erreicht, 

allerdings liegt auch hier das Resultat für Gruppe 4 weit höher als für die 

Gruppen 1, 2 und 3. Beim Vergleich dieses Ergebnisses für die reifen 

Adipozyten (> 20µm) mit den Resultaten für die Zellen mit Größen kleiner als 

20µm (unreife Adipozyten) zeigt sich, dass das Bild für letztere wesentlich 

weniger deutlich ausgeprägt ist. Es scheint sogar so zu sein, dass die Werte 

nach 5 Wochen tendenziell höher liegen, als die Werte nach 12 oder 24 

Wochen, z.B. für die Gruppen 2 und 4. 

Somit resultiert als Kernaussage aus den Untersuchungen, dass neben den 

Zellzahlen für die reifen Adipozyten auch die Anzahl der unreifen Zellen in den 

Gruppen 1, 2, und 3 gering ist, während in Gruppe 4 zumindest nach 5 Wochen 

eine relativ hohe Zahl an unreifen Adipozyten gefunden wurde. Aufgrund dieser 

geringen Anzahl an Adipozyten insbesondere in den Gruppen 1, 2 über den 

gesamten Betrachtungszeitraum hinweg ist daher eher nicht zu erwarten, dass 
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diese Konstrukte zu einem späteren Zeitpunkt einen Verlauf der Bildung reifer 

Adipozyten hätten nehmen können wie in Gruppe 4.  

Die Analyse der statistischen Relevanz (ANOVA) der gefundenen Daten zeigt, 

dass der beschriebene Unterschied für die Art Vorkultivierung und für die Dauer 

des Verbleibs der Gewebeproben in den Versuchstieren für die 

Gesamtzellzahlen sowie die Zahl der Zellen mit Größen über 20µm statistisch 

signifikant ist, für die Zellen mit der Größenskala kleiner als 20µm aber nur die 

Art der Vorkultivierung Bedeutung hat. Außerdem zeigt der statistische Test der 

Daten (Bonferroni-Test), dass der Unterschied zwischen Gruppe 4 und den 

anderen Gruppen eindeutig statistisch relevant ist, während zwischen den 

Gruppen 1, 2 und 3 keine eindeutige Signifikanz der Entwicklung der Zellzahlen 

in Abhängigkeit von Vorkultivierung und Verbleib in vivo gefunden werden kann. 

Aus der quantitativen Analyse der Zellzahlen der beiden Größenklassen für 

unreife und reife Adipozyten für die verschiedenen Vorkultivierungs-

bedingungen der Gruppen nach den jeweiligen Zeiten in vivo kann somit 

abgeleitet werden, dass Gruppe 4 mit einer Differenzierungsperiode von 33 

Tagen nach erfolgter Induktion die besten Resultate hinsichtlich der 

Adipogenese in vivo aufweist. 

 

4.4.  Diskussion der Ergebnisse der immunohistochemischen 

Untersuchungen 

Während des Fortschreitens der Adipogenese wandeln sich die spindel-

förmigen Präadipozyten in kugelförmige Adipozyten um. Die extrazelluläre 

Matrix wird dabei mehrfach verändert und wechselt von einer eher fibrillären zu 

einer flächigen Struktur [108]. Bei diesem Umbau spielen etliche Gerüstproteine 

eine wichtige Rolle. In dieser Arbeit wurden die Kollagene I, IV und VI sowie 

Laminin als Marker für die Veränderung ausgewählt, die die extrazelluläre 

Matrix während der Adipogenese durchläuft. Diese EZM-Bestandteile spielen 

eine wesentliche Rolle, sowohl für die mechanische Stabilisierung der 

entstehenden Gewebsstrukturen als auch für das Fortschreiten der 

Adipogenese an sich [108]. 
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Die Bildung verschiedener Kollagene während der Adipogenese in vivo wurde 

bereits frühzeitig untersucht [123]. Viele Untersuchungen beziehen sich dabei 

auf die immortalisierte Mauszelllinie 3T3-L1. So wurde berichtet, dass während 

der Differenzierung von 3T3-L1 Präadipozyten in Adipozyten die Bildung 

fibrillärer Kollagene wie Kollagen I abnimmt [124], wohingegen die Ausbildung 

von Kollagenen der Basalmembran, wie z. B. Kollagen IV, zunimmt [120, 124]. 

Dieser Trend der Zunahme von Kollagen IV wurde auch in anderen Studien 

bestätigt [125], wobei hier die Ergebnisse betreffend die fibrillären Kollagene I 

und III etwas anders beobachtet wurden. Nach einem temporären Rückgang 

der Ausbildung von Kollagen I und III stieg nämlich die Neubildung im späteren 

Verlauf der Adipogenese wieder an, während nach einem temporären Anstieg 

der Bildung von Kollagen IV dessen Neubildung im Laufe der Adipogenese 

wieder abfiel. Kollagen VI hingegen nahm während der Reifung der unreifen zu 

reifen Adipozyten stetig zu [125, 127]. Letzteres Ergebnis wurde auch in 

Untersuchungen anderer Gruppen bestätigt [126]. Während der Adipogenese 

wandelt das Kollagen VI nach einer Studie [122] allerdings seine 

makroskopische Struktur von einem feinen, fibrillären Netzwerk in ein 

wesentlich kompakteres Netzwerk um. 

Derartige Veränderungen in der Netzwerkstruktur der Kollagene und der 

extrazellulären Matrix wurden auch mittels rasterelektronenmikroskopischer 

Untersuchung verfolgt, nach der sich das Kollagen-Netzwerk aus den Typen I, 

III, V und VI während der Adipogenese von Fettgewebe der Maus ausbildet und 

stabil bleibt, während Kollagen IV wieder abgebaut wird [119]. In einer neueren 

Arbeit wurde die zeitliche Ausbildung verschiedener Gerüstproteine wie 

beispielsweise Kollagen I, III, IV, V, VI sowie von Laminin mittels 

Massenspektrometrie untersucht und der Verlauf der Bildung und des Abbaus 

der Komponenten der EZM qualitativ dargestellt [106]. 

Demnach bilden die Zellen während der frühen Phase der Differenzierung der 

Adipozyten zunächst fibrilläre Kollagene des Typs I und III in Verbindung mit 

Kollagen-assoziierten Proteinen, wie beispielsweise Prokollagen C-

Endopeptidase und Metallopeptidase-Inhibitoren. Die Komponenten der 
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Basalmembran, wie Perlecan, Nidogen und Laminin, aber auch Kollagene des 

Typs IV erreichen ihr Maximum während der Adipogenese in vivo, ebenso wie 

mikro-fibrilläre Kollagene des Typs V und VI. Während der späteren Phase der 

Adipogenese bilden die 3T3-L1 Zellen eher Proteine aus dem Bereich der 

Adipokine, Adiponektine und Adipsin, als dass sie weiter extrazelluläre Matrix 

aufbauen. Der Anstieg der Gerüstproteine während der Adipogenese und des 

Aufbaus der EZM, insbesondere von Kollagen IV und Laminin, wird analog 

auch in anderen Arbeiten bereits beschrieben [109, 128]. Diese beiden Studien 

unterscheiden sich im Vergleich zu den oben beschriebenen Untersuchungen 

allerdings dadurch, dass hier die Analyse der Ausbildung von Proteinen 

während der Adipogenese mit primären Zellen (BMSC, „bone marrow derived 

stem cells“) durchgeführt wurde und die Differenzierung in vitro erfolgte. 

Für ASC und insbesondere für die Entwicklung der EZM und der darin 

enthaltenen charakteristischen Gerüstproteine in Tissue Engineering 

Konstrukten gibt es nach unseren Erkenntnissen bis zur Durchführung der 

Untersuchungen der vorliegenden Arbeit bis dato noch keine entsprechenden 

Analysen. In dieser Arbeit erfolgte die Beobachtung der Entwicklung der EZM in 

TE-Konstrukten in vivo, anders als in den zitierten Literaturbeispielen.  

In dieser Arbeit wurde der Verlauf der Konzentration an Kollagen I, IV und VI 

sowie von Laminin während der Adipogenese in vivo von humanen 

Präadipozyten jeweils in einem Polyurethan-Scaffold in Mäusen in Abhängigkeit 

von der Vorkultivierung der Konstrukte in vitro untersucht. Die Unterschiede in 

der Vorkultivierung bestanden dabei in der Induktion der Präadipozyten, die 

einen Stopp der Proliferation und eine Einleitung der Differenzierung zu reifen 

Adipozyten bewirkt, sowie in der Dauer des Verbleibs der Konstrukte nach der 

Induktion im Brutschrank zur Anregung der Adipogenese in vitro. 

An den resultierenden Gewebeproben aus den Tissue Engineering Konstrukten 

sollte nun die Ausbildung einer extrazellulären Matrix während der Adipogenese 

in vivo untersucht werden. Hierzu wurden die Gewebeproben mit Fluoreszenz-

markierten Antikörpern, die spezifisch an die zu untersuchenden Komponenten 

der EZM anbinden, versetzt, die resultierenden Aufnahmen der markierten 
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Proben analysiert und der Verlauf der Bildung der Gerüstproteine während der 

Adipogenese qualitativ beobachtet. 

Im Falle des fibrillären Gerüstproteins Kollagen I zeigt sich bei allen Proben 

eine Zunahme des Fluoreszenz-Signals während des Verbleibs der Konstrukte 

in vivo für die Wochen 1, 5 und 12. Das ausgeprägteste Signal wird tendenziell 

bei allen Gruppen nach 12 Wochen in vivo beobachtet, danach fällt die 

Intensität für Woche 24 wieder ab. Dies deckt sich gut mit Ergebnissen aus der 

Literatur [106], nach denen die Konzentration von Kollagen I während der 

Adipogenese zunächst ansteigt und danach im Verlauf wieder abfällt. Da in den 

Gruppen 1-3 keine oder nur eine geringe Adipogenese gefunden wurde, lässt 

sich die Signalzunahme eher einer Entstehung eines faserartigen Gewebes 

zuordnen. Beim Vergleich der verschiedenen Intensitäten über die Gruppen 

hinweg fällt dabei auf, dass die Gruppen 1, 2 und 3 in den Proben die höchsten 

Fluoreszenzsignale aufweisen, während Gruppe 4, bei der eine Adipogenese 

erfolgte, zwar qualitativ denselben Verlauf des Anstiegs von Kollagen I und des 

nachfolgenden Rückgangs zeigt, der aber im direkten Vergleich zu den anderen 

Gruppen schwächer ausgeprägt ist. 

Die Zeitreihe der Fluoreszenz-Aufnahmen für das Kollagen IV der Gruppen 1 

bis 4 zeigt einen etwas anderen Verlauf. Nach den Wochen 1, 5 und 12 des 

Verbleibs in vivo nimmt das Fluoreszenz-Signal langsam zu, bevor es für alle 

Gruppen in Woche 24 ein relatives Maximum erreicht. Der im Vergleich zu 

Kollagen I in der Literatur [106] beschriebene langsamere Aufbau von Kollagen 

IV kann somit qualitativ auch für die Adipogenese der in dieser Arbeit 

untersuchten Konstrukte bestätigt werden. Der stärkste Aufbau ist in den 

Gruppen 3 und 4 zu beobachten. Da die beiden Gruppen nach der Induktion 

noch 33 Tage in vitro im Brutschrank ausdifferenzieren konnte, hatten die 

Adipozyten im Vergleich zu den anderen Gruppen mehr Zeit, die den Aufbau 

einer fettspezifischen EZM zu starten. 

Für den Verlauf der Fluoreszenz resultierend aus dem markierten Kollagen VI 

zeigt sich eine stetige Zunahme der Intensität. Besonders für die Gruppen 2, 3 

und 4 ist das beobachtete Signal in den Aufnahmen sehr ausgeprägt. Während 
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für Gruppe 2 optisch aber eher fibrilläre Strukturen in Woche 24 zu erkennen 

sind, werden für Gruppe 3 und 4 netzartige Strukturen sichtbar.  

Im Falle des Laminins bestätigt sich das Bild bezogen auf die Resultate für 

Gruppe 4. Zunächst kann auch für Laminin aus den Fluoreszenzaufnahmen 

festgestellt werden, dass die Konzentration im Laufe der Adipogenese stetig für 

alle Gruppen zunimmt. Während sich aber für die Gruppen 1 und 2 nach 24 

Wochen in vivo keine klar definierten Strukturen zuordnen lassen, zeigt die 

Analyse für die Gruppen 3 und 4 Signale einerseits für Blutgefäße, andererseits 

aber auch für gebildete Adipozyten. Für Laminin zeigt zudem die Probe aus 

Gruppe 4 das vergleichsweise stärkste Signal. In der Aufnahme für Gruppe 4 

sind nach 24 Wochen feine netzartige Gebilde über den gesamten Ausschnitt 

hinweg zu erkennen, die in ihrer Ausprägung den typischen Strukturen für 

Fettgewebe entsprechen. Es zeigt sich bei der Laminin-Anfärbung ein 

erheblicher Unterschied von Gruppe 4 zu den Proben aus den Gruppen 1 und 2 

und auch ein erkennbarer Unterschied zu Gruppe 3. Die längere Inkubationszeit 

der Konstrukte in vitro bewirkte offensichtlich einen Unterschied in der 

Ausbildung von Laminin, der davon herrührt, dass dort wo Adipozyten, bzw. 

Areale von Fettgewebe entstanden sind, auch eine fettspezifische Matrix 

resultiert mit einer Basalmembran der Adipozyten, die in der Anfärbung das 

Erscheinungsbild der charakteristischen Netzstruktur für die Gerüstproteine 

(hier Laminin) ergibt. 

Die Art Vorkultivierung der mit Präadipozyten beimpften Polyurethan-Scaffolds 

beeinflusst somit in der Folge die Adipogenese und somit die Ausbildung der 

Menge und der räumlichen Struktur der untersuchten Gerüstproteine. Während 

die Kollagene I und IV relativ gesehen ihr Maximum an Konzentration nach 

Woche 12 in vivo zeigen, nehmen die Komponenten Kollagen VI und Laminin 

weiter zu. Diese zeigen außerdem für die Gruppen 3 und 4 nach 24 Wochen die 

Ausbildung einer netzartigen Struktur in den Gewebeproben und damit die 

Ausbildung von Fettgewebe-Arealen. Die qualitative Beobachtung der zeitlichen 

Entwicklung der Konzentration der Gerüstproteine deckt sich sehr gut mit 

entsprechenden Untersuchungen aus der Literatur [106]. 
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4.5. Übergreifende Diskussion der Resultate für die Gruppen 1 bis 4 

In der Betrachtung der Resultate für Gruppe 1, sowohl aus der 

histomorphometrischen und der immunohistochemischen Untersuchung des 

Verlaufs des Adipogenese nach 1, 5, 12 und 24 Wochen des Verbleibs in vivo 

im Versuchstier zeigt sich, dass nur geringe Zellzahlen an Adipozyten in den 

Proben gefunden wurden. Die Fluoreszenzmarkierungen der EZM lassen zwar 

ein Maximum der Signale nach 24 Wochen erkennen, doch erscheinen die 

Strukturen eher fibrillär. Dies deckt sich mit den mikroskopischen Ergebnissen 

aus der HE-Anfärbung, in der lediglich Bindegewebs-artige Strukturen zu 

erkennen sind. Offensichtlich ist die für diese Gruppe gewählte Vorkultivierung 

nicht geeignet, um eine ausreichende Adipogenese auslösen zu können. Es 

werden zwar Gerüstproteine der extrazellulären Matrix gebildet, aber diese 

stammen vermutlich nicht aus Adipozyten, sondern aus Bindegewebszellen. 

Ein ähnliches Bild ergibt sich in der Betrachtung der Resultate für Gruppe 2. Im 

Rahmen der Messgenauigkeit der Auswertungen der Zellzahlen sowohl für die 

kleineren unreifen Adipozyten als auch für größere, reife Adipozyten lässt sich 

keine Zunahme der Zellzahlen erkennen, lediglich eventuell eine Abnahme der 

unreifen Adipozyten. Die Konstrukte dieser Gruppe wurden nach der Induktion 

noch 2 Tage im Brutschrank in vitro gelagert, um die Ausdifferenzierung zu 

starten und dann aber in die Versuchstiere implantiert. In der HE-Anfärbung für 

diese Gruppe lassen sich, ähnlich wie für die Proben aus Gruppe 1, praktisch 

nur bindegewebsartige, faserige Strukturen erkennen. Die immuno-

histochemische Analyse zeigt zwar eine Signalzunahme für die jeweils 

untersuchten Kollagene, aber auch im Falle von Gruppe 2 resultierten diese 

vermutlich nicht aus der EZM eines entstandenen Fettgewebes, sondern aus 

der von faserartigem Bindegewebe. Offensichtlich reicht die kurze Lagerung in 

vitro nach erfolgter Induktion der Präadipozyten nicht aus, um danach eine 

erfolgreiche Adipogenese in vivo starten zu können. 

Für Gruppe 3 erscheinen die gefundenen Resultate etwas differenzierter. Zwar 

lassen sich bei der histomorphometrischen Analyse nur eine Stagnation der 

Zellzahlen der unreifen Adipozyten und eine geringe Zunahme der Zellzahlen 
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für die reifen Adipozyten erkennen. Möglicherweise liegt dies aber darin 

begründet, dass durch die Vorbehandlung der Konstrukte dieser Gruppe, mit 

einer siebentägigen Vorkultivierung in vitro im Brutschrank nach der Induktion, 

die Präadipozyten bereits im Sinne einer Adipogenese in ihrer Anzahl deutlich 

weniger geworden sind. In der HE-Anfärbung werden einzelne reife Adipozyten 

sichtbar, wenn auch ihre Anzahl vergleichsweise gering ist. In der 

immunohistochemischen Analyse zeigen sich für alle analysierten 

Gerüstproteine netzartige Strukturen, die je nach Komponente unterschiedlich 

stark ausgeprägt sind. Die untersuchten Gerüstproteine sind im Falle von 

Kollagen IV und von Laminin charakteristische Bestandteile der Basallamina 

von Adipozyten, d.h. sie umgeben die einzelnen Fettzellen in der EZM und 

führen so zu einer Ausbildung netzartiger Muster. Offensichtlich führte im Falle 

von Gruppe 3 die Vorkultivierung im Vergleich zu den Gruppen 1 und 2 zu einer 

etwas verbesserten Adipogenese und damit zur deutlicheren Ausprägung der 

für Fettzellen charakteristischen EZM. Die in den Gruppen 1 und 2 praktisch 

ausnahmsweise sichtbaren faserartigen Strukturen, charakteristisch für 

Bindegewebe, sind hier weniger ausgeprägt, dagegen finden sich die 

beschriebenen netzartigen Gebilde. 

In der Analyse der Resultate für Gruppe 4 lässt sich der für Gruppe 3 

gefundene Trend fortschreiben. Die Konstrukte aus Gruppe 4 wurden nach 

Induktion noch weitere 33 Tage zur Ausdifferenzierung der Präadipozyten zu 

Adipozyten in vitro im Brutschrank belassen, bevor sie in die Versuchstiere 

implantiert wurden. In der histomorphometrischen Untersuchung ist, nach 

einem Rückgang der Zellzahlen für die unreifen Adipozyten im gesamten 

Versuchszeitraum, ein deutlicher Anstieg der Zellzahlen für die reifen 

Adipozyten in Woche 24 erkennbar. Dies deckt sich mit den Resultaten aus der 

HE-Anfärbung, in der für Woche 24 eine Vielzahl von Adipozyten in der 

mikroskopischen Untersuchung der Gewebeproben erkennbar ist. In der 

immunohistochemischen Analyse zeigen sich, ähnlich wie für Gruppe 3, 

charakteristische, netzartige Strukturen für Woche 24, besonders ausgeprägt im 

Falle von Kollagen IV und VI sowie des Laminins. Auch hier wird die 
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Entstehung einer Adipozyten-spezifischen EZM mit deren Bestandteilen der 

Basallamina sichtbar.  

Insgesamt konnte in dieser Arbeit durch die Abfolge aus HE-Anfärbung zur 

Hervorhebung von unreifen und reifen Adipozyten, der nachfolgenden 

quantitativen histomorphometrischen Auswertung des diesen beiden Typen 

zuzuschreibenden Anteils an den Zellzahlen in den Konstrukten und der dann 

anschließenden immunohistochemischen Analyse der gebildeten Komponenten 

der EZM die Relevanz einer geeigneten Vorkultivierung eindeutig belegt 

werden. Während bei einer zu geringen Zeit in vitro die resultierenden 

Strukturen der Konstrukte nach Explantation praktisch ausschließlich aus 

Bindegewebe bestehen, startet erfolgreich eine Adipogenese, wenn vor der 

Implantation die Konstrukte nach erfolgter Induktion noch eine genügend lange 

Zeit in vitro gelagert werden, um die Differenzierung der Präadipozyten zu 

Adipozyten zu beginnen. Durch die Analyse der Bildung unterschiedlicher 

Gerüstproteine konnte während der Adipogenese in Tissue Engineering 

Konstrukten erstmals die Ausbildung einer EZM in den verschiedenen 

Konstrukten qualitativ verfolgt werden.  
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5. Zusammenfassung, Fazit, Ausblick 

 

Die Erzeugung von klinisch in der plastischen und rekonstruktiven Chirurgie 

nutzbarem Fettgewebe stellt einen sehr wichtigen Aspekt in aktuellen Arbeiten 

des Tissue Engineerings, also der Erzeugung von spezifischem Gewebe aus 

Spenderzellen dar. Sollte es gelingen, aus patienteneigenen Zellen wieder 

neues Gewebe zu züchten, so würden daraus eine Fülle neuer 

Behandlungsmöglichkeiten für Gewebedefekte resultieren. In einer 

Vorgängerarbeit von Frau H. Mayer [105] zu der vorliegenden Arbeit konnte 

gezeigt werden, dass die Adipogenese in vivo von Fettgewebe aus 

Vorläuferzellen, den Präadipozyten, durch geeignete Methoden der 

Vorkultivierung in vitro beeinflusst werden kann. Dazu wurden auf einen Träger 

aufgebrachte humane Präadipozyten vor der Implantation in athymische 

Nacktmäuse unterschiedlich vorbehandelt und anschließend nach 

verschiedenen Zeiten in vivo aus den Versuchstieren explantiert. 

Die Unterschiede in der Vorbehandlung lagen in einer Induktion der 

Differenzierung der Präadipozyten bei gleichzeitigem Stopp der Proliferation 

und einer anschließenden verschieden langen Ausdifferenzierungsphase der 

Zellen in vitro im Brutschrank. Die resultierenden Konstrukte wurden in jeweils 

drei Mäuse in vier Gruppen implantiert und nach 1, 5, 12 und 24 Wochen 

entnommen und untersucht. Während die Präadipozyten von Gruppe 1 keine 

Induktion erfuhren, erfolgte diese bei den anderen drei Gruppen. Die Konstrukte 

der Gruppe 2 wurden dann bereits nach 2 Tagen der Induktion der 

Präadipozyten implantiert, die Konstrukte der Gruppe 3 blieben zur 

Differenzierung noch 7 Tage, die der Gruppe 4 noch 33 Tage im Brutschrank, 

bevor sie in die Versuchstiere eingebracht wurden. In der Vorgängerarbeit [105] 

wurde die Adipogenese nach den verschiedenen Wochen für die jeweiligen 

Gruppen untersucht. 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es zunächst, an den Gewebekonstrukten der 

Vorgängerarbeit eine histomorphometrische Analyse der resultierenden 

Adipozyten in vivo über die Zeit durchzuführen, um eine detaillierte Beurteilung 
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des Verlaufs der Fettgewebeentwicklung anhand resultierender Zellzahlen 

darzustellen. Hierfür wurden die Gewebedünnschnitte der Mäuse nach einer 

HE-Anfärbung mikroskopisch untersucht und die Zellzahlen resultierend jeweils 

aus unreifen und reifen Adipozyten histomorphometrisch quantifiziert. Die 

Unterscheidung erfolgte mittels einer Größenzuordnung, wobei Zellen kleiner 

20 µm Durchmesser den unreifen und Zellen größer 20 µm Durchmesser den 

reifen Adipozyten zugeordnet wurden. 

Aus der quantitativen Analyse mittels Histomorphometrie ergab sich, dass in 

allen Konstrukten die Zahlen an Zellen der den unreifen Adipozyten 

zugeordneten Größenordnung von kleiner als 20µm tendenziell während der 

gesamten Zeit in vivo klein bleibt. Unter Berücksichtigung der 

Standardabweichungen der ermittelten Zellzahlen lässt sich kein klarer Trend 

erkennen. Unter Berücksichtigung der Standardabweichungen der Resultate 

und der statistischen Analyse der Ergebnisse ist für Gruppe 4 ein Rückgang der 

Anzahl an unreifen Adipozyten nachzuweisen. Die Zellzahlen resultierend aus 

großen Zellen mit einem Durchmesser mehr als 20µm, die den reifen 

Adipozyten zugeordnet wurden, steigen dagegen in allen Proben leicht an, 

wobei die Konstrukte der Gruppe 4 den absolut höchsten Wert aufwiesen. 

Statistisch signifikant ist dieser Anstieg allerdings nur für die Proben aus den 

Gruppen 3 und 4, wobei für Gruppe 4 dieser Anstieg besonders auffällig ist. In 

der HE-Anfärbung ist demgemäß in Gruppe 4 eine Vielzahl reifer Adipozyten zu 

erkennen. Unter Berücksichtigung der konstant sehr geringen Anzahl an 

Adipozyten in den Proben für die Gruppen 1 bis 3 im betrachteten 

Untersuchungszeitraum ist nach den vorliegenden Daten davon auszugehen, 

dass in diesen Gruppen auch bei weiterem Verbleib der Implantate in vivo 

vermutlich kein Verlauf einer Adipogenese zu erwarten gewesen wäre, wie in 

Gruppe 4 gefunden wurde. 

Das zweite Ziel dieser Arbeit war es, durch Anfärbung charakteristischer 

Proteine der extrazellulären Matrix mittels markierter Antikörper und einer 

anschließenden immunohistochemischen Analyse des Verlaufs der 

Signalintensität dieser markierten Komponenten in der EZM die Adipogenese 

mittels Analyse der entstehenden Gerüstproteine zu verfolgen. Hierfür wurde 
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durch eine umfangreiche immunohistochemische Analyse die Bildung der 

Kollagene I, IV und VI sowie von Laminin als Bestandteile der EZM analysiert 

und damit die Art und der Umfang der entstandenen extrazellulären Matrix 

während der Adipogenese qualitativ beurteilt. Die Fluoreszenz-Bilder der 

Proben nach den jeweiligen Gruppen und Wochen in vivo zeigen einen 

deutlichen Hinweis im Sinne der Bildung von Fettgewebe in den Gewebe-

Konstrukten der Gruppe 4. Während in den Gruppen 1 und 2 fast durchweg 

faserartige Bindegewebsstrukturen, verbunden mit den entsprechenden eher 

fibrillärem Aussehen der Signale für die untersuchten Kollagene I, IV, VI und für 

Laminin gefunden werden konnten, zeigen die Konstrukte der Gruppe 3 und 

insbesondere von Gruppe 4 in den Fluoreszenz-Abbildungen deutlich 

ausgeprägtere, netzartig ausgebildete Strukturen. Hier zeigt sich anhand der für 

die EZM von Adipozyten charakteristischen Proteine die Entstehung von 

Fettgewebe, offensichtlich gefördert durch die für die Gruppen 3 und 4 längere 

Zeit der Vorkultivierung.   

Aus den Resultaten der vorliegenden Arbeit kann demnach geschlossen 

werden, dass die Art der Vorkultivierung eine spätere Adipogenese eindeutig 

beeinflussen kann. Eine längere Inkubationszeit nach erfolgter Induktion der 

Präadipozyten zur Förderung der Reifung zu Adipozyten vor der Implantation 

fördert die Bildung einer höheren Anzahl von Adipozyten und die Ausbildung 

einer charakteristischen EZM. Die Proben der Gruppe 4, die die insgesamt 

längsten Zeiten des Verbleibs im Brutschrank aufwiesen, zeigten nach 24 

Wochen in den Versuchstieren die höchsten Zahlen an reifen Adipozyten. Die 

Gewebe-Konstrukte der Gruppen 1 und 2, die nach erfolgter Induktion nur noch 

zwei Tage im Brutschrank blieben und danach sofort in die Versuchstiere 

implantiert wurden, zeigen dagegen praktisch keine oder nur sehr geringe 

Zahlen an Adipozyten sowie primär die Ausbildung von faserartigem 

Bindegewebe. Diese Erkenntnisse eröffnen für zukünftige Arbeiten die 

Möglichkeit, durch die weitere Optimierung der Vorkultivierung, verbunden mit 

einer eventuell noch besseren Überlebensrate der ursprünglich eingebrachten 

Zellen, die Herstellung von klinisch geeigneten Konstrukten aus Fettgewebe 

weiter voranzutreiben. 
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